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RESUMO
A leishmaniose é uma doenca negligenciada que afeta diversos paises na Africa,

Asia e América Latina, incluindo o Brasil, e estd associada a condicdes como
desnutricdo, deslocamento populacional, moradia precaria, sistema imunologico
enfraquecido e escassez de recursos. A infeccdo ocorre por meio da picada de
flebotomineos, que depositam promastigotas metaciclicas no local da lesédo. Estas
formas sao fagocitadas principalmente por macréfagos, onde diferenciam em
amastigotas e estabelecem a infeccdo. Mas outras células como células dendriticas,
neutrofilos e fibroblastos também participam deste processo. Apds a cura clinica
inicial, a eliminagao completa do parasito ndo ocorre, e manifestagcbes mais graves
podem surgir devido a disseminagdo do parasito no organismo. Um fator de
viruléncia importante envolvido na regulacdo da resposta imune e na infecgcado de
macrofagos por promastigotas e amastigotas de Leishmania é a fosfatidilserina (PS).
Este estudo buscou avaliar o papel da PS na infecgao de fibroblastos e neutréfilos,
bem como seu envolvimento na disseminacao da doenca. /n vitro, observamos que o
bloqueio de PS diminui a infecgdo de fibroblastos o que esta relacionado a um
aumento da producgao de Oxido nitrico por essas células. Nao observamos alteracoes
na infecgcao de neutréfilos nesse modelo. Em experimentos de infecgao intravenosa
com tratamento sistémico dos animais com anticorpos anti-PS observamos que o
anticorpo anti-PS Fab reduziu a carga parasitaria no bago, diminuiu o tamanho e a
disseminacdo das lesdes cutaneas, bem como suprimiu a expressao de IL-10 e
TGFB em esplendcitos. Estes achados sugerem que a PS desempenha um papel
relevante na infecgao dos fibroblastos, células importantes no processo de laténcia e
disseminacao de L. amazonensis, bem como na disseminacao do parasito, devido a
modulagao de citocinas anti-inflamatérias cruciais para a visceralizacdo do parasito e
a reducdo da carga parasitaria no bago. O bloqueio eficaz da PS pode ser uma
estratégia promissora para modular a resposta imune e proteger contra a
disseminagao do parasito.

Palavras-Chaves: Leishmania amazonensis, fosfatidilserina, fibroblastos,

neutrdfilos, disseminagao.



ABSTRACT
Leishmaniasis is a neglected disease that affects several countries in Africa, Asia

and Latin America, including Brazil, and is associated with conditions such as
malnutrition, population displacement, precarious housing, weakened immune
systems and scarcity of resources. Infection occurs through the bite of sandflies,
which deposit metacyclic promastigotes at the site of the lesion. These forms are
phagocytosed mainly by macrophages, where they differentiate into amastigotes and
establish the infection. But other cells such as dendritic cells, neutrophils and
fibroblasts also participate in this process. After the initial cure, complete elimination
of the parasite does not occur, and more serious manifestations may arise due to the
spread of the parasite in the body. An important virulence factor involved in the
regulation of the immune response and the infection of macrophages by Leishmania
promastigotes and amastigotes is phosphatidylserine (PS). This study sought to
evaluate the role of PS in the infection of fibroblasts and neutrophils, as well as its
involvement in the dissemination of the disease. In vitro, we observed that blocking
PS reduces the infection of fibroblasts, which is related to an increase in the
production of nitric oxide by these cells. We did not observe changes in neutrophil
infection in this model. In intravenous infection experiments with systemic treatment
of animals with anti-PS antibodies, we observed that the anti-PS Fab antibody
reduced the parasite load in the spleen, decreased the size and dissemination of skin
lesions, as well as suppressed the expression of IL-10 and TGF in splenocytes.
These findings suggest that PS plays a relevant role in the infection of fibroblasts,
important cells in the process of latency and dissemination of L. amazonensis, as
well as in the dissemination of the parasite, due to the modulation of
anti-inflammatory cytokines crucial for the visceralization of the parasite and reducing
parasite load in the spleen. Effective PS blockade may be a promising strategy to
modulate the immune response and protect against parasite dissemination.
Keywords: Leishmania amazonensis, phosphatidylserine, fibroblasts, neutrophils,

dissemination.
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1 -INTRODUGAO

