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RESUMO

A presenca do ATP, no meio extracelular, pode ser interpretada como um “sinal de
perigo” por neutréfilos, sendo seus efeitos, dependentes de fatores, como da acao de
enzimas ectonucleosideo 5’-trifosfato difosfohidrolase - E-NTPDase (CD39) e 5’
nucleotidase (CD73), além dos receptores purinérgicos de ATP. O presente estudo
avaliou a participagdo dos receptores purinérgicos na resposta imune de neutrdfilos
estimulados in vitro, com Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis. As
analises iniciais de viabilidade de neutrofilos infectados por L. amazonensis ou L.
braziliensis demonstraram que o percentual de células viaveis ndo foi alterado. Foi
observado maior percentual de interacdo de L. braziliensis com neutrofilos quando
comparados a L. amazonensis. Embora a analise da frequéncia de neutrofilos
expressando CD39 e CD73 tenha sido semelhante, independente do estimulo, apenas a
cultura estimulada com L. amazonensis apresentou aumento da expressao de CD73. De
forma semelhante, esse resultado refletiu na analise da atividade enzimatica de CD73
em degradar AMP, apresentando-se aumentada quando os neutrofilos foram
estimulados com L. amazonensis. Assim, haveria um aumento de adenosina, que
poderia contribuir para um microambiente menos pro-inflamatorio durante a infecgao
por L. amazonensis em neutrofilos, ao se comparar pela infec¢do por L. braziliensis.
Estes resultados foram reforcados pelos maiores niveis intracitoplasmaticos de ROS e
NO em neutroéfilos, na presenca de L. braziliensis, quando comparado a L. amazonensis.
No intuito de se avaliar a possivel participagao dos receptores purinérgicos na resposta
imune, foram utilizados quatro compostos: MRS 1754 (antagonista dos receptores Azg),
af-metileno (bloqueador da atividade de CD73), suramina (antagonista dos receptores
P2X e P2Y) e NECA (agonista dos receptores A e Az). Esta abordagem revelou que os
neutrdfilos estimulados com L. amazonensis na presenga dos tratamentos MRS 1754 e
NECA induzem aumento na sintese de NO, a suramina induz aumento da sintese de
ROS e NO, enquanto o af-metileno reduz os niveis de ROS. Neutréfilos estimulados
com L. braziliensis e tratados com MRS 1754 e suramina apresentaram aumento da
sintese de ROS, o tratamento com NECA induziu aumento de NO, enquanto o
tratamento com of}-metileno reduziu os niveis de ROS. Apos a realizagdo deste estudo,
ficou evidente que a L. braziliensis ¢ capaz de induzir em neutréfilos um perfil mais

pro-inflamatorio, com a presenga de altos niveis de ROS e NO, enquanto a L.



amazonensis apresenta maior atividade da enzima CD73, resultando em uma interagao

com neutr6filos mais favoravel ao parasito.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis. Leishmania braziliensis. Neutrofilo.

Receptores purinérgicos.



ABSTRACT

The presence of ATP in the extracellular environment, may be interpreted as a
"danger signal" by neutrophils, and their effects are dependent on factors such as the
action of enzymes ectonucleosideo 5'-triphosphate diphosphohydrolase - E-NTPDase
(CD39) and 5 'mucleotidase (CD73), in addition of ATP purinergic receptors. The
present study evaluated the involvement of purinergic receptors in neutrophils immune
response stimulated in vitro, with Leishmania amazonensis or Leishmania braziliensis.
Initial viability analysis of neutrophils infected with L. amazonensis or L. braziliensis
showed that the percentage of viable cells was not changed. Higher percentage of L.
braziliensis interaction with neutrophils was observed when compared to L.
amazonensis. Although the analysis of the frequency of neutrophils expressing CD39
and CD73 was similar, regardless of the stimulus, only L. amazonensis- stimulated
culture showed increased CD73 expression. Thus, there would be an increase in
adenosine, which could contribute to a less pro-inflammatory microenvironment during
infection by L. amazonensis in neutrophils, when comparing with infection L.
braziliensis. These findings were reinforced by higher intracytoplasmic levels of ROS
and NO in neutrophils in the presence of L. braziliensis, when compared to L.
amazonensis. To evaluate the possible involvement of the purinergic receptors in the
immune response, four compounds were used: MRS 1754 (antagonist of Azp receptor),
af-methylene (CD73 blocking activity), suramin (antagonist of P2X and P2Y) and
NECA (agonist of A; and Az receptors). This approach showed that neutrophils
stimulated with L. amazonensis in the presence of MRS 1754 and NECA induce
increased NO synthesis, suramin induces increased synthesis of ROS and NO, while the
af methylene reduced levels of ROS. Neutrophils stimulated with L. braziliensis and
treated with MRS 1754 and suramin exhibited increased ROS synthesis, treatment with
NECA induced increase in NO production, while the a-methylene reduced ROS levels.
After the realization of this study, it was evident that L. braziliensis is capable to induce
neutrophil in a more pro-inflammatory profile, inducing high levels of ROS and NO,
while the L. amazonensis showed higher CD73 enzyme activity, resulting in an

interaction with neutrophils more favorable to the parasite.

Keywords: Leishmania amazonensis. Leishmania braziliensis. Neutrophil. Purigergic

receptors.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Anticorpos utilizados para avaliagdo de marcadores de superficie



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicdo geografica das principais espécies causadores da Leishmaniose
Tegumentar Americana N0 Brasil..........ccocviiiiiiiiiieiiiececeeeee e e 21

Figura 2. Distribuicdo geografica de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis na
América do Sul e Central com SEUS T€SPECtIVOS VELOTES. ....veeruvrreriieeriieerieeerieeerireeeereeseaeens 22

Figura 3. Representacdo esquemdtica da membrana celular demonstrando o caminho
percorrido pelo ATP até sua metabolizagao em adenosina, levando em consideragao os pontos
importantes para 0 presente trabalho ..........coceviiiiiiiiiiiii e 32

Figura 4. Representacdo esquematica da membrana celular demonstrando os receptores
purinérgicos, bem como as enzimas CD39 e CD73, destacando os locais especificos de
ligacdo dos tratamentos utilizados para avaliar a relacdo dos mesmos a sintese de ROS e NO

Figura 5. Marcacao de zimosan A, L. amazonensis ou L. braziliensis com AlexaFluor 647. A -
Perfil de distribuicdo em grafico de tamanho versus granulosidade para selecionar a
POPULAGAD A€ ZIMOSAN. .....eeiuiieeiiieeiiieeiieeeiee et et e et e e e saaeeeteeestteesstaeessseeessseeessseesnsseesseeens 42

Figura 6. Estratégia de analise referente ao perfil de interagdao de neutrdfilos com Leishmania
amazonesis ou Leishmania braziliensis ou ZIMOSAN A.. .........cccceeruienieriieenienieenee e 47

Figura 8. Avaliagdo do perfil de expressao de CD39 em neutroéfilos de medula dssea............ 49

Figura 9. Avaliagdao do perfil de expressdo intracelular de espécies reativas de oxigénio em
NEutrofilos de MEdula OSSA.......ccueriiriiiiiiiiiiice e e 50

Figura 10. Avaliagao do perfil de expressao intracelular de 6xido nitrico em neutrofilos de
MNEAUIA OSSCA. ...ttt ettt et b et ettt e bt et e s bt ettt sb e b et ae e 51

Figura 11. Avaliagdo da viabilidade celular de neutrofilos na presenca de promastigotas de L.
amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) 0u ZIMOSAN (ZY)....cccoveeviieriieiiienieeiieeieeieesie e 53

Figura 12. Interacdo entre neutrofilos e promastigotas de Leishmania amazonensis (La),
Leishmania braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy), em diferentes tempos de cultivo (1h, 2h e
) 1 USRS 55

Figura 13. Expressdo das ecto-nucleotidases CD39 e CD73 por neutréfilos, ndo estimulados
(NE), ou na presenca de promastigotas de L. amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou
ZIMOSAN A (ZY). 1entteeeteeeiie et e ette et eet et et e e bt e et e e bt e stteeseessbeesseessseenseessseenseaesseenseesnseenseesnseenseas 56

Figura 14. Determinagdo da atividade das enzimas ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDase) (CD39) e 5’ nucleotidase (CD73) na degradagdo do ATP, ADP
e AMP por neutrofilos, ndo estimulados (NE), ou na presenga de promastigotas de L.
amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou ZIMOSAN A (ZY)...ceeeveeeiuierieeieeiiieeieeiieeieenieeeaeens 57

Figura 15. Producdo de ROS por neutréfilos, ndo estimulados (NE), ou na presenga de
promastigotas de L. amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy). .....cccccvennee. 60



Figura 16. Producdo de NO por neutrofilos, ndo estimulados (NE), ou na presenca de
promastigotas de L. amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy). .....c.ccceeeeueennn. 63

Figura 17. Sintese dos resultados obtidos pela interagcdo in vitro entre neutrofilos e L.
amazonensis OU L. BFAZITIENSIS. ..........c.coccueiiiiiiiiiiiiii ettt 64



ADP
AF647
AG
AMP
APC
ATP
BSA
Ca2t
cAMP
carboxy-H2DCFDA
CDh
CEUA
CO,
CTCM
DAF-2
DAF-2DA
DAF-2T
DMSO
DNA
DPI
EDTA
ERK
IGF
FITC
FSC
GM-CSF
HCI
HEPES
IDRM
IL

IMF
iNOS
InsP3
INK
K

La

Lb

LC
LCL
LM
LPG

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenosine Diphosphate

AlexaFluor 647

Aminoguanidine

Adenosine Monophosphate
Allophycocyanin

Adenosine Triphosphate

Bovine serum albumin

fon de Calcio

Cyclic Adenosine Monophosphate
5-(and-6)-carboxy-2',7"-dichlorodihydrofluorescein diacetate
Cluster of Differentiation

Comissio de Etica no Uso de Animais
Dioxido de Carbono

Complete Tissue Culture Medium

4,5- Diaminofluorescein
4,5-Diaminofluorescein diacetate
Triazolofluorescein

Dimethyl Sulfoxide

Deoxyribonucleic acid
Diphenyleneiodonium chloride
Ethylenediamine tetraacetic acid
Extracellular signal-regulated kinases
Insulin-like growth factor
Fluorescein isothiocyanate
Forward-scattered light

Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
Acido Cloridrico
4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethanesulfonic acid
Intradermorreacdo de Montenegro
Interleukin

Intencidade Média de Fluorescéncia
Inducible nitric oxide synthase
Inositol trisphosphate receptor

c-Jun N-terminal kinases

fon de Potéssio

Leishmania amazonensis

Leishmania braziliensis

Leishmaniose Cutanea

Leishmaniose Cutanea Localizada
Leishmaniose Mucosa

Lipofosfoglicano glicoconjugado



LPS Lipopolissacarideo

LT Leishmaniose Tegumentar

LV Leishmaniose Visceral

MCP-3 Monocyte-specific chemokine 3

Mg? fon de Magnésio

MgCI2 Cloreto de magnésio

MIP Macrophage inflammatory protein
MPO Myeloperoxidase

MRS 1754 8-[4-[((4-Cyanophenyl)carbamoylmethyl)oxyphenyl]-1,3-di(n-propyl)xanthine hydrate
MS Ministério da Saude

Na* fon de Sédio

NazPO4 Fosfato de Sodio

NaCl Cloreto de Sodio

NADPH Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase
NE Nao Estimulada

NECA 5'-(N-Ethylcarboxamido)adenosine
NET Neutrophil Extracellular Trap

NF-kB Nuclear factor kappa B

NH4ClI Cloreto de Amonio

NK Natural Killer

NO Nitric Oxide

NT Nao Tratado

P1 Receptor purinérgico (do tipo P1) para adenosina
P2 Receptor purinérgico (do tipo P2) para ATP, ADP e UTP
PAMP Pathogen-associated molecular pattern
PBS Phosphate buffered saline

PBS-W Phosphate buffered saline - Wash

PE Phycoerythrin

PDGF Platelet-derived growth factor

Pi Inorganic phosphate

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PKA Protein kinase A

PRR Pattern recognition receptor

RNS Reactive Nitrogen Species

ROS Reactive Oxygen Species

SFB Soro fetal bovino

SSC Side-scattered light

TGF Tumor Groeth Factor

TNF Tumor Necrosis Factor

UTP Uracil Triphosphate

Zn? fon de Zinco

Zy Zimosan A

af-metileno Adenosine 5'-(o,p-methylene)diphosphate



SUMARIO

1- INTRODUQGAO . .....uucuererererinenenerenesesesesesesesssssssesesesesesssssesssssssssssssssssssssess 18
1.1 - Aspectos gerais das Leishmanioses...................c.ccoooevviiiiniiinniiinnieee, 18
1.2 - Aspectos gerais da Leishmaniose Tegumentar: formas clinicas,
epidemiologia e ciclo biolOZICO.................cccviiiiiiiiiiice e 19
1.3 - Aspectos gerais da resposta imune na infeccdo por Leishmania........... 23
1.4 Participacao dos neutrofilos na resposta imune anti-Leishmania........... 26

1.5 Participaciao do ATP, adenosina e seus receptores na resposta imune...29

2 — JUSTIFICATIV A....iiireiinsnnnicssnsicsssssicsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 33
3 —OBJETIVOu..iiiiniisnnriccssssssssicssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 34
3.1 —ODbjetivo Geral.............oooiiiiiiieeeeeee e 34
3.2 — Objetivos ESPecifiCos ............ccooviiiiiiiiiiiieiieceece e 34
4 - MATERIAIS E METODOS......cocumrennermesnesensssmsssnssessssssssasssssssssssens 35
4.1 - ANIIMIALS ..ottt 35
4.2 - Obtencao e purificagdo de neutrofilos da medula 6ssea de camundongos
CSTBL .ttt ettt 35
4.3 — Cultura de Parasitos .........c.eevveeiieriieeiiieie ettt 37
4.4 - Preparagdo do estimulo inespecifico Zimosan...........cceeceeveeerieenveecieenneenne 37

4.5 — Cultivo de neutréfilos na presenca de promastigotas de L. amazonensis ou
L. braziliensis OU ZIMOSAN A..........cceeiiiiiiiiiieeieeiie ettt ettt 38

4.6 - Avaliacdo da viabilidade de neutréfilos estimulados in vitro com
promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou
ZIMOSAN A ..oiiiiiiiiiiiieeiieeeite et e e steeesteeestaeeeteeeetaeessaeessseeessseeeasseeesseessseesnneenns 40

4.7 - Avaliacdo da interacdao entre neutréfilos e promastigotas de Leishmania
amazonesis ou Leishmania braziliensis ou zZimosan A............cccceeeveeeieereenveennen. 40

4.8 - Avaliagdo da expressdo das ecto-nucleotidases CD39 e CD73 por
neutrdfilos cultivados in vitro com promastigotas de Leishmania amazonenses
ou Leishmania braziliensis ou ZIMOSAN A .........cccoecuereeiirieneenieeieneeie e 43

4.9 - Determinagdo da atividade enzimatica da ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDase) e 5’ nucleotidase de neutrofilos cultivados in
vitro com promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis
OU ZIMOSAM A L.ttt ettt et ettt et e bt e et e e sbt e e bt e sbeeeabeenbeeenbeeneeas 43

4.10 - Avaliagdo da expressao de espécies reativas do oxigénio por neutrofilos
cultivados in vitro com promastigotas de Leishmania amazonensis ou
Leishmania braziliensis oU ZIMOSAN A ..........ccoceeiiiiiieniiiiienie e 44
4.11 - Deteccao da producao de o6xido nitrico por neutrofilos estimulados com
promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou
ZIMOSAN A L.ttt et ettt e at e et e e s b e e et e e eat e e bt e bt e eabe e bt e enteeneas 45
4.12 — Estratégias de ANALISE.......cccueeeiiieeiiiieeiieecieeeeiee et e 46

4.12.1 - Andlise da interagdo de neutrodfilos em cultivo com promastigotas de
Leishmania amazonesis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A........................... 46



4.12.2 - Andlise da expressdo das enzimas CD39 e CD73 por neutrofilos em cultivo
com promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou
ZITMOSANL A ..ottt ettt ettt ettt e et enneas 47
4.12.3 - Andlise da produgdo de espécies reativas de oxigénio por neutrofilos em
cultivo com promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis

OU ZITMOSAN A ..ottt ettt ettt et e eaeeseee e eenes 49
4.12.4 — Andlise da sintese de oxido nitrico por neutrofilos em cultivo com
promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis ou zimosan A .......................... 50

4.13 - Anélise estatistica dos dados .........cooueeiiiiiiiiiiiiie e 51

5. RESULTADOS.....cuutiiiiiiinnniinsnnicssnssicsssssicsssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssss 52

5.1 - Avalia¢ao da viabilidade de neutrofilos na presenga de promastigotas de
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis ou zimosan A ..........c.c......... 52

5.2 - Avaliagdo da interagdo entre neutrofilos na presenga de promastigotas de
Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis ou zimosan A ..................... 54
5.3 - Avaliagdo da expressdo das ecto-nucleotidases (CD39 e CD73) em
neutrofilos na presenga de promastigotas de Leishmania amazonensis,
Leishmania braziliensis 0U ZIMOSAN A ............cceevieeiiienieeiiienieeieeeie e siee e 55

54 — Avalicdo da atividade das enzimas ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDase) (CD39); e 5° nucleotidase (CD73) de neutréfilos
na presenca de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A 57
5.5 - Avaliagdo dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em
neutréfilos na presenca de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis ou

ZIMOSAN A ..ottt ettt ettt et e et e e et eestaeeateebtesabeeseeenbeeseesnbeeseesnseeseeenne 58
5.6 - Avaliagdo dos niveis de Oxido Nitrico (NO) em neutrofilos na presenca de
promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A......................... 61
6 — DISCUSSAOQ.....comininrincncisisssississssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 65
7 — CONCLUSAQ . ....ccimiurincnsensenssssinscsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 73
8 — REFERENCIAS.....ccourinrenncnmnsinncsssssssenssessssssssesssssssssssssssssssssessssssssssss 74

9 — ANEXOS..cuutiirrinsnennnennnncssnessssnessssesssnssssessssnssssssssssssssssssssssssasssssssssasssses 89



18

1- INTRODUCAO

1.1 - Aspectos gerais das Leishmanioses

As leishmanioses estdo entre as dez endemias mundiais de prioridade absoluta da
Organizag¢ao Mundial da Saude (OMS) devido ao carater endémico em 98 paises de diversas
regides do mundo, concentradas em areas tropicais e subtropicais da América, Africa, Asia e
Europa (David & Craft, 2009; Ameen, 2010; WHO, 2014). O niimero de pessoas infectadas
esta estimado em aproximadamente 12 milhdes, além disso, cerca de 367 milhdes se
encontram em risco de adquirir a doenga (WHO, 2014).

As leishmanioses referem-se a um espectro de doengas infecciosas, ndo contagiosas,
causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género
Leishmania e subgéneros Viannia e Leishmania. Os parasitos sao transmitidos pela picada de
insetos fémea pertencentes a Ordem Diptera, Familia Psychodidae,
Subfamilia Phlebotominae, e género Lutzomyia no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho
Mundo. O género Leishmania compreende parasitos intracelulares obrigatérios que se
reproduzem por divisdo binaria, dentro de células fagociticas mononucleares de mamiferos
suscetiveis (Laison et al., 1987). A diversidade de espécies de Leishmania, associada a
capacidade da resposta imune de cada individuo a infeccdo, estd relacionada com a
manifestagdo de varias formas clinicas das leishmanioses. Em fun¢do do carater espectral das
manifestagdes clinicas, diferentes classificagdes para a doenca ja foram propostas (Pearson &
Sousa 1996, Grevelink & Lerner 1996). Entretanto a WHO (2014) divide e caracteriza as
leishmanioses em dois grupos: Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral
(LV). Assim como outras doengas parasitarias endémicas, as leishmanioses tém sido
relacionadas a areas de pobreza e escassos recursos humanos e econdmicos para seu controle
e profilaxia (MS, 2007). Os antimoniais pentavalentes (Sb*°) sdo as drogas de primeira
escolha no tratamento das leishmanioses (MS, 2007). Seu mecanismo de agdo ainda nao ¢
totalmente conhecido. Acredita-se que interferem no metabolismo bioenergético das formas
amastigotas de Leishmania, inibindo a glicdlise e a oxidacdo dos acidos graxos, reduzindo a
producao de ATP e GTP (Berman, 1988; MS, 2007). No Brasil o medicamento de escolha
para o tratamento das leishmanioses ¢ o Glucantime®, que na forma cutanea, tem eficacia

variavel dependendo da regido estudada e do esquema de tratamento empregado (MS, 2007).



Destaca-se que a cura das leishmanioses ¢ apenas clinica, uma vez que os parasitos

permanecem, em baixa concentra¢do, no corpo do individuo por toda a vida (MS, 2007).

1.2 - Aspectos gerais da Leishmaniose Tegumentar: formas clinicas, epidemiologia e
ciclo biologico

Considerando as particularidades relacionadas a resposta do hospedeiro da infeccao
por Leishmania, da localizagdo das lesdes bem como da evolucao clinica, Awasthi et al.
(2004) propuseram uma classificacao clinica para a LT. Sendo assim, a LT foi subdividida em
quatro formas clinicas: (1) leishmaniose cutinea, causada principalmente por L. braziliensis e
L. guyanensis no Novo Mundo, e L. tropica, L. major (forma zoonotica) e Leishmania
aethiopica no Velho Mundo, e caracterizada por ulcera no local do repasto sanguineo e, na
maioria dos casos, com resolugdo espontanea; (2) leishmaniose cutanea disseminada, causada
principalmente por L. braziliensis, e caracterizada por varias lesdes ndo contiguas formadas
pela disseminacdo do parasito por vias hematogénica ou linfatica; (3) leishmaniose
mucocutanea, causada normalmente por L. braziliensis, e caracterizada por resposta imune
exacerbada e ineficaz, com acometimento das mucosas, principalmente da regido nasofaringe,
onde sdo encontradas lesdes destrutivas que podem levar a desfiguracdo; e (4) leishmaniose
difusa, forma clinica rara, porém grave, associada a lesdo difusa ndo ulcerada, rica em
parasito, e também a um processo anérgico, onde a resposta de linfocitos T € ausente ou muito
prejudicada, tendo como principal agente etioldogico L. amazonensis e Leishmania pifanoi
(Herwaldt 1992; McMahon-Pratt & Alexander, 2004; Gonzalez et al., 2009).

Segundo a OMS, a incidéncia anual estimada para LT ¢ de 700.000 a 1,2 milhdes de
casos (WHO, 2014). No Brasil, verificou-se no periodo de 1985 a 2012, uma média anual de
25.426 casos autdctones de LT, sendo 9.141 no ano 2012 (MS, 2014). No estado de Minas
Gerais, desde a década de 1950, época em que a doenga foi descrita, os surtos registrados de
LT tem sido relacionados, quase exclusivamente, as atividades de desmatamento (Gontijo et
al., 2002). Entretanto, a partir da década de 1990, a epidemiologia da doenga tem sofrido
alteragodes, sendo descritos casos em areas periurbanas de cidades de médio e grande porte
(Passos et al., 1993; Kawa et al., 2010; Shimabukuro et al., 2010; Bacha et al., 2011;
Quaresma, 2014), além das areas de colonizag¢do antiga. Minas Gerais apresenta atualmente

um dos maiores nameros de casos de LT dentre os estados brasileiros, onde foram notificados



nos anos de 2008 a 2012 — 1.160, 1.047, 1.926, 1.746, 1.041 casos da doenga,
respectivamente (SES-MG, 2013).

A LC ¢ amplamente distribuida, e cerca de um ter¢o dos casos ocorrem em cada uma
das trés regides epidemiologicas: nas Américas, bacia do Mediterraneo e Asia Ocidental do
Oriente Médio a Asia Central. Os dez paises com o maior nimero de casos confirmados sio o
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Ird, Peru, Suddo e Siria, e,
juntos, representam de 70 a 75% da incidéncia de LC em todo o mundo (WHO, 2014).

A LC pode ser causada por qualquer espécie de Leishmania, ¢ seu periodo de
incubacgdo varia de 15 dias a 8 semanas. Inicialmente, forma-se um nédulo cutdneo tnico ou
multiplo no local da inoculacdo, que evolui para a ulcera, geralmente pouco dolorosa. O
tamanho da lesdo também ¢ variavel, podendo alcangar apenas alguns milimetros ou até
mesmo mais de 10 centimetros. Além das lesdes cutaneas cldssicas podem ocorrer casos
assintomaticos que sdo confirmados durante inquéritos epidemioldgicos com individuos que
possuem intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva, mas que ndo apresentam
cicatrizes nem historia de lesdes. Existem ainda, relatos de formas subclinicas que evoluem
para cura espontanea dentro de 6 a 15 meses, aproximadamente (David & Craft, 2009).

No Brasil, foram identificadas sete espécies de Leishmania amplamente distribuidas
como agentes etioldgicos da LC: L. (Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lainsoni,
L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L. (V.) lindenbergi ¢ L. (Leishmania) amazonensis (Grimaldi et
al., 1989; Silveira et al., 2002). A espécie L. braziliensis ¢ a mais prevalente na regido
nordeste do Brasil e amplamente distribuida pelo territorio nacional, e principal causadora das
formas cutidnea, mucosa e disseminada, enquanto a L. amazonensis causa principalmente, a
forma cutanea, ¢ em alguns casos a difusa, e também ¢ amplamente distribuida pelo Brasil
(Carvalho et al. 2005, De Oliveira & Barral-Netto, 2005). A Figura 1 representa a distribui¢ao
das principais espécies causadoras da LT no Brasil (MS, 2007). A Figura 2 est4 representado
a distribui¢do das espécies L. amazonensis e L. brasiliensis, bem como seus respectivos

vetores, na América do Sul e Central (Sharma & Singh, 2008).
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Figura 1. Distribuicdo geogriafica das principais espécies causadores da Leishmaniose Tegumentar

Americana no Brasil (MS, 2007).



Colombia:
L. amazonensis > Lutzomyia flaviscutellata
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Figura 2. Distribuicio geografica de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis na América do Sul
e Central com seus respectivos vetores (Sharma & Singh, 2008).

Com relagdo aos aspectos bioldgicos, Leishmania spp. € um parasito digenético
(heteroxeno), que circula entre os hospedeiros vertebrados e seus vetores, sob as formas
amastigotas (ovais e sem flagelo aparente) dentro das células do sistema mononuclear
fagocitario dos mamiferos, e sob duas formas flageladas no tubo digestivo dos flebotomineos
(promastigotas prociclicas e metaciclicas) (Bastien et al., 1992; Pinto-da-Silva et al., 2002). A
forma infectante de L. braziliensis, assim como nas outras espécies de Leishmania, ¢ a
promastigota metaciclica, transmitida ao hospedeiro vertebrado através do repasto sanguineo
do inseto vetor (Sack, 1989; Muskus & Marin Villa, 2002). Desta forma, quando o fleb6tomo
ingere o sangue com as amastigotas que alcangam o intestino médio do vetor, apresentam um
primeiro ciclo replicativo, e se transformam em formas promastigotas prociclicas flageladas.
Além disso, através de processos sucessivos de divisdo bindria, se multiplicam ainda no
sangue ingerido, que ¢ envolto por uma membrana peritrofica, secretada pelas células do trato
digestorio do inseto (Sack, 1989; Muskus & Marin Villa, 2002). Durante o processo de
digestdo do sangue, algumas formas promastigotas podem atravessar a membrana peritrofica,
favorecendo a colonizag¢do do parasito na regido do piloro e ilio. Neste locais, permanecem

aderidos pelo flagelo ao epitélio intestinal, por meio de hemidesmossomos, com o auxilio do



lipofosfoglicano (LPG) . Nesta fase, os parasitos sofrem sucessivas divisdes celulares até
atingir a fase metaciclica (término do ciclo replicativo), quando ocorrem mudangas estruturais
nas moléculas de LPG ancoradas na membrana extracelular do parasito. Posteriormente,
mudam o tamanho ou adicionam ramifica¢cdes ao LPG, diminuindo a sua afinidade pelo
intestino do vetor e, dessa forma, deixam o intestino e migram em direcdo a probdscida do
inseto, onde permanecem até o proximo repasto sanguineo (Sack, 1989; Muskus & Marin
Villa, 2002). A partir da deposicdo das formas promastigotas metaciclicas na pele do
hospedeiro vertebrado (homem - hospedeiro acidental), inicia-se uma complexa interagao
entre o parasito e a resposta imune do hospedeiro, que ¢ crucial no estabelecimento e controle

da infecgao (MS, 2006).

1.3 - Aspectos gerais da resposta imune na infeccio por Leishmania

Como descrito por Awasthi et al. (2004), o curso das infec¢des causadas por
Leishmania sao tao dependentes da espécie envolvida, bem como dos aspectos imunologicos
do hospedeiro, fator esse, que, torna as leishmanioses um interessante modelo para
demonstrar a intima e complexa relacdo parasito-hospedeiro. Estudos que visaram avaliar
esses fatores, resultantes em resisténcia ou susceptibilidade a Leishmania, em sua maioria
utilizaram L. major em camundongos geneticamente resistentes (CH3, C57BL/6 ou CBA) ou
susceptiveis (BALB/c) (Kopf et al., 1996; Menon e Bretscher, 1998; Anderson et al., 2005;
Okwor et al., 2014), bem como a espécie L. amazonensis (Afonso & Scott, 1993, Soong et al.,
1997; Jones et al., 2000; Jones et al., 2002). A utilizagao de diferentes modelos experimentais
possibilita mimetizar varios aspectos da infeccdo humana, de modo que permitiria elucidar
detalhes da resposta imune do hospedeiro durante o curso da infec¢ao (Chorilli et al., 2007).

Atualmente, sabe-se que a caracterizagdo de um perfil de susceptibilidade ou
resisténcia a infeccao por Leishmania, tem como base as informagdes obtidas nos trabalhos
que utilizaram modelo murino infectado por L. major ou L. amazonensis (Afonso & Scott,
1993, Soong et al., 1997; Jones et al., 2000; Jones et al., 2002). Esses trabalhos iniciais
descreveram que ao se utilizar o mesmo hospedeiro e diferentes cepas ou espécies dos
parasitos, muito embora a resposta protetora fosse sempre dependente da producdo de
interferon-gama (IFN-y), a susceptibilidade a infeccdo nem sempre dependia da producao da
interleucina (IL)-4. Follador et al. (2002) avaliaram a resposta imune celular associada com

resisténcia natural a leishmaniose em individuos assintomdticos, que apresentavam



intradermorreagdo de Montenegro (IDRM) positiva, mas sem historia prévia da doenca e sem
lesdo aparente e observaram que pacientes considerados resistentes apresentavam niveis de
IFN-y e TNF-a mais baixos e niveis de IL-5 mais elevados no sobrenadante de cultura de
linfécitos, quando comparados a pacientes com lesdo ativa. Os autores sugerem que este perfil
misto de citocinas poderia modular a resposta imunoldgica, diminuindo a reacao inflamatodria
e consequentemente o surgimento da lesdo. Posteriormente, Baratta-Masini et al., (2007)
demonstraram que individuos considerados resistentes apresentavam um perfil de citocinas do
tipo 0 (IL-4, IL-5, IL-13 e IFN-y), com niveis de produgao basal. Contudo, estes individuos
também apresentavam em analises de células mononucleares do sangue periférico estimuladas
com antigeno de Leishmania menor frequéncia de células T IL-4", elevada razdo entre células
IFN-y"/IL10" e altos niveis plasmaticos de nitrito e nitrato, sugerindo que a maior proporgdo
de citocinas do tipo 1 em relagdo as do tipo 2 contribui para prevenir o crescimento dos
parasitos e o desenvolvimento de lesdes. Freitas-Teixeira et al. (2012) mostraram em
individuos MT" (positivos para IDRM) maior capacidade leishmanicida in vitro, evidenciada
pelo aumento de neutrofilos HLA-DR*, mondcitos CD23" e maior razdo linfocitos T
CDS8'HLA-DR'/CD4"HLA-DR".

Estudos em modelo murino demonstram que a resisténcia ou susceptibilidade a
infeccdo por Leishmania ¢ dependente do tipo de linhagem de camundongo (relacionado ao
background genético do hospedeiro), bem como de aspectos relacionados ao parasito (espécie
e cepa). Neste sentido, De Oliveira ef al. (2004) observaram que BALB/c infectados com duas
cepas de L. braziliensis (H3227 e BA788) sdo capazes de responder de formas distintas. Neste
estudo foi demonstrado que a linhagem de camundongo H3227 induziu uma resposta imune
do Tipo 1, enquanto a linhagem BA788 permitiu o estabelecimento de uma resposta do Tipo
2. Além dessas questdes imunologicas, Silva-Junior et al. (2014) demonstraram que aspectos
relacionados ao parasito sdo determinantes para o estabelecimento da infecg¢do. Assim, estes
autores demonstraram que a infeccdo em macréfagos humanos € maior para as cepas de L.
amazonensis (PH8 e MAB6) em relacdo as de L. braziliensis (M2903, IMG3 e PPS6m). De
forma interessante, alteragdes podem ser observadas em diferentes cepas da mesma espécie,
sendo descrito maior infec¢do para a cepa MAB6 em relagdo a cepa PHS (Silva-Junior ef al.,
2014).

Kobayashi & DeLeo (2009) e Charmoy et al. (2010) observaram que os eventos
iniciais da infec¢do por Leishmania (primeiras horas até 3 dias) sdo de extrema importancia

no desenvolvimento de uma resposta imune protetora ou favoravel a infec¢do. Nesse sentido,



o estudo das células da imunidade inata como neutréfilos, macrofagos e células dendriticas
sdo de grande relevancia para o entendimento da formacdo do ambiente inflamatério, bem
como, para o recrutamento de células da resposta imune adaptativa que direcionam
efetivamente o curso da infec¢do. Os macréfagos sao considerados as principais células da
imunidade inata, com um papel intrigante na leishmaniose, pois servem ao mesmo tempo
como c¢lulas hospedeiras para os parasitos, permitindo a sobrevivéncia e multiplicagdo de
amastigotas de Leishmania, ¢ como células reguladoras da resposta imune, equipadas para
destruirem esses parasitos. Outros tipos celulares, como os neutrofilos e células dendriticas,
também sdo infectadas e desempenham papel importante na infec¢do (Awasthi et al., 2004;
Peters et al., 2008; Ribeiro-Gomes et al., 2012).

Diferentes trabalhos mostraram que neutréfilos podem prejudicar a eliminagdo do
parasito, uma vez que, macroéfagos nao ativam os mecanismos leishmanicidas apds a
fagocitose de neutrdfilos infectados e apoptoticos, favorecendo assim a sobrevivéncia do
parasito no hospedeiro (Laskay et al., 2003; Afonso et al., 2008; John & Hunter, 2008; Peters
et al., 2008; Novais ef al., 2009).

Apesar da maioria dos microorganismos fagocitados serem mortos facilmente dentro
dos neutroéfilos, varios patogenos intracelulares obrigatdrios ou facultativos sobrevivem neste
ambiente hostil. O processo de retardo da apoptose dos neutrofilos ¢ geralmente um
mecanismo de escape dos patdogenos residentes nestas células. No entanto, depois de 2-4 dias
os neutréfilos entram em apoptose e sao fagocitados pelos macréfagos. Pelo fato dos
microorganismos entrarem nos macrofagos via fagocitose de neutréfilos apoptdticos, estes
podem sobreviver e multiplicar nos macréfagos e, dessa forma, neutréfilos apoptoticos podem
servir como ‘“cavalo de tréia” para determinados patdgenos (Laskay et al., 2008; John &
Hunter, 2008; Peters et al., 2008). Ribeiro-Gomes et al. (2004) mostraram que a interacao, in
vitro, entre macrofagos infectados e neutrofilos apoptoticos alteram o perfil da infecgdo por L.
major, uma vez que ocorreu aumento da carga parasitaria em animais BALB/c. Entretanto,
em animais C57BL/6 foi observado aumento na producdo de Fator de Necrose Tumoral- o
(TNF-a)) e morte do parasito. Além disso, neste estudo ficou documentado que a deplecao de
neutréfilos, in vivo, causa aumento da carga parasitaria em camundongos C57BL/6. De forma
intrigante, outro estudo de Ribeiro-Gomes et al. (2012) mostrou que células dendriticas
reduzem a expressdo de marcadores de ativagdo e capacidade de apresentagdo do antigeno
apos a fagocitose de neutrofilos apoptotico infectados por L. major. Diferentes estudos, in

vitro e in vivo, tém buscado compreender o papel de neutrédfilos na infeccdo por Leishmania



(Tacchini-Cottier et al., 2000; Aga et al., 2002; Ribeiro-Gomes et al., 2004, 2007; Peters et
al., 2008, Peters & Sacks, 2009; Charmoy et al., 2010; Filardy et al., 2010), entretanto,
devido a grande diversidade de espécies de hospedeiro (humano, cdo, camundongos de
diferentes linhagens), ou pelo tecido (sangue, peritonio, pele, medula dssea) ou tempo de
recrutamento (horas, dias, semanas) o impacto da resposta de neutrofilos em promover

resisténcia ou susceptibilidade a infec¢do por Leishmania permanece em debate.

1.4 Participacido dos neutroéfilos na resposta imune anti-Leishmania

Tendo em vista a importancia das células da resposta imune inata perante as diferentes
infeccdes causadas por parasitos do género Leishmania, varios autores demonstraram que a
participacdo dos neutrofilos € crucial. Os neutréfilos sdo descritos como células efetoras de
curta duragdo, constituintes do sistema imune inato e do sistema fagocitico (Ley et al., 2007,
Phillipson et al., 2011) sendo recrutados com poucas horas de infec¢do, diminuindo sua
migragdo apos trés dias de infeccdo (Charmoy et al., 2010). Apesar de possuirem vida curta,
entrando em apoptose 3-4 apos fagocitose do patogeno, a apoptose poderia ser retardada
dependendo do patdégeno envolvido. Como observado por Zhong et al. (2006) Massari &
Wetzler (2000) em que foi observado que Chlamydia trachomatis e Neisseria meningitidis,
respectivamente, impedem a liberacdo do citocromo pelas mitocondrias, retardando o a
apoptose da célula infectada. Sao as primeiras c€lulas a serem recrutadas para o sitio de
inflamacao e possuem uma ampla variedade de mecanismos pelos quais eliminam o patdgeno.
Primeiramente, apds a fagocitose, os neutrdfilos sdo capazes de eliminar o patdégeno, que se
encontra envolto pelo fagolisossomo, através da sintese de Espécies Reativa de Oxigénio
(ROS) e Espécies Reativas de Nitrogénio (RNS), com destaque para o Oxido Nitrico (NO).
Ambos possuem atividade microbicida, interagindo com a membrana fosfolipidica dos
parasitos, rompendo-as (Nathan & Shiloh, 2000; Awasthi et al., 2004). Porém, a producao, de
ROS e NO, em elevados niveis pode causar danos em macromoléculas como lipidios,
proteinas, acidos nucléicos e carboidratos, podendo afetar também, a func¢ao celular, causando
danos teciduais (Vouldoukis, 1995). Deane (1938) demonstrou, em esfregago de medula dssea
de pacientes infectados, que neutrdfilos sdo capazes de fagocitar amastigotas de L. donovani.
De maneira interessante, diferentes estudos usando parasitos marcados com fluorocromo
mostraram que a cé¢lula predominantemente infectada apos poucas horas de infec¢ao por L.

major ou L. donovani, na derme da orelha de camundongos (C57BL/6 e BALB/c) foram os



neutrofilos (Peters et al., 2008; Thalhofer et al., 2011; Ribeiro-Gomes et al., 2012). Dessa
forma, j& foi demonstrado que a capacidade fagocitica estd diretamente relacionada a
producdo de metabdlitos da explosdo respiratéria, como as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e o6xido nitrico (NO) que sdo importantes mediadores leishmanicidas (Horta et al.,
2012; Charmoy et al., 2007). Nathan & Shiloh (2000) mostraram que neutrofilos e
macrofagos podem produzir NO em resposta ao IFN-y, juntamente com o segundo sinal
gerado pelos receptores de reconhecimento de patdégenos ou com TNF-a. Além disso,
Charmoy et al. (2007) mostraram que a producdo de NO por neutrofilos de camundongos
(C57BL/6) infectados por L. major estava relacionado ao perfil de protecdo a infecgdo.
Diferentes estudos, in vitro, mostraram que neutrofilos humanos infectados com diferentes
formas de L. donovani induziram a morte do parasito através dos metabolitos do oxigénio
gerados pela explosdo respiratoria, apos processo de fagocitose (Chang, 1981; Pearson &
Steigbigel, 1981). Neste sentido, diferentes estudos com Leishmania sp. mostraram que
neutr6filos humanos e murinos induziram a morte do parasito através da producdo de NO
(Nussler & Billiar, 1993; Fonseca et al., 2003) e ROS (Segal, 2005; Falcao et al., 2015 ). Por
outro lado, Carlsen et al. (2013), demostraram que L. amazonensis ¢ capaz de ativar os
neutrofilos que eliminam formas promastigotas, mas ¢ incapaz de eliminar as formas
amastigotas desse parasito, sugerindo a importancia desta populacdo celular nos eventos
iniciais da infec¢ao por L. amazonensis.

Outra caracteristica marcante dos neutrofilos ¢ a presenca de granulos, formados
durante sua maturagdo e que possuem diferentes proteinas pro-inflamatdrias, como
mieloperoxidade (MPO), lactoferrina, gelatinase, catepsina, lisozima e defensinas. Esses
granulos podem ser desgranulados nos fagolisossomos ou no meio extracelular, agindo tanto
em patogenos intracelulares quanto extracelulares (Borregaard & Cowland, 1997; Faurschou
& Borregaard, 2003; Hager et al., 2010). Além disso, ja foi demonstrado que neutrdfilos
ativados sdo capazes de eliminar patogenos extracelulares pela liberacdo de Redes
Extracelulares de Neutrofilos (NET), que sdo constituidas parcialmente por DNA com
histonas, além de proteinas (como lactoferrina, catepsina, MPO e elastase) impedindo que o
parasito se espalhe pelo organismo. Além de facilitar a fagocitose, alguns autores sugerem
que as NETs causam morte direta do parasito (Brinkmann et al., 2004; Papayannopoulos &
Zychlinsky, 2009; Phillipson et al., 2011). Apds liberacao dos granulos, os neutréfilos iniciam
um segundo burst transcricional, resultando na producao de varias citocinas (TNF-a, TGF-p,
IL-1, IL-8 e IL-10 e IL-12) e quimiocinas (CCL3, CCLS5, CCL7, CXCL2 e CXCL3)
(Borregaard et al., 2007).



A inflama¢do ¢ um mecanismo complexo de defesa caracterizado pela migragdo e
ativacao de leucdcitos para o tecido no qual o agente infeccioso estd presente. A migracao de
neutréfilos para o local ¢ um bom marcador da inflamagao aguda (Ryan & Majno, 1977).
Alguns trabalhos abordam os mecanismos envolvidos no processo de migracdo dos
neutrofilos para o local ao qual sd3o necessarios, sendo de conhecimento que a migragao
dessas células ¢ relacionada a cinética de expressdo de moléculas de adesdo endotelial.
Neutrofilos expressam grande variedade de integrinas e selectinas em sua superficie, das quais
cabe destacar o papel das integrinas CD11b e CD49d da subfamilia f que apresentam papel
importante na adesdo ao endotélio na migragdo para o sitio inflamatério (Coxon et al., 1996),
bem como, na infec¢do por L. major, como mostrado em diferentes trabalhos (Rosenthal et
al., 1996; Sullivan et al., 2004; Charmoy et al., 2007). A selectina CD62L ¢ expressa em
leucoécitos, sendo a principal molécula de adesao em neutrofilos, de modo que ¢ comumente
utilizada como marcador de ativacdo, uma vez que neutrofilos ativados deixam de expressar
essa molécula (Smalley & Ley, 2005; Mastej & Adamiec, 2008).

A resposta inicial do hospedeiro ao patdégeno ¢ rapidamente gerada pela resposta
imune inata que pode levar a eliminacdo do microorganismo. Essa resposta depende de um
sofisticado arranjo de receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) que reconhecem
padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPs), como lipoproteinas, lipopeptideos,
peptidioglicanos, lipopolissacarideos, dentre outros (Meneghin & Hogaboam, 2007). A
expressao destes PPRs ocorre em células do sistema imune como macréfagos, eosinofilos,
neutrofilos, células dendriticas, células natural killer (NK), além de fibroblastos, células
epiteliais e adipocitos (Takeda & Akira, 2004).

Devido a capacidade altamente inflamatoria dos neutrofilos, que eventualmente
podem induzir lesdo tecidual, diferentes mecanismos auxiliam na regulacao da atividade
destas células. Um desses mecanismos, a formag¢ao de lipoxina a partir do acido araquiddnico,
reduz o recrutamento de novos neutrofilos para o local de inflamagdo (Levy et al., 2001). A
atividade dessas células também ¢é controlada pelos macréfagos, que ao fagocitarem
neutréfilos apoptoticos, aumentam a sintese TGF-f e reduzem a de TNF-a e MIP> (Huynh et
al., 2002). Em adi¢ao a esses mecanismos, a a¢do da adenosina ¢ um importante modulador

da atividade dos neutréfilos, uma vez que seus efeitos € dose dependente (Linden, 2001).



1.5 Participacdo do ATP, adenosina e seus receptores na resposta imune

O ATP (adenosina 5’-trifosfato) ¢ uma molécula amplamente estudada, e descrita
como fonte de energia quimica para a maioria das atividades celulares, ou atuando como
substrato na transducdo de uma via de sinalizagdo. Apesar do vasto conhecimento adquirido
sobre suas fungdes, pouco se sabe sobre sua participacdo como molécula de sinalizagdo no
espacgo extracelular. A presenga do ATP nesses espagos pode ocorrer pela sua liberagdao por
células intactas (Burnstock et al., 2010), células necroticas ou apoptoticas, e caso presente no
espaca extracelular, ¢ considerado como um “sinal de perigo” (Elliott et al., 2009). Uma vez
liberado, o ATP pode desencadear uma resposta inflamatdria, caracterizada pela secrecao de
diferentes citocinas, tais como IFN-y, IL-12 e TNF-a, além de induzir migragdo de mondcitos
(Bours et al., 2006; Elliott et al., 2009). Durante o processo inflamatério, hd um acumulo
local de neutréfilos e um eventual dano tecidual, como consequéncia, uma concentracao
significativa de ATP pode ser observada no ambiente extracelular desses tecidos (Linden,
2001).

Os efeitos decorrentes da liberacdo do ATP sdo dependentes da dose, do tempo de
exposicdo, tipo de célula envolvida e acdo das ectonucleosideo trifosfato defosforilase 1
(CD39) e ecto-5’-nucleotidase (CD73), que agem sobre o ATP e seus metabolitos. O CD39,
expresso por grande parte dos leucocitos, converte o ATP em AMP, gerando o intermediario
ADP, e requer Ca** ou Mg?* como cofatores. Na sequéncia da metabolizagdo do ATP e seus
metabolitos, a enzima CD73 ¢ a responsavel pela desfosforilagdo do AMP em adenosina, e
possui o Zn*" como cofator (Marcus et al., 2003). Tendo em vista a participagdo no meio
extracelular do ATP e seus metabdlitos, 19 receptores aos quais essas moléculas se ligam
foram descritos nos ultimos anos (Burnstock ef al., 2012). Os receptores purinérgicos, assim
chamados, sao divididos em dois grupos, receptores P1, que sdo seletivos para adenosina, e 0s
receptores P2 que sdo seletivos para ATP, ADP e UTP (Burnstock et al., 2012).

Os receptores P1 sao divididos em quatro subtipos, A1, Aza, Az € A3z, e sdo associados
a uma proteina G. A atividade desses receptores se dd principalmente pela ativacdo ou
inibi¢do da adenilato ciclase, o que ocasiona em aumento ou reducdo na concentragdo de
cAMP. Nos estudos de van Calker et al. (1979) e Bruns et al. (1986) foi constatado que os
receptores A1 € A3 sdo responsaveis por reduzir a concentracao de cAMP, e os Axa, Azs pelo
seu aumento, além de ser constatado que receptores Aza, A2 possuem menor afinidade pela

adenosina, em relagdo aos Ai e A3 (Abbracchio & Ceruti, 2007). Essa diferenga de afinidade



pela adenosina torna o seu efeito dose dependente, sendo a afinidade dos receptores A e A3
maior que a dos receptores Azxa € Az, uma menor concentragdo extracelular de adenosina ¢
necessario par ativa-los, logo para a ativagao dos receptores Axa € Az € necessario maiores
concentragdes (Marcus et al., 2003). O cAMP, que ¢ um segundo mensageiro, interage com
diferentes moléculas efetoras, como proteina cinase A (PKA), proteina de troca diretamente
ativada por cAMP (Epac) e a fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) (especialmente para o receptor
Aog). Essas proteinas, por sua vez, fosforilam diferentes fatores de transcricdo e outras
cinases, como a cinase regulada por sinal extracelular (ERK) levando, entre inimeros outros
efeitos, a inibicdo da geracdo de mediadores inflamatorios, da expressdo de CD40 e da
fagocitose (Schulte & Fredholm, 2003; Serezani et al., 2008).

Os receptores do grupo P2 sdo divididos em duas familias, a P2X que sdo associados a
canais idnicos e ativados pelo ATP, permitindo o influxo de cations (Na*, K* e Ca?"), segundo
Burnstock et al. (2012) foram descritos 7 receptores, nomeados de P2Xj.7, sendo divididos em
trés grupos de acordo com a afinidade por ATP. Grupo 1, que inclui P2X1 e P2X3, possuem
alta afinidade por ATP e sdo rapidamente ativados e desativados, ja o grupo 2 inclui os
receptores P2X>, P2X4, P2Xs5 e P2Xs, com menor afinidade pelo ATP e desativado mais
lentamente. O grupo 3 incluindo o P2X57, com baixa afinidade pelo ATP (Burnstock et al.,
2012). A segunda familia de receptores P2, nomeada P2Y, ¢ constituida por 8 receptores
distintos, P2Y1,46,11-14, € diferentemente dos P2X sdo associados a uma proteina G, podendo
ser ativada por ATP, ADP e AMP, o principal sinal envolve a fosfolipase C, que leva a
formag¢ado do inosito 1,4,5-trifosfato (InsP3) e a mobilizacdo intracelular de calcio (Burnstock
et al., 2012). A Figura 3 representa de forma esquematica a participacdo dos receptores
purinérgicos e das enzimas CD39 e CD73 no metabolismo e ligacao aos receptores.

Alguns compostos quimicos sdo utilizados com a finalidade de se avaliar a
participagdo desses receptores, como o 8-[4-[[(4-Ciano)fenilcarbamoilmetil]oxi]fenil]-1,3-di-
(n-propil)xantina (MRS 1754) e que tem como principal efeito induzir uma resposta pro-
inflamatoria, uma vez que ¢ um potente antagonista dos receptores Azs, € o 5’(N-
Etilcarboxamido) adenosina (NECA) andlogo a adenosina e antagonista dos receptores A e
As e que tem como seu efeito dependente de sua concentragao, semelhante ao observado para
a adenosina, concentracdes baixas induzem uma resposta pro-inflamatdrio pela ativagdo dos
receptores A1 e concentracdes elevadas uma resposta anti-inflamatoria pela ativacdo dos
receptores Az. Nesse sentido, Darashchonak et al. (2014) demonstraram que a adigdo do MRS
1754 foi capaz de reduzir os niveis intracelulares de cAMP em células endoteliais, contrério a

esse resultado a adicdo do NECA promoveu aumento de cAMP. van der Hoeven et al. (2008)



demonstraram que a producdo do Superoxido, um ROS, em neutréfilos de C57BL/6 tratados
com NECA apresentam perfil de producdo dependente do estimulo utilizado.Um outro
composto empregado ¢ a Suramina, antagonista dos receptores P2X e P2Y, que tem como
uma de suas fungdes desestabiliza-los, de modo que nao seja possivel a ligagdo ATP, ADP ou
AMP, a esses receptores, de forma a reduzir os efeitos pré-inflamatoérios dos mesmos. Pesanti
(1978) e Sipka et al. (1991) observaram que a adi¢ao de Suramina em culturas de monocitos
foram capazes de induzir a fagocitose de Listeria monocytogenes € Saccharomyces cerevisiae
respectivamente.

Mizumoto et al. (2002) mostraram que camundongos CD39 knockout apresentavam
infiltrado leucocitario exacerbado ap6s aplicagdo topica de quimicos que irritam a pele, sendo
essa observagao devido a redugdo da hidrolise de ATP no local da lesdo. Corriden et al.
(2008) mostraram que CD39 ¢ expresso em neutréfilos, sendo uma importante enzima de
hidrélise de ATP, além de possuir importancia na migragdo dessas células em resposta a
diferentes estimulos. Eltzschig ef al. (2006) mostram que neutrofilos do sangue periférico de
humanos expressam altos niveis de CD39, no entanto, neste trabalho, ndo foi detectado a
expressao de CD73 por estas células. Considerando os estudos que abordam o papel de CD39
e CD73 em linfocitos, Deaglio et al. (2007) demonstraram que células T reguladoras fazem
uso de adenosina, produzida pela ativagdo de CD39 e CD73 em sua superficie, para controlar
a ativagao de linfécitos T efetores. Yegutkin er al. (2011), analisando a participagcdo da
enzima CD73 no desenvolvimento de tumores, observaram que a aplicacao de Adenosine 5'-
(o, f-methylene)diphosphate (op-metileno), andlogo ao AMP porém que bloqueia a atividade
da CD73, em camundongos portadores de melanoma, é capaz de retardar o crescimento de
tumor, uma vez que esse bloqueio aumentou a degradagao extracelular do ATP pela CD39.

A ativagdo dos receptores Aza ¢ Azp pela adenosina, na superficie de neutréfilos, faz
com que essas células percam sua capacidade de adesdo as células endoteliais. Estudos de
Cronstein et al. (1992) e Ohta & Sitkovsky (2001) demonstraram a relagcdo dos receptores de
adenosina com a interag¢do célula endotelial/neutréfilo, no qual, essa interagao ¢ suprimida na
presenca de agonistas do receptor Aza, € que houve uma resposta inflamatoria exacerbada em
animais Aa”" e em animais tratados com antagonista desse receptor. Além disso, foi
observado que a ativagdo do receptor A favorece a interacao neutréfilo/endotélio. Chen et al.
(2006) mostraram que neutr6filos humanos exploram a rapida e transitoria liberagdo de ATP
para amplificar sua migracdo em direcdo a um quimioatrativo via sinaliza¢do autdcrina

mediante os receptores P2Y> e Asz. Esses autores demonstraram a importante participagao dos



receptores purinérgicos na funcionalidade dos neutréfilos, e que dependente de quais forem

ativados, processos opostos podem ser desencadeados nessas células.
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Figura 3. Representacio esquemitica da membrana celular demonstrando o caminho percorrido pelo
ATP até sua metabolizacao em adenosina, levando em consideracio os pontos importantes para o presente
trabalho. O ATP presente no espaco extracelular, quer seja de fonte da propria célula ou de outra, podera se
ligar aos receptores P2X abrindo o canal idnico, ou se ligar a enzima CD39, que por sua vez, desfosforila o ATP
em ADP ou AMP. O primeiro metabdlito (ADP) se ligard aos receptores P2Y, dando inicio a sinalizacdo
principalmente via fosfolipase C, enquanto que o AMP tem como destino a enzima CD73. Nesse ponto a
adenosina presente no espaco extracelular, independente de sua fonte, se ligard aos receptores P1, e dependente
da concentracdo ira induzir ou suprimir a acao da adenilato ciclase.

Desse modo, considerando os varios estudos relacionados a biologia dos neutrofilos e
seu papel na infec¢do por diferentes espécies de Leishmania, fica evidente o importante papel
dessas células como componente da resposta inflamatéria. Entretanto, ainda ndo esté claro os
mecanismos utilizados por neutréfilos para destruigdo e controle de parasitos do género
Leishmania. De forma interessante, ainda ¢ escassa a literatura acerca dos efeitos da presenca
de purinas extracelulares nos processos inflamatdrios, especialmente no que diz respeito a
infec¢do por protozoarios. Deste modo, fica evidente a importancia de se avaliar o efeito de
purinas extracelulares na interacdo neutrofilo-Leishmania. Esta abordagem pretende
contribuir para ampliar a compreensao dos mecanismos imunologicos advindos dos
neutrofilos visando o melhor entendimento e o controle da infecgdo por parasitos do género

Leishmania.
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2 - JUSTIFICATIVA

A infeccdo por parasitos do género Leishmania causa uma série de manifestagdes
clinicas, que podem variar dependendo da espécie do parasito e da resposta imune do
hospedeiro. A resposta inicial do hospedeiro a um patogeno ¢ rapidamente gerada pela
resposta imune inata que pode levar a eliminagdo do parasito. Considerando a importancia e a
participa¢do de diferentes células da resposta imune inata na defesa do hospedeiro frente a
infeccdo por Leishmania, cabe ressaltar que diversos trabalhos tém mostrado que os
neutréfilos desempenham papel importante na morte deste parasito, contribuindo para o
desenvolvimento da resposta imune adquirida e efetora. E importante salientar que a maior
parte dos trabalhos aborda a infec¢do por L. major e, nesse sentido, ¢ de grande relevancia a
abordagem proposta nesse trabalho a fim de ampliar os conhecimentos atuais sobre o papel de
neutréfilos durante a infec¢do por outras espécies do género Leishmania. Em situagdes de
injuria, como as causadas pelos parasitos do género Leishmania, o ATP ¢ acumulado no meio
extracelular e desempenha fungdes pro-inflamatorias. A participagdo de purinas extracelulares
na regulagdo de processos imunologicos, bem como a participacdo das ecto-nucleotidases
presentes na superficie de diferentes células, tem recebido muita atengdo da comunidade
cientifica nos ultimos anos, sendo observado o seu papel na regulagdo da resposta imune. E
importante ressaltar que os neutrdfilos podem desempenhar um papel relevante na fase inicial
da infec¢do por Leishmania e, que neste contexto, hd uma escassez de trabalhos cientificos
sobre a participa¢ao das purinas. Diante deste cenario, o presente estudo pretende contribuir
para ampliar o entendimento do papel dos neutrofilos, nos eventos iniciais da infec¢do pelas
principais espécies dermatotropicas da leishmaniose tegumentar (L. amazonensis e L.

braziliensis), considerando a anélise de diferentes receptores purinérgicos.



3-0OBJETIVO

3.1 — Objetivo Geral

Avaliar o efeito de receptores purinérgicos em neutrofilos cultivados in vitro com

formas promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis.

3.2 — Objetivos Especificos

Avaliar a infec¢do in vitro com Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis

em neutrofilos, buscando estudar nessa populacao celular os seguintes parametros:

1. Viabilidade celular;

2. Interacdo entre neutrofilos e formas promastigotas de Leishmania amazonensis e
Leishmania braziliensis, em diferentes tempos de cultivo (1h, 2h e 3h);

3. Expressao das ecto-nucleotidases (CD39 e CD73);

4. Atividade das enzimas ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) e 5’
nucleotidase;

5. Sintese de espécies reativas de oxigénio em diferentes condigdes de cultivo (MRS
1754, ap-metileno, suramina e NECA);

6. Producdo de oxido nitrico em diferentes condigdes de cultivo (MRS 1754, [1[]-

metileno, suramina ¢ NECA).



4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 jovens (8-10 semanas), provenientes do
Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ-MG. Os animais foram mantidos no Biotério de
Ensaios Pré-Clinicos, lotado no Departamento de Morfologia-UFMG, em caixas de
polisulfona de 20x32x21 cm (n=5/ caixa), contendo maravalha autoclavada, sendo fornecido
agua e racdo a vontade. As trocas de forracdo e limpeza das caixas foram realizadas duas
vezes por semana. Os experimentos tiveram inicio apds um periodo de quarentena, no qual os
animais receberam ivermectina (100uL; 0,2mg/Kg), em duas doses intervaladas de 15 dias,
para entdo prosseguirem para a sala de experimentacdo em camundongos do Biotério de
Ensaios Pré-Clinicos. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA), Protocolo n°. 265 / 2014 (Anexo 1).

4.2 - Obtencio e purificacao de neutrofilos da medula 6ssea de camundongos C57BL/6

Todo o processo de obtengdo e purificagdo foi realizado em ambiente estéril, em Fluxo
Laminar SterilGARD Hood Class Il Type A/B3 (Baker, Sanford, Maine, EUA). Apds o
procedimento de eutanasia, os fémures, tibias e umeros de camundongos C57BL/6 foram
retirados e imergidos em alcool 70°GL por 2 minutos, seguido de imersdao em PBS-W (PBS
0,5% BSA 0,1% azida sodica, pH 7,2). Posteriormente, as epifises foram cortadas e com o
auxilio de uma seringa de 20mL (Labor Import, Barueri, SP, Brasil) e agulha 26Gx1/2” (BD
PrecisionGlide™, Franklin Lakes, NI, EUA), 5mL de PBS-W foram injetados pelas
extremidades. A suspensdo celular foi coletada em tubo do tipo Falcon de 50 mL (Sarstedt,
Numbrecht, Alemanha), e entdo submetida a centrifugacdo a 300 xg, a 20°C, durante 8
minutos. O sobrenadante foi descartado, a suspensdo celular foi ressuspendida em 10mL de
PBS-W, e submetida a centrifugacdo nas mesmas condigdes citadas anteriormente. Apds
descarte do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 2mL de PBS-W e aplicadas
sobre o gradiente de Ficoll®.

Deste modo, o gradiente de Ficoll® foi preparado conforme descrito por Viana
(2013), com pequenas alteragdes. Primeiramente, em um tubo conico de polipropileno de
I15mL (Sarstedt, Numbrecht, Alemanha) foram adicionados 4mL de Ficoll 1119 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA), seguido de 4mL de Ficoll 1077 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,



EUA). Sobre o Ficoll 1077, adicionou-se 2mL da suspensdo de células da medula 6ssea. A
suspensdo foi centrifugada a 300 xg, a 22°C, durante 35 minutos. A fragdo de neutréfilos foi
obtida na interface dos gradiente 1119 e 1077, sendo transferidos para um tubo do tipo Falcon
de 15mL. Os neutrofilos foram lavados em 10mL de PBS-W por centrifugagdo a 300 xg, a
4°C durante 8 minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em 5SmL de
solugdo de lise (NH4Cl) e incubado por 10 minutos, mantidos a 4°C. Posteriormente, foram
adicionados SmL de PBS tamponado (0,5% de BSA, 2 mM de EDTA) e as amostras foram
centrifugadas a 300 xg, 4°C, durante 7 minutos. O sobrenadante foi descartado, as células
foram ressuspendidas em 10mL de PBS tamponado (pH 7,2) e submetidas a centrifugacao nas
condigdes anteriormente citadas. Novamente, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em ImL PBS tamponado (pH 7,2) para contagem celular.

Para a selecdo positiva das células em coluna magnética, utilizou-se o protocolo
fornecido pela Miltenyi Biotec (Rochester, NY, EUA), com pequenas modificagdes. Apos
contagem as células foram centrifugadas a 300 xg, 4°C, durante 7 minutos, o sobrenadante
descartado e o pellet ressuspendido de 50uL de PBS tamponado (pH 7,2) para cada 15x10°
neutrofilos. Apos a ressuspensdo, adicionou-se 10ul de anticorpo anti-Ly-6G-Biotin
(Miltenyi Biotec Rochester, NY, EUA). Ap6s 10 minutos de incubagdo, foram adicionados
20uL de anticorpo anti-Biotin Microbeads (Miltenyi Biotec Rochester, NY, EUA). Apos 15
minutos de incubagdo, as células foram submetidas a centrifugacdo de 300 xg, 4°C, por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado, o pellet ressuspendido em 100uLL de PBS tamponado
(pH 7,2) para cada 15x10° neutréfilos e reservado, a 4°C, para passagem na coluna magnética.
As colunas magnéticas (Miltenyi Biotec Rochester, NY, EUA) foram fixadas no magneto
(Miltenyi Biotec Rochester, NY, EUA) e adicionou-se 2 mL de PBS tamponado (pH 7,2)
(ImL por vez) para ajuste do fluxo de saida, em forma de gotejamento. Apds o ajuste do
fluxo, as células reservadas foram adicionadas a coluna magnética, na qual os neutrofilos
ficaram aderidos pelas Microbeads. Apos a saida total do volume, em que as células estavam
suspensas, foram adicionados 4 mL de PBS tamponado (pH 7,2) 4 coluna magnética (1mL
por vez), para a remover as células nao aderidas, essas células foram coletadas em tubos
poliestireno de SmL e descartadas. Posteriormente, para obtengdo das células fixadas a coluna
magnética, a mesma foi retirada do magneto e lavada com SmL de PBS tamponado (ImL por
vez), com auxilio do émbolo mdvel que acompanha a coluna magnética.

Os neutrdfilos obtidos ap6s as etapas de purificagdo, foram ressuspendidos em 1mL
de Meio Completo para Células e Tecidos (CTCM), constituido de RPMI (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de SFB inativado (ThermoFisher Scientific, Life



Technologies, Waltham, MA, EUA), L-glutamina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA)
2mM, penicilina G (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) 100 U/mL, 50 uM de
mercaptoetanol (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suica) e HEPES 25mM (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA), (pH 7,2). A contagem do numero total de células foi realizada em Camara
de Neubauer e visualizada por microscopia optica. Os neutrofilos foram reservados a 4°C

para posterior cultivo.

4.3 — Cultura de Parasitos

Promastigotas de L. (Leishmania) amazonensis, cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8)
e L. (Viannia) braziliensis, cepa M2903 (MHOM/BR/75/M2903) foram cultivadas, na
proporcio de 1x10° Leishmanias/mL em placas de 24 pocos (ThermoFisher Scientific,
NUNC, Waltham, MA, EUA) em 2mL de Grace’s Insect Medium (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — LGC, Cotia, SP, Brasil)
inativado, r-glutamina (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) 2mM e penicilina G (USB
Corporation, Cleveland, OH, EUA) 100 U/mL, pH 6,5, ¢ mantidas em estufa BOD TE-371
(Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a 25°C. Promastigotas em fase estacionaria foram obtidas
apo6s S dias de cultivo em meio Grace’s (Afonso & Scott, 1993), apds serem lavadas em tubos
tipo Falcon de 15 mL duas vezes com PBS (pH 7,2) e submetidas a centrifugagdo (Sorval
RT6000b, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) a 1540 xg, a 4°C, durante 10
minutos. Os parasitos obtidos foram ressuspendidos em 1mL de CTCM para contagem do
numero total de promastigotas em Camara de Neubauer, em microscopio optico, e reservados

em estufa BOD para posterior utilizagao.

4.4 - Preparacio do estimulo inespecifico zimosan

O zimosan A (Sigma-Aldrich) ¢ formado por um complexo proteina-carboidrato
obtido da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. O zimosan A induz perfil
pré-inflamatério em células da resposta imune inata (Macrae & Pryzwansky, 1984) levando a
produgdo de citocinas pro-inflamatorias, producdo de espécies reativas do oxigénio e do
nitrogénio sendo também, utilizado como controle positivo de fagocitose (Vasconcelos et al.,

2012; Takeuchi et al., 2012). Nesse sentido, o zimosan A foi utilizado como controle positivo



nos experimentos de expressao e atividade das enzimas CD39 e CD73, bem como nos
experimentos de espécies reativas do oxigénio e Oxido nitrico. O zimosan foi preparado
conforme descrito por Nuutila & Lilius (2005), com pequenas modificagcdes. Deste modo,
100mg de zimosan foi adicionada em tubo tipo Falcon de 50mL e diluido em 5SmL de PBS
(pH 7,2) e submetido a aquecimento de 90°C em estufa (Thelco Model 17, Precision
Scientific PS, Buffalo, NY, EUA) por 30 minutos. A suspensao foi submetida a centrifugacao
(Beckman, Model J-6B, EUA) a 11 x g, 25°C, durante 2 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 20 mL de PBS (pH 7,2). Posteriormente, a solugao
foi armazenada em freezer -80°C (Ultra Low Temperature Freezer, Eppendorf, New
Brunswick Scientific, Hauppauge, NY, EUA) em aliquotas de 1 mL na concentragdo de 80
mg/mL.

Para promover e facilitar o processo de fagocitose, o zimosan foi opsonizado
utilizando soro de camundongos C57BL/6 nao infectados, conforme descrito por Lovrien et
al. (1989), com pequenas modificagdes. Deste modo, 250 puL. de zimosan (20mg/mL) foram
diluidos em 750 pL PBS (pH 7,2) e submetido a centrifugacdo a 11 xg, 25°C, durante 2
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 200 pL de soro autdlogo
fresco e 800 uL de PBS (pH 7,2). A solugdo foi incubada por 30 minutos em banho-maria
(VWR 1220, VWR International, Radnor, PA, EUA ) a 37°C, e agitada por inversdo em
intervalos de 10 minutos. Posteriormente, a solu¢do foi submetida a nova centrifugacido nas
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, o sobrenadante descartado e o pellet

ressuspendido em 1 mL de PBS (pH 7,2).

4.5 — Cultivo de neutrodfilos na presenca de promastigotas de L. amazonensis ou L.

braziliensis ou zimosan A

Os neutrofilos foram cultivados na presenca ou auséncia de promastigotas L.
amazonensis ou L. braziliensis (na propor¢ao de 5 parasitos por neutréfilo) e zimosan A
(controle positivo para estimulacdo dos neutrofilos) (36ug/mL, correspondente a cinco
particulas por célula) empregando-se tubos de polipropileno de SmL (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA), separadamente. As culturas foram mantidas em CTCM, por 3
horas em estufa a 37°C com 5% COx.

Com o intuito de avaliar a possivel participacdo dos receptores purinérgicos na sintese

de ROS e NO, foram adicionados, separadamente, quatro compostos quimicos, cada um com



um diferente alvo na superficie celular. O 8-[4-[[(4-Ciano)fenilcarbamoilmetil]oxi]fenil]-1,3-
di-(n-propil)xantina (MRS 1574) (5uM), um potente antagonista dos receptores Azg; 0
Adenosina 5’-(a,B-metileno) difosfato (o,B-metileno) (200 uM), um inibidor da CD73; o
5’(N-Etilcarboxamido) adenosina (NECA) (1uM), um potente agonista dos receptores Ai,
Aoa € Azp; e a Suramina (200uM), uma antagonista dos receptores P2X e P2Y. Todos estes
compostos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) e obtidos pela Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). A Figura 4 representa de forma esquematica o local de atuacdo dos
tratamentos citados, bem como a estrutura quimica de cada composto. Foi adicionado, para
cada estimulo, Diphenyleneiodonium chloride (DPI), inibidor da enzima NADPH, principal
produtora de espécies reativas de oxigénio, e aminoganidina (AG) inibidora especifico de

iNOS, produtora de oxido nitrico, separadamente, como controles da produ¢ao de ROS e NO,

respectivamente.
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Figura 4. Representacio esquematica da membrana celular demonstrando os receptores purinérgicos,
bem como as enzimas CD39 e CD73, destacando os locais especificos de ligacao dos tratamentos utilizados
para avaliar a relacio dos mesmos a sintese de ROS e NO. A - representa o sitio de ligacdo do MRS 1574,
antagonista do receptor Asg. B — representa a enzima inibida pelo a,B-metileno. C — Sitio de ligagdo do NECA,
agonista dos receptores A, Axa € Azg. D — representa os receptores de ligagdo para suramina, antagonista dos
receptores P2X e P2Y.



4.6 - Avaliacdo da viabilidade de neutroéfilos estimulados in vitro com promastigotas de

Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

A viabilidade in vitro dos neutrofilos foi avaliada nas condi¢des de cultivo com
L. amazonensis ou L. braziliensis ou zimosan A, e na presenca dos tratamentos com MRS
1754, suramina, af-metileno, NECA, DMSO, DPI e AG, apds 3 horas de cultivo. Deste
modo, foi utilizado o corante Azul de Tripan para analise da viabilidade celular. O Azul de
Tripan ¢ um corante amplamente utilizado para corar tecidos ou células mortas, e seu
mecanismo de agdo consiste em possuir carga negativa que impede a interacao com a célula, a
ndo ser que a mesma possua danos em sua membrana. Apds aplicagdo do corante, surge um
contraste de cores, no qual as células coradas em azul sdo consideradas inviaveis, e
consequentemente as células que nao internalizam o Azul de Tripan sdo consideradas viaveis
(Tran et al., 2011).

A contagem de células viaveis foi realizada mediante contagem do niimero de células
coradas e ndo coradas, visualizadas por microscopio Optico, com auxilio da cdmera de
Neubauer. Apos contagem, o percentual de células vivas foi calculado a partir do numero total

de células (células coradas e nao coradas).

4.7 - Avaliacio da interacio entre neutrofilos e promastigotas de Leishmania amazonesis

ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Para o ensaio da interagdo in vitro neutrofilos/estimulo (parasito ou zimozan) foram
utilizadas promastigotas em fase estaciondria, como descrito anteriormente. Os parasitos
foram ressuspendidos em tubo tipo Falcon de 15mL com PBS 5% SFB, pH 7,2, e ajustados na
concentragio de 10° parasitos/mL. Para a marcagio das formas promastigotas de Leishmania,
quantidades equivalentes de parasitos e da preparacdo do fluorocromo AlexaFluor 647
(ThermoFisher Scientific, Life Technologies, Waltham, MA, EUA) (ImL de parasitos na
concentragio de 10° parasitos/mL + ImL de AlexaFluor 647 na concentragio de 3,2ug/mL)
foram incubados em tubos de polipropileno de SmL por 30 minutos a 37°C em estufa 5%
CO. O estimulo inespecifico, 10° particulas zimosan A o equivalente a 120uL, foi marcado,
com AlexaFluor 647, da mesma forma que a descrita para os parasitos. Apds a incubagdo, foi
realizada uma etapa de lavagem com 2mL de PBS-W e submetido a centrifugagdo em 480 x

g, durante 10 minutos a 18°C com. Em seguida, apos descartar o sobrenadante, o material foi



ressuspendido com 1 mL de CTCM. Uma aliquota foi separada para avaliacdo em citdmetro
de fluxo FACSCantholI™-BD a fim de avaliar a intensidade de fluorescéncia apresentada
pelos parasitos marcados com AlexaFluor 647. A qualidade da marcagdo foi avaliada através
da intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos parasitos marcados, com base no overlay
dos histogramas, com o minimo de 90% de marcacao (Figura 5).

Neutrofilos foram cultivados em tubos de polipropileno de SmL, contendo CTCM, na
presenca de promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis ou zimosan A (marcados com
AlexaFluor 647), mantidos por 1, 2 e 3 horas em estufa a 37°C com 5% COz. Apds o periodo
de incubacdo, as culturas foram lavadas com 2 mL de PBS-W em centrifugacdo de 300 x g
durante 7 minutos a 4°C. Os tubos foram vertidos e o pellet ressuspendido e transferido para
tubos de poliestireno de 5 mL (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) contendo 20uL
dos anticorpos anti-Ly-6G-FITC (diluido 1:1000 em PBS-W) e anti-CDI11b-PE (diluido
1:3000 em PBS-W) (Tabela 1). Os tubos foram homogeneizados em vortex e mantidos por 30
minutos ao abrigo de luz. As amostras foram novamente lavadas em 2 mL de PBS-W por
centrifugacdo a 300 xg, durante 7 minutos a 4°C. Apds lavagem, os tubos foram vertidos e a
suspensao celular ressuspendida em 200 uL de solucao fixadora (Facs Lysing Solution — BD
Bioscience). Para aquisi¢do dos dados foram obtidos 30.000 eventos totais utilizando o

citometro de fluxo FACSCantholI™-BD, software DIVA™.

Marcador Marca Fluorocromo Clone Funcao

Anti-Ly-6G eBioscience APC e FITC RB6-8C5 Marcador de neutréfilos

Anti-CD11b eBioscience PE ¢ FITC M1/70 Molécula de ades@o de granulocitos
Anti-CD39 eBioscience efluor660 24DMS1 E-NTPDase
Anti-CD73 eBioscience PE AD2 5’nucleotidasica

Tabela 1: Anticorpos utilizados para avaliacdo de marcadores de superficie
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Figura 5. Marca¢do de zimosan A, L. amazonensis ou L. braziliensis com AlexaFluor 647. A - Perfil de
distribui¢do em grafico de tamanho versus granulosidade para selecionar a populagdo de zimosan. B -
Histograma referente a sobreposicao (overlay) da populagdo celular selecionada pelo gafe no grafico A, no qual
o histograma preenchido em cinza representa o zimosan ndo marcado com AF 647 e o histograma sem
preenchimento representa o zimosan marcado com AF 647. C - Perfil de distribuicdo em grafico de tamanho
versus granulosidade para selecionar a populagdo de L. amazonensis. D - Histograma referente a sobreposicao
(overlay) da populagdo celular selecionada pelo gate no grafico C, no qual o histograma preenchido em cinza
representa L. amazonensis nao marcado com AF 647 e o histograma sem preenchimento representa L.
amazonensis marcado com AF 647. E - Perfil de distribuigdo em grafico de tamanho versus granulosidade para
selecionar a populagdo de L. braziliensis. F - Histograma referente a sobreposi¢ao (overlay) da populacdo celular
selecionada pelo gate no grafico e, no qual o histograma preenchido em cinza representa L. braziliensis nao
marcado com AF 647 e o histograma sem preenchimento representa L. braziliensis marcado com AF 647.



4.8 - Avaliacdo da expressido das ecto-nucleotidases CD39 e CD73 por neutrofilos
cultivados in vitro com promastigotas de Leishmania amazonenses ou Leishmania

braziliensis ou zimosan A

Neutréfilos foram cultivados conforme descrito no item 4.5. Apds o cultivo, as células
foram lavadas em tubos de polipropileno de SmL por centrifugagdo em 2mL de PBS-W a 300
xg durante 8 minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido e as células
transferidas para dois tubos de poliestireno de SmL, sendo o primeiro tubo com 20uL dos
anticorpos anti-Ly-6G-FITC (diluicdo 1:1000), anti-CD11b-PE (1:3000) e anti-CD39-
efluor660 (1:100). No segundo tubo, foram empregados 20uL dos anticorpos anti-Ly-6G-
APC (1:3000) e anti-CD11b-FITC (1:2000) e 1uL do anti-CD73-PE. Os tubos foram
homogeneizados em vortex e incubados por 30 minutos ao abrigo da luz. Apods incubagdo,
foram adicionados 2 mL de PBS W e as amostras foram centrifugadas a 300 xg durante 8
minutos. ApoOs centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
200uL de solugdo fixadora (FACS Lysing Solution — BD Biosciences). Para aquisicao dos
dados foram obtidos 30.000 eventos totais utilizando o citometro de fluxo FACSCantholl™-

BD, pelo software DIVA™,

4.9 - Determinacio da atividade enzimatica da ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDase) e 5° nucleotidase de neutrofilos cultivados in vitro com

promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

As células foram cultivadas conforme descrito no item 4.5. Apo6s a incubagdo, as
células foram lavadas duas vezes, tubos de polipropileno de 15mL (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, EUA) com 5mL de solugdo salina 0,9% (0,9% NaCl, pH=7) a 300 xg
durante 8 minutos. O pellet foi ressuspendido em 500uL da solugdo 5% HEPES 1M, 5% Tris
1M, 2,9% NaCl 4M, 0,27% KCI 2M, 0,25% Glicose 2,22 M e 86,58% agua milli-Q, pH 7,2, e
a concentragdo final de células foi ajustada para 5x10* neutréfilos/25 pL, apds contagem em
camara de Neubauer.

Os ensaios para a andlise de hidrolise do ATP, ADP e AMP foram realizados pela
incubacio de 5x10* neutrofilos por 1 hora a em banho-maria 30°C, com 100uL da solucio

tampao de reacdo 5x (25% HEPES 1M, 25% Tris 1M, 14,5% NaCl 4M, 1,35% KCI 2M,



1,25% Glicose 2,22 M, 2,5% MgCl, 1M e 32,9 dgua milli-Q, pH 7.,2) contendo 2 mM de ATP
ou 2 mM de ADP ou 2 mM de AMP (Sigma- Aldrich, St Louis, MO, EUA). A reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 125 pL. de HCI1 0,2 N (Meyer- Fernandes et al. 1997). A presenca
de hidrdlise ndo especifica foi determinada pela adicdo de 5x10* neutréfilos (25uL), obtidos
previamente, apds a reagdo ser interrompida.

As suspensdes foram centrifugadas a 210 xg durante 10 minutos, 40 pL do
sobrenadante forma transferidos para placa de 96 pogos (ThermoFisher Scientific, NUNC,
Waltham, MA, EUA), para quantificacao do Piliberado. Foram adicionados, na mesma placa,
50uL de diferentes concentragdes de solugdes de NasPOs4, para construcao da curva padrao,
nas seguintes concentracdes de Pi: 22,5nmol Pi, 1,25nmol Pi, 5,62nmol Pi, 2,8nmol Pi,
1,4nmol Pi, 0,7nmol Pi, 0,35nmol Pi e 0,17nmol Pi. Aos foram adicionados 120uL, 110uL e
160uL da solu¢do 5% HEPES 1M, 5% Tris 1M, 2,9% NaCl 4M, 0,27% KCIl 2M, 0,25%
Glicose 2,22 M e 86,58% agua milli-Q, pH 7,2, aos pogos destinados ao sobrenadante da
atividade enzimdtica, ao padrio e ao branco, respectivamente. Para a deteccdo de Pi,
adicionou-se aos pocos descritos anteriormente, 40uL uma mistura contendo uma parte de
molibdato de amonio (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA) 10% diluido em HCI (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) 4N, para trés partes de verde de malaquita (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, EUA) 0,2% diluido em HCI 4N. A quantificacdo do Piliberado foi realizada apos
10 minutos de incubagdo, a 25°C, por leitura em espectrofotometro (SpectraMax, Molecular
Devices, Sunnyvale CA, EUA), em comprimento de onda de 650 nm (Ekman & Jager, 1993).
Por fim, a atividade enzimatica, indiretamente determinada pela quantidade de Pi liberado, foi
calculada pela subtracdo da hidrdlise ndo especifica, e utilizando-se da curva padrdo de

Na3POs, os valores foram ajustados para a detecgdo de nmol Pi gerados por 10° células/ hora.

4.10 - Avaliacio da expressao de espécies reativas do oxigénio por neutroéfilos cultivados
in vitro com promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou

zimosan A

A avaliagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi realizada
utilizando o Kit Image-iT™ LIVE Green Reactive Oxygen Species (Invitrogen®) que permite
a deteccdo de ROS intracelular por citometria de fluxo. A técnica utiliza um marcador
fluorogénico nado fluorescente, o (5-ou-6)-carboxy-2'7" dichlorodihydro fluorescein diacetate

(carboxy-H2DCFDA), que quando clivado por esterases intracelulares ndo especificas, origina



a molécula carboxy-DCFH que ¢ susceptivel a reagir com as ROS ndo especificas, tornando-
se fluorescente. A inibicdo da producdo de ROS foi realizada através do bloqueio da enzima
NADPH oxidase. O Diphenyleneiodonium chloride (DPI) é capaz de inibir a enzima NADPH
oxidase que ¢ a principal produtora de espécie reativa de oxigénio intracelular (Osaki et al.,
2011).

Além das condigdes de cultivo que foram descritas no item 4.5, foi adicionado 20puL
de Diphenyleneiodonium chloride (DPI) (10mM) aos tubos de polipropileno contendo
neutréfilos na presenga de promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis ou de zimosan
A, separadamente. Posterior a incubacgao, as culturas foram lavadas com 2 mL de PBS-W em
centrifugacdo de 300 x g durante 7 minutos a 4°C. Os tubos foram vertidos e o pellet
ressuspendido e transferido para tubos de poliestireno contendo 20 dos anticorpos anti-Ly-
6G-APC (diluido 1:3200 em PBS-W), anti-CD11b-PE (diluido 1:3000 em PBS-W) e 20uM
de carboxy-H2DCFDA. Em seguida, os tubos foram homogeneizados em vortex ¢ mantidos
por 30 minutos ao abrigo de luz. As amostras foram novamente lavadas em 2mL de PBS-W
por centrifugagdo a 300 xg, durante 7 minutos a 4°C. Apds lavagem, os tubos foram vertidos
e a suspensao celular ressuspendida em 200uL de solugdo fixadora (Facs Lysing Solution —
BD Bioscience). Para aquisi¢do dos dados foram obtidos 30.000 eventos totais utilizando o

citdmetro de fluxo FACSCantholI™-BD, pelo software DIVA™,

4.11 - Deteccido da producido de oxido nitrico por neutrofilos estimulados com

promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Kojima et al. (1998) desenvolveram um reagente permeavel a membrana celular que
permite a determinagdo dos niveis de NO intracelular por citometria de fluxo, denominado
diacetato de 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2 DA). A determinacdo do NO intracelular por
citometria de fluxo baseia-se na capacidade do NO em oxidar o reagente 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2), que ndo ¢ fluorescente, para uma forma fluorescente. Assim,
resumidamente, o DAF-2 DA ¢ convertido a 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2) por meio da
acdo de esterases intracelulares. O DAF-2 ndo ¢ permedvel a membrana celular
permanecendo, portanto, no interior das células. Em pH fisiologico, o DAF-2 ¢ relativamente
nao fluorescente. No entanto, na presenga de NO e oxigénio, um produto fluorescente ¢

formado, o triazolofluoresceina (DAF-2T). A medida da fluorescéncia ¢ feita pela leitura da



amostra no citometro de fluxo e € proporcional a concentracao de NO nas células (Havenga et
al., 2001; Strijdom et al., 2004; Schachnik et al. 2008).

Além das condi¢des de cultivo que foram descritas no item 4.5, foi adicionado a
aminoguanidina (AG) (1M) em tubos de polipropileno de SmL contendo neutréfilos na
presenca de promastigotas de L. amazonensis ou L. braziliensis ou de zimosan A,
separadamente. Ap6s a incubacdo as culturas foram lavadas com 2 mL de PBS-W em
centrifugacdo de 300 xg durante 7 minutos a 4°C. Os tubos foram vertidos e o pellet
ressuspendido e transferido para tubos de poliestireno SmL contendo 20uL dos anticorpos
anti-Ly-6G-APC (diluido 1:3200 em PBS-W) e anti-CD11b-PE (diluido 1:3000 em PBS-W).
Os tubos foram homogeneizados em vortex e mantidos por 30 minutos ao abrigo de luz. As
amostras foram novamente lavadas em 2 mL de PBS-W por centrifugacdo a 300 xg, durante 7
minutos a 4°C. Apos lavagem, os tubos foram vertidos e a suspensdo celular ressuspendida
em 200uL de solugdo fixadora (Facs Lysing Solution — BD Bioscience). Para aquisi¢ao dos
dados foram obtidos 30.000 eventos totais utilizando o citometro de fluxo FACSCantholl™-

BD, pelo software DIVA™,

4.12 — Estratégias de Analise

4.12.1 - Analise da interacdo de neutrofilos em cultivo com promastigotas de Leishmania

amazonesis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Para analise do perfil de interagdo de neutréfilos na presenga de promastigotas de
Leishmania amazonesis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A, foi utilizado o software
Flowlo (Flow Cytometry Analysis Software, versao 7.6.5). Os neutréfilos purificados em
coluna magnética foram selecionados por suas caracteristicas morfométricas, através de
graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 6A).
Apo6s a selegdo da populagdo de interesse (Neutrofilos), foram avaliadas as caracteristicas
imunofenotipicas, em grafico de Ly-6G-FITC versus CDI11b-PE (Figura 6B). A interagcdo
neutréfilos/estimulo foi realizada através da construcdo de graficos de Ly-6G-FITC versus
AlexaFluor 647 (a selecdo teve como controle o posicionamento dos gates conforme

Figura6C), representada pelas Figuras 6D, E e F, a interag¢@o entre neutréfilos e zimosan A ou



L. amazonensis ou L. braziliensis, respetivamente. Os dados foram avaliados como percentual

de neutrofilos Ly-6G-FITC+ AlexaFluor 647+.
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Figura 6. Estratégia de analise referente ao perfil de interacido de neutréfilos com Leishmania amazonesis
ou Leishmania braziliensis ou zimosan A. A - Perfil de distribui¢do celular em gréaficos de tamanho (FSC)
versus SSC (granulosidade). B - Perfil de distribuicdo celular de fluorescéncia 1 (Ly-6G-FITC) versus
fluorescéncia 2 (CD11b-PE) da populagdo selecionada no gate neutrédfilos do grafico A. C - Perfil de distribuicdo
celular na auséncia do corante AlexaFluor 647, em grafico de Ly-6G-FITC versus AlexaFluor 647 da populagdo
selecionada no Q2 do grafico B, utilizado para selecdo da neutrdfilos. D - Perfil de interacdo neutrdfilos/
zimosan A em grafico de Ly-6G-FITC versus AlexaFluor 647 da populagdo selecionada no Q2 do grafico B. E -
Perfil de interagdo neutrofilos/ L. amazonensis em grafico de Ly-6G-FITC versus AlexaFluor 647 da populacdo
selecionada no Q2 do grafico B. F - Perfil de intera¢do neutrofilos/ L. braziliensis em grafico de Ly-6G-FITC
versus AlexaFluor 647 da populacdo selecionada no Q2 do grafico B. O percentual de interagdo neutrofilos/
estimulos foi obtido a partir do quadrante 2 (Q2) dos graficos D, E ¢ F, referente as condigdes de cultivo com
zimosam A, promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, respectivamente .

4.12.2 - Analise da expressao das enzimas CD39 e CD73 por neutroéfilos em cultivo com

promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Para andlise do perfil de expressdo de CD39 e CD73 por neutréfilos estimulados, foi
utilizado o software Flowlo (Flow Cytometry Analysis Software, versao 7.6.5). Os neutrofilos
foram selecionados por suas caracteristicas morfométricas, através de graficos de distribuicdo

pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) (Figura 7 e 8-A). Apds a selegao da



populagdo de interesse (neutrdfilos), foram avaliadas as caracteristicas imunofenotipicas em
grafico de fluorescéncia 1 (Ly-6G-FITC) versus fluorescéncia 2 (CD11b-PE) (Figura 7-B), e
fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 1 (CDI11b-FITC) (Figura 8-B). A
expressao de CD39 foi realizada através da construcao de graficos de fluorescéncia 4 (Ly-6G-
APC) versus fluorescéncia 1 (CD39-efluor660) (Figura 7-C), e expressao de CD73 através da
construcdo de graficos de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 2 (CD73b-PE)
(Figura 8-C). Para os dados referentes a expressdo de CD39 foi avaliado o percentual de
neutréfilos Ly-6G-FITC+ CD39-efluor660+, bem como a IMF de CD39-efluor660. Para os
dados referentes a expressao de CD73 foi avaliado o percentual de neutrofilos Ly-6G-APC+

CD73-PE+, bem como a IMF de CD73-PE.
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Figura 7. Avaliacdo do perfil de expressio de CD39 em neutréfilos de medula d6ssea. A - Perfil de
distribuig¢do celular em graficos de tamanho (FSC) versus SSC (granulosidade). B - Perfil de distribui¢ao celular
de fluorescéncia 1 (Ly-6G-FITC) versus fluorescéncia 2 (CD11b-PE) da populagdo selecionada no gate
neutréfilos do grafico A. C - Perfil de distribui¢do celular de fluorescéncia 1 (Ly-6G-FITC) versus fluorescéncia
4 (CD39-efluor660) da populacdo selecionada no Q2 do grafico B. A expressdo de CD39 foi obtido a partir do
quadrante 2 (Q2).
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Figura 8. Avaliacdo do perfil de expressio de CD39 em neutréfilos de medula é6ssea. A - Perfil de
distribuigdo celular em graficos de tamanho (FSC) versus SSC (granulosidade). B - Perfil de distribui¢ao celular
de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 1 (CD11b-FITC) da populagdo selecionada no gate
neutrofilos do grafico A. C - Perfil de distribui¢ao celular de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia
2 (CD73-PE) da populagéo selecionada no Q2 do grafico B. A expressdo de C39 foi obtido a partir do quadrante

2(Q2).

4.12.3 - Analise da producio de espécies reativas de oxigénio por neutréfilos em cultivo

com promastigotas de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Para anélise do perfil de expressao de NO por neutrofilos estimulados, foi utilizado o
software FlowJo (Flow Cytometry Analysis Software, versao 7.6.5). Os neutrofilos foram
selecionados por suas caracteristicas morfométricas, através de graficos de distribuicao
pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apds a selecdo da populagdo de
interesse (Neutrofilos) (Figura 9-A), foi realizada andlise através de suas caracteristicas
imunofenotipicas, em grafico de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 1
(CD11b-PE) (Figura 9-B). A producdao de espécies reativas de oxigénio intracelular foi
realizada através da construcdo de graficos de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus
fluorescéncia 1 (DAF-2T) (Figura 9-C). Os dados foram avaliados como o percentual de

neutréfilos Ly-6G-APC+ DCF+.
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Figura 9. Avaliacdo do perfil de expressio intracelular de espécies reativas de oxigénio em neutrdéfilos de
medula éssea. A - Perfil de distribui¢do celular em graficos de tamanho (FSC) versus SSC (granulosidade). B -
Perfil de distribui¢do celular de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 2 (CD11b-PE) da populagéo
selecionada no gate neutréfilos do grafico A. C - Perfil de distribuig@o celular de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC)
versus fluorescéncia 1 (DCF) da populacdo selecionada no Q2 do grafico B. A expressdo de ROS foi obtido a
partir do quadrante 2 (Q2).

4.12.4 — Analise da sintese de 0xido nitrico por neutroéfilos em cultivo com promastigotas

de Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis ou zimosan A

Para andlise do perfil de expressdo de NO por neutrofilos estimulados, foi utilizado o
software FlowJo (Flow Cytometry Analysis Software, versao 7.6.5). Os neutrofilos foram
selecionados por suas caracteristicas morfométricas, através de graficos de distribuicao
pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). Apds a selecdo da populagdo de
interesse (Neutrofilos) (Figura 10-A), foi possivel avaliar a expressdo de oxido nitrico
intracelular através da construcdo de graficos de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus
fluorescéncia 1 (DAF-2T) (Figura 10-B). Os dados foram avaliados como o percentual de

neutro6filos Ly-6G-APC+ DAF2T+.
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Figura 10. Avaliacio do perfil de expressio intracelular de 6xido nitrico em neutréfilos de medula dssea.
A - Perfil de distribui¢@o celular em graficos de tamanho (FSC) versus SSC (granulosidade). B - Perfil de
distribui¢d@o celular de fluorescéncia 4 (Ly-6G-APC) versus fluorescéncia 1 (DAF-2T) da populagao selecionada
no gate neutrédfilos do grafico A. A expressao de NO foi obtido a partir do quadrante 2 (Q2).

4.13 - Analise estatistica dos dados

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software Graph Pad Prism
5.0 (San Diego, CA, EUA). A normalidade dos dados foi demonstrada pelo teste
Kolmogorov-Smirnoff. Deste modo, foram empregados testes de andlise de variancia
(ANOVA) seguido pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey para avaliacdo entre as
diferentes condi¢des de cultivo. Diferencgas estatisticamente significativa foram consideradas
quando o valor de p foi inferior a 0,05 (p<0,05). Os resultados foram apresentados em

graficos de barra, demonstrando os valores da média e do erro padrao.



5. RESULTADOS

Os resultados descritos a seguir estdo relacionados a diferentes condi¢des de cultivo de
neutréfilos, estimulados o ndo com zimosan (Zy), L. amazonensis (La) ou L. braziliensis (Lb).
Além disto, os neutrofilos estimulados com Zy, La ou Lb, foram submetidos a diferentes
condi¢cdes de tratamentos, como: auséncia de tratamento especifico, ou tradados com: MRS
1754 (antagonista dos receptores Ajp); of-metileno (bloqueador da CD73); suramina
(antagonista dos receptores P2X e P2Y); NECA (agonista dos receptores Ai, Aza € A2p);
DMSO (controle usado para diluir os reagentes); DPI/AG (controle usado para inibir a
NADPH oxidase e iNOS, respectivamente). Os resultados estdo ilustrados na forma de

graficos de barras com valores de média e desvio padrao.

5.1 - Avaliacdo da viabilidade de neutréfilos na presenca de promastigotas de

Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis ou zimosan A

A Figura 11 representa a viabilidade dos neutréfilos na presenga de L. amazonensis
(La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan (Zy). Foi verificado que os diferentes tratamentos
utilizados no cultivo de neutréfilos (MRS 1574, op-metileno, Suramina e NECA) nao
afetaram a viabilidade das células bem como os controles usados para diluir os reagentes

(DMSO) ou inibir a NADPH oxidase (DPI) e a enzima 6xido nitrico sintase (AG).
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Figura 11. Avaliacio da viabilidade celular de neutro6filos na presenca de promastigotas de L. amazonensis
(La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan (Zy). Diferentes condigdes de cultivo foram avaliadas, entre as quais:
neutrofilos ndo estimulados com Zy, La ou Lb (NE; |:|); ou neutrofilos estimulados com Zy, La e Lb, na
auséncia de tratamento [neutrofilos ndo tratados (NT; )] ou tratados com: DMSO (DMSO; .);
Diphenyleneiodonium chloride (DPI, ) ou aminoguanidina (AG; ). MRS 1754 (MRS, |:|); af-metileno (af;
E); suramina (Sur; l); NECA (NECA, I); Os resultados estio apresentados em graficos de barra com valores
de média e desvio padrdo, como percentual de neutrofilos viaveis.



5.2 - Avaliacdo da interacdo entre neutrofilos na presenca de promastigotas de

Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis ou zimosan A

A Figura 12 demonstra o percentual de interacdo neutrofilo/estimulos nos intervalos
de tempo 1, 2 e 3 horas. Ao analisar o perfil de interacdo neutrofilo/zimosan A, foi observado
maior percentual de células Ly-6G" AlexaFluor 647" no tempo de 3 horas (44,08 + 2,223),
quando comparado aos tempos 2 horas (33,42 + 1,421, p=0,0023) e 1 hora (32,62 + 2,176,
p=0,0042). Na interagdo neutréfilos/L. amazonensis, foi observado maior percentual Ly-6G*
AlexaFluor 647" nos tempos de 2 (34,68 + 2,185, p=0,0002) ¢ 3 hora (37,80 = 2,579,
p<0,0001), ao compara-los ao tempo de 1 hora (18,92 + 1,559). Na interacdo neutrofilo/L.
braziliensis, observou-se maior interacdo nos tempos de 2 horas (42,93 £ 2,917, p=0,0418) e
3 horas (61,20 = 7,063, p=0,0087), ao compara-los ao tempo de 1 hora (30,40 + 3,883). Além
disso, ¢ importante ressaltar que a interagdo no tempo 3 horas foi superior ao tempo de 2
horas (p=0,0063).

Ao comparar o percentual de células Ly-6G" AlexaFluor 647" em um mesmo tempo
entre os diferentes estimulos (Zy, La ou Lb) pode-se observar que no tempo de 1 hora a
interacdo entre Neutréfilo/zimosan A (p= 0,0005) e neutréfilo/L. braziliensis (p= 0,0134) sao
maiores que a interagdo entre L. amazonensis. Além disso, foi observado também que, a
interagdo neutrofilo/L. braziliensis nos tempos 2 horas (p=0,0114) e 3 horas (p= 0,0015) foi
maior quando comparado a interagdo com zimosan A; e, que no tempo de e 3 horas, a
interacao neutrofilo/ L. braziliensis ¢ maior que a interagao dessa cé€lula com L. amazonensis

(p=0,0006).
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Figura 12. Interacio entre neutréfilos e promastigotas de Leishmania amazonensis (La), Leishmania
braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy), em diferentes tempos de cultivo (1h, 2h e 3h). Os resultados estdo
apresentados em graficos de barra com valores de média e desvio padrio, como percentual de neutrofilos (Neu)
Ly-6G+ de acordo com cada condigdo de cultivo (Zy, La ou Lb) marcada com Alexa Fluor 647. As linhas
conectoras representam as diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os tempos do mesmo
estimulo (Zy, La ou Lb). As diferengas significativas (p<0,05) da andlise comparativa entre as diferentes
condicdes de cultivo, quando presentes, estardo indicadas pelos simbolos Zy, La e Lb, relacionadas as condigdes
zimosan A, L. amazonensis € L. braziliensis, respectivamente.

5.3 - Avaliacdo da expressdo das ecto-nucleotidases (CD39 e CD73) em neutrofilos na
presenca de promastigotas de Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis ou

zimosan A

Considerando o papel das enzimas CD39 (converte o ATP em AMP gerando ADP) e
CD73 (atua apds a acdo da CD39, convertendo o AMP em adenosina), foi avaliado se
diferentes espécies de Leishmania seriam capazes de alterar o perfil de expressdo destas
enzimas em neutr6filos. Neste sentido, foram propostas duas abordagens diferentes (analise
do percentual e da intensidade média de fluorescéncia de cada um dos marcadores avaliados).
Inicialmente, foi realizada a avaliacdo do percentual de neutrofilos Ly-6G'CD39" (Figura
13A) e Ly-6G'CD73" (Figura 13C), ndo sendo observada qualquer diferenca estatistica entre

os diferentes estimulos avaliados (Zy, La ou Lb).



A segunda abordagem, relacionada a analise da intensidade média de fluorescéncia
(IMF) de neutrofilos Ly-6G'CD39" (Figura 13B) e Ly-6G+CD73" (Figura 13D), revelou
diferenca estatistica apenas para a expressio de CD73", sendo maior nos neutrofilos
estimulados com L. amazonensis (36,52 + 2,7), quando comparado a cultura ndo estimulada

(27,94 + 1,12, p= 0,0067) (Figura 13D).
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Figura 13. Expressdo das ecto-nucleotidases CD39 e CD73 por neutroéfilos, ndo estimulados (NE), ou na
presenca de promastigotas de L. amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy). Os resultados
estdo apresentados em graficos de barra com valores de média e desvio padrio, representando o percentual de
neutréfilos Ly-6G'CD39" (A), intensidade média de fluorescéncia (IMF) de neutréfilos Ly-6G*CD39" (B),
percentual de neutréfilos Ly-6G'CD73* (C) e intensidade média de fluorescéncia (IMF) de neutrdfilos Ly-
6G"CD73" (D).



5.4 — Avalicao da atividade das enzimas ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-
NTPDase) (CD39); e 5’ nucleotidase (CD73) de neutrofilos na presenca de promastigotas

de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A

Na avaliagdo por uma hora da atividade das enzimas E-NTPDase e Ecto-5’-
nucleotidase na degradagao do ATP, ADP e AMP, foi observado maior detec¢ao de Pi na
degradacdo do ADP por neutrofilos estimulados com L. amazonensis (4545 + 177,6) e L.
braziliensis (4446 + 220,2), quando comparados ao grupo ndo estimulado (3831 + 146,8,
p=0,0167; e p= 0,0488, La e Lb, respectivamente). Ja na degradacao do AMP foi detectado
maior indice de Pi em neutrdfilos estimulados com L. amazonensis (383,1 = 61,86), quando
comparado aos grupos ndo estimulado (169,7 + 39,86, p=0,0005), bem como quando
estimulado com zimosan A (292,5 + 32,51, p=0,0041) e L. braziliensis (278,9 £ 63,52,
p=0,0417) (Figura 14).
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Figura 14. Determinacio da atividade das enzimas ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-
NTPDase) (CD39) e 5° nucleotidase (CD73) na degradacio do ATP, ADP e AMP por neutréfilos, nio
estimulados (NE), ou na presenca de promastigotas de L. amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan
A (Zy). Os resultados estdao apresentados em graficos de barra com valores de média e desvio padrao, em mmol
de Pi em 10° neutrofilos, considerando uma hora de analise, ao se avaliar diferentes substratos (ATP, ADP e
AMP). Os simbolos NE, Zy e Lb, acima das barras do gréfico, indicam diferencas estatisticas (p<0,05) em
relagdo as condigdes de cultivo nao estimulada, zimosan A e L. braziliensis, respectivamente, para cada um dos
substratos avaliados (ATP, ADP ou AMP).



5.5 - Avaliacao dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) em neutroéfilos na

presenca de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A

Para verificar uma possivel participagdo dos receptores purinérgicos na producdo de
ROS, foram utilizados 0 MRS1754 (antagonista dos receptores Azg), o af-metileno (inibidor
de CD73), o NECA (agonista de A; e Az) e a Suramina (antagonista dos receptores P2X e
P2Y). Com tal propodsito, a detec¢do da expressdo intracelular de ROS por neutréfilos
submetidos a diferentes condicdes foi realizada através da sonda carboxy-H2DCFDA.

A Figura 15 mostra que a indugdo da sintese de ROS por neutrofilos nao tratados e
estimulados com zimosan A (Zy NT - 60,73 £ 1,28, p< 0,0001), L. amazonensis (La NT -
52,26 = 1,35, p< 0,0001) e L. braziliensis (Lb NT - 62,00 = 2,09, p< 0,0001) quando
comparados aos neutrofilos do grupo ndo estimulado (NE - 12,21 £+ 1,21). Ao comparar a
inducdo de ROS entre os estimulos, foi possivel observar que tanto zimosan (Zy NT
p=0,0003) e L. braziliensis (Lb NT - p= 0,0013) apresentaram maior indugdo nos niveis de
ROS, quando comparados ao grupo La NT. Foi observado que o tratamento com DPI foi
capaz de reduzir (p< 0,0001) a producao de ROS em neutréfilos na presenga dos estimulos
zimosan A (20,56 + 2,38), L. amazonensis (16,27 + 3,10) e L. braziliensis (23,14 + 2,59),
quando comparados aos respectivos grupos nao tratados (Zy NT - 60,73 + 1,28; La NT -
52,26 £ 1,35; Lb NT - 62,00 + 2,09). Nesse mesmo tratamento (DPI), houve maior (p<
0,0001) produgdo de ROS nos grupos Zy (20,56 + 2,38) e Lb (23,14 + 2,59) em relagdo a

cultura nao estimulada (12,21 + 1,21).

Ao avaliar o efeito dos tratamentos MRS 1754, af-metileno, Suramina ¢ NECA na
producdo de ROS por neutréfilos estimulados com zimosan A, foi observado que apenas o
NECA (52,40 + 1,86) foi capaz de reduzir o nivel de sintese de ROS, quando comparado ao
grupo ndo tratado (NT - 60,73 + 1,28, p=0,0020) (Figura 15Zy).

Nas culturas estimuladas com L. amazonensis (Figura 17-La), foi observada reducao
na sintese de ROS pelo grupo tratado com af-metileno 44,48 + 2,37, p= 0,0117) e aumento
pelo grupo tratado com Suramina (59,66 = 2,42, p= 0,0169), quando comparados ao grupo
estimulado ndo tratado (52,26 + 1,35). Além disso, os resultados mostraram diferenga nos
niveis de producao de ROS entre os tratamentos no qual o grupo tratado com Suramina (59,66
+ 2,42) apresentou maior producdo de ROS quando comparado aos demais tratamentos (MRS
1754 - 46,91 + 4,27, p=0,0251, af-metileno - 44,48 + 2,37, p= 0,0004 ¢ NECA - 46,14 +
4,43, p=0,0124) (Figura 15La).



Na Figura 15Lb, que demonstra a sintese de ROS em neutréfilos estimulados com L.
braziliensis, pode-se observar reducdo na sintese de ROS pelos grupos tratados com MRS
1754 (52,96 £ 2,15, p= 0,0100), af-metileno (49,76 + 1,49, p= 0,0002) e Suramina (53,27 +
2,18, p=0,0108), quando comparados ao grupo nao tratado (62,00 £ 2,09).

Ao comparar os niveis de ROS induzidos por um mesmo tratamento na presenga dos
diferentes estimulos (zimosan A, L. amazonensis e L. braziliensis), foi observado que, no
grupo estimulado com L. amazonensis e tratado com of-metileno houve menor sintese

quando comparado ao grupo estimulado com zimosan A (p=0,0112) (Figura 15).
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Figura 15. Producio de ROS por neutroéfilos, ndo estimulados (NE), ou na presenca de promastigotas de L.
amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy). Os resultados estdo apresentados em graficos de
barra com valores de média e desvio padrio, indicando o percentual de neutréfilos Ly-6G'DCF". Diferentes
condicdes de cultivo foram avaliadas, entre as quais: neutr6filos nao estimulados com Zy, La ou Lb (NE; |:|); ou
neutrofilos estimulados com Zy, La e Lb, na auséncia de tratamento [neutréfilos ndo tratados (NT; )] ou
tratados com: DMSO (DMSO; l); Diphenyleneiodonium chioride (DPI; ) MRS 1754 (MRS, [J); af-metileno
(af; |:|); suramina (Sur; .) ou NECA (NECA, .). As barras conectoras representam diferencas estatisticas
(p<0,05) entre as diferentes condigdes de cultivo em na presenga de um mesmo estimulo. Os simbolos Zy e La,
acima das barras do grafico, indicam diferengas estatisticas (p<0,05) em relacdo as condi¢des de cultivo
estimulada com zimosan A ou com L. amazonensis, respectivamente, para uma mesma condi¢do de tratamento.



5.6 - Avaliacio dos niveis de Oxido Nitrico (NO) em neutro6filos na presenca de

promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A

A capacidade de L. amazonensis, L. braziliensis ou zimosan A, em induzir a sintese de
NO esta representado na Figura 16. Os resultados mostraram aumento na sintese de NO para
os estimulos com zimosan A (Zy NT - 53,28 £ 0,579, p < 0,0001), L. amazonensis (La NT -
45,77 £ 1,92, p < 0,0001) e L. braziliensis (Lb NT - 55,12 + 1,22, p < 0,0001), quando
comparados ao grupo nao estimulado (NE - 12,40 + 0,816). O tratamento com AG induziu
diminui¢ao (p< 0,0001) da sintese de NO nos grupos zimosan A (19,93 + 141), L.
amazonensis (16,20 £ 2,60) e L. braziliensis (Lb AG - 15,08 + 2,60), quando comparados aos
respectivos grupos nado tratados das culturas estimuladas com Zy, La ou Lb. Ao comparar a
inducdo de NO entre os estimulos, foi possivel observar que tanto zimosan A (Zy NT
p=0,0038) como L. braziliensis (Lb NT - p= 0,0021) apresentaram maior inducao nos niveis

de NO, quando comparados ao grupo La NT.

Avaliando os grupos estimulados com zimosan A (Figura 16Zy), foi observado
reducdo na sintese de NO no grupo tratado com af-metileno (47,12 + 0,5064, p < 0,0001) e
aumento em sua sintese pelo grupo tratado com NECA (64,70 + 1,863, p=0,0002), quando
comparados ao grupo nao tratado (53,28 £ 0,5793). Os resultados dos tratamentos mostraram
que NECA (64,70 + 1,863) induziu maiores niveis de NO quando comparado aos tratamentos
com MRS 1754 (54,80 = 0,5040, p=0,0011), ap-metileno (47,12 + 0,5064, p<0,0001) e
Suramina (52,46 = 0,2462, p=0,0002). Além disso, foi observado que af-metileno induz
menor producdo de NO comparado aos tratamentos com MRS 1754 (p< 0,0001) e Suramina
(p<0,0001).

Na Figura 16La, observou-se que os grupos estimulados com L. amazonensis e
tratados com MRS 1574 (59,47 + 2,410, p= 0,0012), Suramina (58,55 + 2,113, p=0,00012) e
NECA (68,22 + 1,639, p< 0,0001) induzem aumento na sintese de NO pelos neutréfilos
estimulados e ndo tratados (45,77 + 1,922). Ao comparar os tratamentos entre si, pode-se
observar comportamento semelhante ao encontrado nos grupos estimulados com Zimosan,
onde o NECA induziu maiores niveis na sintese de NO, quando comparado aos grupos
tratados com MRS 1574 (p= 0,0184), ap-metileno (p< 0,0001) e Suramina (p=0,0067). O
grupo tratado com af-metileno produziu menores niveis de NO em relagdo aos grupos

tratados com MRS 1574 (p= 0,0062) e Suramina (p=0,0065).



Na Figura 16Lb, nos grupos estimulados com L. braziliensis, apenas o NECA (67,76 +
2,233) induziu aumento de NO quando comparado ao grupo ndo tratado (55,12 + 1,222,
p=0,0006). Em relagdo aos grupos estimulados e tratados, NECA foi capaz de induzir maiores
niveis de NO, comparado aos tratamentos com MRS 1574 (60,02 = 1,956, p=0,0279), af3-
metileno (57,46 £ 1,360, p=0,0053) e Suramina (55,14 + 1,178, p=0,0011).

Ao comparar os niveis de NO induzidos por um mesmo tratamento na presenga dos
diferentes estimulos (zimosan A, L. amazonensis e L. braziliensis) foi observado que, o grupo
estimulado com L. braziliensis e tratados com MRS 1574 apresentou maiores niveis de NO,
quando comparado ao grupo estimulado com zimosan A (p=0,0488). Além disso, pode-se
observar também, que as culturas estimuladas com L. braziliensis e tratadas com of-metileno
apresentaram maiores niveis na sintese de NO, quando comparado aos grupos estimulados

com zimosan A (p=0,0004) e L. amazonensis (p=0,0050) (Figura 16).
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Figura 16. Produc¢do de NO por neutroéfilos, ndo estimulados (NE), ou na presenca de promastigotas de L.
amazonensis (La), L. braziliensis (Lb) ou zimosan A (Zy). Os resultados estdo apresentados em graficos de
barra com valores de média e desvio padrio, indicando o percentual de neutréfilos Ly-6G DCF*. Diferentes
condigdes de cultivo foram avaliadas, entre as quais: neutrofilos ndo estimulados com Zy, La ou Lb (NE; |:|); ou
neutrofilos estimulados com Zy, La e Lb, na auséncia de tratamento [neutrdfilos ndo tratados (NT; )] ou
tratados com: DMSO (DMSO; .); Aminoguanidina (AG; ) MRS 1754 (MRS, D); af-metileno (af; |:|);
suramina (Sur; .) ou NECA (NECA, .). As barras conectoras representam diferengas estatisticas (p<0,05)
entre as diferentes condi¢des de cultivo em na presenca de um mesmo estimulo. Os simbolos Zy e La, acima das
barras do grafico, indicam diferengas estatisticas (p<0,05) em relagdo as condigdes de cultivo estimulada com
zimosan A ou com L. amazonensis, respectivamente, para uma mesma condi¢do de tratamento.



5.7 - Sintese dos resultados

A Figura 20 representa, de forma esquematica, a sintese dos principais resultados
obtidos nesta dissertacdo, destacando para aquelas encontradas em neutréfilos cultivado na

presenca de Leishmania amazonensis (painel esquerdo) ou Leishmania braziliensis (painel

direito).
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Figura 17. Sintese dos resultados obtidos pela interacio in vitro entre neutrdéfilos e L. amazonensis ou L.
braziliensis. Na regido superior da figura estdo as diferencas observadas pelos neutrofilos estimulados por L.
amazonensis (painel esquerdo) ou L. braziliensis (painel direito) em relag@o aos neutrdfilos ndo estimulados. Na
regido intermediaria, encontram-se ilustradas as diferencas decorridas, na sintese de ROS e NO, pelos neutrofilos
estimulados com L. amazonensis (painel esquerdo) ou L. braziliensis (painel direito) e tratados com MRS 1754,
af-metileno, suramina ¢ NECA, em relagdo a cultura ndo tratada e estimulada. Na regido inferior, estdo
representadas as diferencas observadas entre as espécies de Leishmania avaliadas neste trabalho.



6 - DISCUSSAO

Os efeitos da infecgdo por parasitos do género Leishmania na sobrevivéncia € no
perfil de ativacdo fenotipico/funcional de neutréfilos sao dependentes de fatores como a
espécie do parasito, de seu estadgio de desenvolvimento, bem como, do modelo utilizado para
o estudo (ensaios in vitro, in vivo, espécie e linhagem do modelo experimental que pode ser
susceptivel ou resistente a infecgdo), como revisado por Ribeiro-Gomes & Sacks, (2012).

Os neutrofilos sdao células de vida curta que podem prejudicar a eliminagdo do
parasito, uma vez que podem ser fagocitados por macréfagos, sem ativar os mecanismos
leishmanicidas, favorecendo assim a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro (Laskay et al.,
2003; Afonso et al., 2008; John & Hunter, 2008; Peters et al., 2008; Novais et al., 2009).
Ribeiro-Gomes et al. (2004) mostraram que a interacdo in vitro entre macrofagos infectados e
neutréfilos apoptoticos pode alterar o desfecho da infec¢do por L. major, uma vez que em
animais suscetiveis, ocorre um aumento da carga parasitaria, enquanto em animais resistentes,
ocorre um aumento da produgdo de TNF-a, resultando na morte do parasito. Além disso, estes
autores mostraram que a deplecao de neutréfilos in vivo leva ao aumento na carga parasitaria
em camundongos C57BL/6 (Ribeiro-Gomes et al., 2004). Ribeiro-Gomes et al. (2012)
mostraram, in vivo, que células dendriticas reduzem a expressao de marcadores de ativagdo e
a capacidade de apresentagdo do antigeno apds a fagocitose de neutrdfilos
apoptoticos/infectados por Leishmania major. Cabe ressaltar que os nossos resultados
mostraram que ndo houve alteracdo na viabilidade de neutréfilos apos 3 horas de cultura,
independente do estimulo utilizado, bem como nos tratamentos empregados para avaliagdo do
papel dos receptores purinérgicos na resposta imune (Figura 11). Deste modo, fica evidente
que as alteracdes em diferentes biomarcadores avaliados neste estudo nao sao decorrentes da
perda de viabilidade dos neutrofilos, mas do tipo de estimulo (zimosan A, L. amazonensis ou
L. braziliensis) ou tratamento (MRS, af-metileno, suramina, AG, NECA, DPI).

Neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem para o local da infec¢do (Beil ef al.,
1992; Tacchini-Cottier et al., 2000; Peters et al., 2008), sendo capaz de fagocitar e destruir o
parasito (Awasthi et al., 2004). No presente trabalho foi possivel demonstrar a capacidade de
interagdo entre L. amazonensis e L. braziliensis com os neutrofilos, por até trés horas de
cultivo celular (Figura 12). Além disso, diferentes estudos empregando parasitos marcados (L.
major ou L. donovani), por citometria de fluxo, mostraram que neutréfilos sdo as células
predominantemente infectadas apos as primeiras horas de infeccdo, na derme da orelha de

camundongos (Peters et al., 2008; Thalhofer et al., 2011; Ribeiro-Gomes et al., 2012).



O presente estudo demonstrou que neutrofilos interagem com diferentes espécies de
Leishmania de maneira distinta, de modo que foi observado que neutrofilos interagem mais
com L. braziliensis quando comparado a L. amazonensis, nos tempos de 1h e 3h de cultivo. Ja
na interacao de neutrofilos com L. amazonensis, foi observado semelhanga entre os tempos de
2 e 3 horas, ao passo que esses dois tempos demonstram interagdo maior ao tempo de 1 hora.
Os resultados obtidos estdo em consenso aos encontrado por Batista ef al. (2013), que além de
observar esse mesmo perfil para L. amazonensis e L. braziliensis em cultivos in vitro de 3
horas, demonstraram também que a interagdo de neutrdfilos com L. major ¢ menor comparado
as duas espécies citadas. Em estudo de Figueiredo (dados ndo publicados) utilizando células
dendriticas de C57BL/6, foi observado comportamento oposto ao do presente estudo, no qual
a interagdo entre L. amazonensis e as células dendriticas € superior ao observado para a
interacdo dessas mesmas cé€lulas em relagdo a L. braziliensis. Silva-Junior et al (2014),
mostraram que macrofagos humanos possuem um perfil de infecgdo também distinto do
observado no presente estudo, sendo essas células mais infectadas por L. amazonensis do que
por L. braziliensis. Dados recentemente obtidos pelo nosso grupo (Faria et al, dados ndo
publicados) mostraram que neutrofilos humano possuem perfil de interagdo com L.
amazonensis € L. braziliensis semelhante ao encontrado no presente estudo. Em um estudo
com células dendriticas, Colmenares et al. (2004) mostraram que o CD209 presente em
células dendriticas seria o responsavel por reconhecer as formas promastigotas e amastigotas
de L. infantum ou L. pifanoi, mas o CD209 nado interagiu com formas promastigotas
metaciclicas de L. major. Além disso, a ligacdao entre Leishmania e a célula dendritica, via
receptor CD209, mostrou ser independente de LPG. Vale ressaltar que esse trabalho mostrou
que o receptor presente em células dendriticas apresenta afinidade variavel entre diferentes
espécies de parasito, o que reflete diretamente no estabelecimento e direcionamento da
resposta imune. Considerando o exposto, pode-se sugerir que também exista em neutrdfilos
algum receptor semelhante ao descrito por Colmenares et al. (2004), que poderia explicar a
distinta capacidade fagocitica de neutrofilos frente a infeccdo por diferentes espécies de
Leishmania. Além disso, outros fatores como caracteristicas particulares das espécies de
Leishmania, além do modelo experimental empregado nesse trabalho poderiam influenciar
nessa distinta capacidade fagocitica.

Nucleotideos e nucleosideos extracelulares sdo capazes de afetar a ativacdo e a
migracdo celular. Neste sentido, diferentes trabalhos mostraram que o ATP extracelular induz
a maturacdo de células dendriticas e a ativagdo de linfécitos TCD4" do tipo 1, enquanto a

adenosina inibe a ativacdo de células dendriticas e a producao de citocinas pro-inflamatorias



por estas células (La Sala et al., 2001; Panther ef al., 2003; Hofer et al.,). O ATP extracelular
¢ acumulado em situacdes de injuria celular ou infeccdo, e ¢ considerado um “sinal de perigo”
(La Sala et al., 2003). A liberagdao de ATP pode ser mediada por receptores P2X7, que nao
somente sinalizam concentracoes extracelulares dessa molécula, mas também estdo
envolvidos com a sua secrecao (Pellegatti et al., 2005). Interessantemente, estudo de Chaves
et al., (2009) mostraram que L. amazonensis aumenta a expressdo do receptor P2X7 em
macrofagos murinos. Ledderose et al. (2015) demonstraram que a liberacdo do ATP pelos
neutrdfilos € dependente da sua produgdo pelas mitocondrias, sendo que a localizagdo dessas
organelas se d& proximo ao local de liberacao do ATP.

Na superficie de células de mamiferos hd enzimas que regulam as concentragdes
extracelulares de ATP e adenosina. Essas enzimas sdo denominadas ENTPDase (CD39) e sdo
responsaveis pela hidrolise do ATP e ADP em AMP, e a 5’-nucleotidase (CD73), que
converte o AMP em adenosina (Berchtold ef al., 1999; Bours et al., 2006). Estudo de
Mahamed et al. (2015), utilizando animais C75BL/6 CD73" infectados por Toxoplasma
gondii, fizeram observagdes relevantes sobre o papel e importancia da 5'-nucleotidase para o
animal perante a infec¢do. Estes autores relataram queda na sobrevivéncia e perda de peso dos
animais CD737, bem como aumento de mediadores inflamatérios como NO, IFN-y e TNF-q,
demonstrando a importancia de elevadas concentragdes de adenosina extracelular para um
perfil de resposta imune menos proé-inflamatoria. Curiosamente, os dados obtidos no presente
estudo, demonstraram que o percentual de neutréfilos que expressam tanto a CD39, bem
como a CD73, ¢ independente da condicdo de cultivo realizada (Figuras 13A e 13C). De
forma interessante, Figueiredo et al. (2012), demonstraram que células dendriticas infectadas
com L. amazonensis e L. braziliensis ndo variam a expressdo dessa enzimas em sua
superficie. Entretanto, estes autores relataram que o aumento da expressao de CD39 e CD73
por células dendriticas infectadas por L. amazonensis e L. braziliensis (Figueiredo et al.,
2012). Reutershan et al. (2009) demonstraram a importancia das enzimas CD39 e CD73 no
recrutamento de neutréfilos para os pulmdes em animais estimulados com LPS, indicando que
a auséncia dessas enzimas resultaria em aumento de infiltrado por neutréfilos no intersticio
pulmonar e espaco broncoalveolar.

Nos resultados obtidos no presente estudo, o percentual de expressao das enzimas ¢
invaridvel perante as condi¢gdes de cultivo. Dessa forma, uma abordagem de andlise, através
da Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF), foi realizada permitindo avaliar a quantidade
média dessas enzimas por neutréfilo. Essa abordagem demonstrou que ndo ha alteracao na

quantidade de CD39 em neutrofilos considerando as diferentes condi¢des de cultivo. Por



outro lado, esta abordagem demonstrou maior expressao de CD73 em neutrofilos estimulados
por L. amazonensis, em relagdo aos neutréfilos ndo estimulados (Figura 13D).

O proximo passo realizado foi avaliar a participagdo dessas mesmas enzimas na
degradacao do ATP, ADP e AMP, através da deteccdo de Pi (Fosforo inorganico) (Figura 14).
Mesmo ndo havendo diferenga na expressdo da CD39, a degradagdo do ADP gerou maior
liberacdo de Pi pelos neutrofilos estimulados com L. amazonensis ou L. braziliensis, em
relacdo a cultura ndo estimulada. Curiosamente ndo houve diferenca na degradacdo do ATP
(independente do estimulo utlizado), que seria realizado pela enzima CD39. Este fato poderia
ser justificado por uma possivel presenga de receptores de ATP, em quantidade superior aos
de ADP, de forma que a quantidade de ATP disponivel para a CD39 seria reduzida. Por outro
lado, a degradacdo do AMP foi superior pelos neutréfilos estimulados com L. amazonensis
em relacdo as demais condi¢des de cultivo (cultura ndo estimulada, zimosan A ou L.
braziliensis; Figura 14). Este resultado poderia estar relacionado ao aumento da expressao da
enzima CD73 (Figura 13D) que ¢ induzido pelo cultivo de neutréfilos com L. amazonensis
(Figura 14), resultando em maior atividade enzimatica, ao se utilizar o substrato AMP (Figura
15), nesta condi¢ao de cultivo. Figueiredo et al. (2012) observaram que células dendriticas
infectadas por L. amazonensis e L. braziliensis sdo capazes de aumentar a degradagdao de ATP
e ADP, porem sdo incapazes de alterar a degradagdo do AMP.

Neutrofilos sdo classicamente conhecidos pela liberagdo dos produtos da explosdo
respiratoria induzido pela fagocitose (Chang, 1981; Pearson & Steigbigel, 1981). A produgao
de ROS e NO esta diretamente ligada a capacidade fagocitica de neutréfilos, bem como, a sua
capacidade em eliminar patégenos (Horta et al., 2011; Charmoy et al., 2007). Com o objetivo
de avaliar a resposta imune funcional de neutrdfilos, foi realizada a andlise da expressao
intracelular de ROS e NO por neutrofilos infectados por diferentes espécies de Leishmania,
apo6s 3 horas de cultivo. Os resultados obtidos demonstram que tanto L. amazonensis como L.
braziliensis sdo capazes de induzir neutréfilos a produzirem ROS e NO (Figuras 15 e 16,
respectivamente). E importante ressaltar que a interacdo dos neutrofilos com L. braziliensis
foi capaz de produzir niveis mais altos tanto de ROS quanto de NO, em comparagdo ao
estimulo por L. amazonensis. Apesar dos poucos estudos disponiveis mostrando a produgao
de ROS e NO por neutrofilos infectados por diferentes espécies de Leishmania, vale destacar
que estudo de Charmoy et al. (2007) mostraram que a produgdo de NO por neutrofilos de
camundongos C57BL/6 cultivados na presenca de formas metaciclicas de L. major estava
relacionado a um perfil de protecao a infeccdo. Além disso, Rousseau et al. (2001) e

McFarlane et al. (2008) mostraram que neutrofilos de camundongos BALB/c induzem a



morte do parasito e auxiliam no estabelecimento de uma resposta protetora na infec¢ao por L.
donovani ou L.infantum através da producdo de ROS e NO. Desta forma, esses trabalhos
mostraram que neutrdfilos fagocitam mais L. braziliensis e sdo capazes de produzir mais ROS
e NO, quando comparados a infec¢do por L. amazonensis ou L. major. Neste sentido, os
dados obtidos no presente estudo permitem especular que neutrofilos possuem papel
importante no controle da infec¢do por L. braziliensis, dependente de NO e ROS.

A fim de determinar a possivel participacdo dos receptores purinérgicos na resposta
imune anti-Leishmania, mediante a deteccdo dos niveis de producdo de ROS e NO, foram
utilizados compostos quimicos que atuam seletivamente nesses receptores (MRS 1754, af3-
metileno, suramina ¢ NECA). No presente estudo, a adigdo do MRS 1754, antagonista dos
receptores Asp, as culturas de neutrofilos com L. amazonensis ou L. braziliensis, promoveu
aumento da producdo de NO e na presenca de L. braziliensis (Figuras 15 e 16). Estudos de
Kreckler et al. (2011) demonstraram que a adicdo do MRS 1754 em culturas de macréfagos,
na presenga de trés diferentes estimulos (LPS, zimosan e A23187), ndo foi capaz de induzir
modifica¢des na sintese de TNF-a, citocina pré-inflamatoria que atua na ativacao da producgao
de NO. De maneira semelhante, Batista ef a/. (2013) ndo observaram diferenca na indugao de
TNF-a por neutrofilos infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis. Alves et al. (2014)
observaram que mondcitos de pacientes portadores de LT, apds tratamento, produziram
maiores niveis de TNF-a e NO, em relagdo aos mesmo pacientes antes do tratamento.

A adi¢do do oap-metileno, bloqueador da atividade de CD73, as culturas de
neutréfilos estimulados com L. amazonensis ou L. braziliensis, apresentaram redugdo na
produgdo de ROS, em ambas as culturas (Figuras 15 e 16). Estudo de Beavis et al. (2012) e de
Regateiro et al. (2011) mostraram que a expressdo de CD73 ¢ upregulated por fatores pro-
inflamatérios como IFNs, TNF-a e IL-1B. Por sua vez, o bloqueio da enzima CD73 pelo af3-
metileno, pode levar a célula a um perfil de resposta imune pro-inflamatoério, com sintese dos
fatores anteriormente citados, devido ao aumento da concentragdo de AMP no ambiente
extracelular. Nesse sentido, o bloqueio de CD73 e consequente aumento de AMP, pode levar
a célula a expressar mais CD73 afim de promover a redugdo de AMP extracelular e evitar os
possiveis danos ocasionados por uma resposta inflamatoria, como os observados em lesdes
mucosas causadas por L. braziliensis. Neste sentido, o estimulo do aumento de expressdo de
CD73 poderia levar a degradagdo do AMP gerando elevados niveis de adenosina, por sua vez
ativando os receptores Aza € Azp, gerando uma resposta anti-inflamatoria.

Outro composto quimico empregado no presente estudo foi a suramina, antagonista

dos receptores P2X e P2Y. A atuagdo da suramina nesses receptores ocorre pelo bloqueio da



associacdao das subunidades alfa e beta gama da proteina G (Chung & Kermode, 2013). A
suramina possui importancia médica, sendo utilizada na redu¢do da proliferacdo de tumores,
na reducdo de alguns fatores de crescimento incluindo Fibroblast Growth Factor (FGF), e
Platelet-derived Growth Factor (PGDF). Além disso, possui atividade antiprotozoarios e
antihelmintica, com efeito na Tripanossomiase Humana Africana (Darsaud et al., 2004) e
Oncocercose (Anderson & Fuglsang, 1978), respectivamente. Esse farmaco esta incluido na
World Health Organization's List of Essential Medicines (WHO, 2013). Os resultados do
presente estudo demonstraram que na presenga de suramina, os neutrofilos estimulados por L.
amazonensis aumentaram a producdo tanto de ROS, quanto de NO, em relacao as células
estimuladas e ndo tratadas. No entanto, neutréfilos na presenca de L. braziliensis e do
tratamento com suramina, apresentaram diminui¢do na sintese de ROS quando comparado aos
neutrdfilos estimulados e nao tratados (Figura 15). Cabe ressaltar que a presenca de suramina
nas culturas estimuladas com L. amazonensis foi capaz de elevar a sintese de ROS e NO para
niveis semelhantes aos que foram observados no estimulo com L. braziliensis, em relacdo a
cultura ndo tratada (Figuras 15 e 16). Estudos realizados por Pesanti (1978) e Sipka et al.,
(1991) demonstraram que a adi¢ao de suramina em culturas de mondcitos foi capaz de induzir
a fagocitose de Listeria monocytogenes e Saccharomyces cerevisiae. Porém, no estudo de
D’Arcy et al., (1975) foi observado que a presenca de suramina inibiu a fagocitose de
Mycobacterium lepraemurium por macréfagos. Tendo em vista os resultados encontrados por
diferentes autores na fagocitose de diversos microorganismos na presenca de suramina, o
perfil de expressao de ROS e NO encontrados no presente estudo poderia ser explicado por
uma possivel alteragdo na capacidade de neutréfilos interagirem com L. amazonensis ou L.
braziliensis, uma vez que, como ja citado, o perfil de produ¢ao de ROS e NO é comumente
acompanhado pelo perfil na fagocitose. Cabe ressaltar também, que a suramina possui
diferentes mecanismos de a¢do, ndo apenas como agente antagonista dos receptores P2X e
P2Y. Um desses fatores poderia ser o responsavel pelo aumento na sintese de ROS e NO
encontrados nos neutrofilos estimulados com L. amazonensis, uma vez que a reducdo da
ligacdo dos agonistas desses receptores, como o ATP ou AMP, induziria um perfil de resposta
imune anti-inflamatorio, como pode ser observado para os cultivos na presenga de L.
braziliensis. Outra hipdtese que pode justificar a indu¢do de um perfil mais pré-inflamatorio
pela L. amazonensis na presenga da suramina, envolve as vias de sinalizagdes que podem ser
ativadas e que possuem como resultado sintese de ROS e NO, uma vez que, ndo apenas os
receptores purinérgicos estao envolvidos na ativagcdo desses produtos. Talvez, a inativacao dos

receptores pela suramina reduza os niveis extracelulares de ROS e NO, e esse fato pode



induzir a célula a ativar ou superativar outras vias de sinaliza¢ao, de modo compensatério, ao
ponto de elevar de forma significativa a produgdo de ROS e NO. Dessa forma, independente
do mecanismo envolvido, o aumento desses produtos sera favoravel a eliminacdo do parasito
de forma mais rapida, porém, in vivo, poderia também levar a destrui¢ao tecidual.

O NECA que ¢ um analogo a adenosina, que se liga de forma agonista aos receptores
A1 e Az Neste estudo, o NECA foi utilizado em uma concentragdo que ¢ capaz de induzir
uma resposta pro-inflamatdria nas células alvos. Neste sentido os resultados da Figura 16
mostram o aumento na sintese de NO pelos neutréfilos na presenga das duas espécies de
Leishmania avaliadas. No entanto, esse efeito ndo foi observado para ROS (Figura 15). van
der Hoeven et al. (2008) mostraram que a produgdo do superoxido em neutrofilos de
camundongos C57BL/6 tratados com NECA estava relacionada ao estimulo utilizado, que
induzia uma expressao diferenciada dos receptores de adenosina. As diferencas observadas no
presente estudo na produgao de ROS e NO pelos neutréfilos estimulados com L. amazonensis
ou L. braziliensis, tratados com NECA, pode se dar pela capacidade dessas duas espécies
modularem, de forma diferente, a expressdo dos receptores envolvidos no reconhecimento do
NECA.

Os resultados observados no presente estudo, em conjunto com os dados obtidos por
Batista et al. (2013), mostraram que L. amazonensis ¢ capaz de induzir os neutrofilos a um
perfil de resposta imune menos inflamatorio em relagcdo aos neutrdfilos estimulados por L.
braziliensis, uma vez que os niveis de produgdao de ROS e NO sdao menores em neutrofilos
estimulados por L. amazonensis. Estes resultados poderiam estar relacionados a uma maior
capacidade da L. amazonensis em se manter no hospedeiro de forma mais “silenciosa”, visto
que induz relacionados a mediadores efetores menos exuberante. Além disso, com estes
resultados podemos especular que pacientes com leishmaniose tegumentar causada por L.
amazonensis poderiam apresentar um perfil mais grave que as formas clinicas causadas por L.
braziliensis. Este fato poderia estar relacionado ao aumento da expressdo de CD73, induzindo
maior degradacdo de AMP, de modo que a concentragdo extracelular de adenosina também
estaria elevada, garantindo um microambiente menos pro-inflamatorio, favorecendo a
multiplicagdo do parasito. Nesse ponto cabe ressaltar que os efeitos promovidos pela
adenosina ¢ dose dependente, sendo que em baixas concentragdes sua acdo € via A e A3z que
possuem maior afinidade pela adenosina em relagdo aos receptores Aza € A2g, que por sua vez
sdo ativados em altas concentracdes de adenosina (Cronstein et al., 1989; Barletta et
al.,2012). E importante mencionar ainda que o aumento intracelular da concentracio de

cAMP, promovido pela ativacdo desses receptores, tem grande importancia na inibicao da



resposta imune (Raskovalova et al., 2005). Logo, o aumento na concentragao extracelular de
adenosina leva a ativagdo dos receptores Axa € Az, que possuem como resultado redugdo no
trafego de neutrdfilos, bem como diminui¢do de suas atividades efetoras como a explosao
oxidativa, produg¢ao de mediadores pro-inflamatorios e liberagdo de granulos. Além dos
efeitos citados, o acelerado metabolismo do AMP reduz sua concentracio no meio
extracelular, podendo levar a uma reducdo na ativagdo dos receptores P2Y e P2X, que por sua
vez possuem um papel pré-inflamatério, podendo ser outro fator de modulacdo da resposta
imune ocasionado por L. amazonensis. Outro ponto que pode embasar essa teoria ¢ 0 aumento
na sintese de NO pelos neutrofilos estimulados por esse parasito na presenga do MRS 1754,
podendo inferir que a adenosina liberada pela CD73 possua como alvo principal os receptores
Azg, alvo de bloqueio do MRS 1754, impedindo-o de ser ativado pela adenosina e nao
gerando resposta imune anti-inflamatoria. Cabe ressaltar que esse resultado causado pelo
MRS 1754 seria desfavoravel a sobrevivéncia do parasito. Outro ponto interessante ¢ que a
ativacao dos receptores A; e Az leva a aumento da quimiotaxia e da atividade fagocitica de
neutrofilos (Cronstein et al., 1989; Barletta ef al. 2012), o que pode justificar a diferenca na
interacao dos neutréfilos estimulados por L. amazonensis e L. braziliensis. Com o acimulo de
adenosina extracelular, haveria menor ativagdo dos receptores Ai ¢ Az, uma vez que a
ativacao dos receptores de adenosina ¢ dose dependente. Consequente haveria redugdo da
fagocitose de L. amazonensis, como observado em relagdo a L. braziliensis, e
consequentemente reducdo dos niveis de ROS e NO, que sdo diretamente relacionados a essa
interacdo. Cabe ressaltar que espécies de Leishmania sdo capazes de degradar ATP, ADP e
AMP, como foi demonstrado por Marques da Silva et al. (2008), sendo que L. amazonensis
possui maior capacidade em degradar ATP, ADP e AMP comparada a L. braziliensis. Esses
dados podem também sustentar a teoria pela qual L. amazonensis usaria o aumento da
adenosina extracelular como rota de fuga dos efeitos leishmanicidas. Diante deste cenario, €
possivel especular que os dados apresentados neste trabalho, poderiam explicar, mesmo que
parcialmente, o motivo pelo qual L. braziliensis poderia causar em humanos a forma clinica
mucosa (altamente pré-inflamatoria), enquanto que a L. amazonensis poderia induzir a forma

clinica difusa da leishmaniose tegumentar (forma anérgica da infecgao).



7 - CONCLUSAO

Os dados coletados no presente estudo possibilitaram demonstrar diferengas na
interag¢do neutrédfilo e L. amazonensis ou L. braziliensis, ao avaliar diferentes biomarcadores.
Neste sentido, a maior interagdo de L. braziliensis com os neutrofilos, ao se comparar com L.
amazonensis, pode ter favorecido uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio e
oxido nitrico. Por outro lado, a presenca de L. amazonensis em cultivo, induziu em neutréfilos
o aumento da expressdao de CD73, resultando em maior atividade enzimatica, no que diz
respeito a degradagdo do AMP. Assim, haveria um aumento de adenosina, que poderia
contribuir para um microambiente menos pro-inflamatério durante a infeccdo por L.

amazonensis em neutrofilos, ao se comparar pela infecgdo por L. braziliensis.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 265 / 2014, relativo ao projeto intitulado “Avaliagdo in vitro da resposta imune e
dos receptores purinérgicos em neutrdfilos infectados por Leishmania sp, de camundongos C57BL/6”, que tem
como responsavel Rodolfo Cordeiro Giunchetti, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacio
Animal, adotados pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
02/12/2014. Este certificado espira-se em 02/12/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 265 / 2014, related to the Project entilted “In vitro evaluation of immune
response and purinergic receptors in neutrophils infected with Leishmania sp, from C57BL/6 mice”, under the
supervision of Rodolfo Cordeiro Giunchetti, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was
approved in 02/12/2014. This certificates expires in 02/12/2019.

Cleuza Maria de Faria Rezende
Coordenador(a) da CEUA/UFMG
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