A leishmaniose, uma doenga endémica e negligenciada, € uma preocupagao
global identificada pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em 99 paises,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Estima-se que
1 bilhdo de pessoas vivam em area de risco e que anualmente sdo diagnosticados
aproximadamente 30 mil novos casos de leishmaniose visceral (LV) e mais de 1
milhdo de novos casos de leishmaniose cutanea (LC) (RUIZ-POSTIGO et al., 2022,
(WHO, 2023). Essa doengca apresenta uma ampla variedade de manifestacoes
clinicas, variando em niveis de complicacdo de severidade. A OMS classifica as
formas clinicas em humanos em leishmaniose visceral (LV) também denominada
calazar, cutanea (LC), mucosa (LM), difusa (LCD), disseminada (LD) e pés-calazar
(LPC) (WHO, 2010)

A infeccdo geralmente comega com uma lesado ulcerativa no local da picada do
vetor. Em muitos casos, essa lesdo pode cicatrizar espontaneamente ou através de
tratamento quimioterapico, porém nao envolve a cura parasitoldgica do hospedeiro.
A presengca continua de parasitos apdés a cicatrizagcdo esta associada ao
reaparecimento das feridas e ao desenvolvimento de manifestagdes clinicas mais
graves, exigindo tratamentos dificeis e dispendiosos, como no caso de Leishmaniose
recidiva cutis (LRC), LCD e LM. Fatores que comprometem o sistema imunoldgico,
como transplantes de érgaos e infecgao pelo virus da imunodeficiéncia, aumentam o
risco de infeccdo e suas formas mais graves. Durante a fase crbnica da
leishmaniose, alguns elementos do sistema imunoldgico, como as células T CD4*, e
agentes como interleucina (IL) - 12, interferon-gama (IFNy) e a éxido nitrico sintase
induzida (iNOS), conseguem controlar o crescimento dos parasitos e a infecgdo. No
entanto, qualquer falha nessa resposta durante a fase latente leva ao crescimento
dos parasitos e ao reaparecimento das lesdes (Corréa Soares et al., 2020; Leon et
al., 1992; Silveira, 2019).

Durante a fase latente, o parasito tende a se proliferar pouco, e os fibroblastos
sdo as principais células onde a infeccao persiste, devido a sua baixa capacidade
microbicida. A persisténcia dos parasitos apds a cura clinica representa desafios
significativos para a evolugdo clinica, epidemiolégica e controle da leishmaniose.

Isso é especialmente problematico em relagéo aos pacientes imunocomprometidos e
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areas de transmissao ativa, pois a relagao entre eles ainda ndo € completamente
compreendida (HALDAR et al., 2020).

A fungdo protetora ou patogénica dos neutrofilos na infecgdo ainda ndo esta
claramente definida e esta relacionada com a espécie do parasito (Scorza; Carvalho;
Wilson, 2017). Quando infectados com L. major, neutréfilos sdo considerados o
"cavalo de Troia" da infeccédo, facilitando de forma indireta e silenciosa a entrada dos
parasitos nos macrofagos. Na infecgao de L. amazonensis, os neutréfilos ndo sao
capazes de eliminar o parasito, que por sua vez, induz a morte celular dessas
células (van Zandbergen et al., 2004; Xin et al., 2010).

A fosfatidilserina (PS) € um fosfolipidio presente em membranas celulares de
eucariotos e procariotos, desempenhando um papel fundamental na sinalizacéo
celular, estrutura, manutencgao, fluidez e permeabilidade seletiva da bicamada . Além
das fungbdes estruturais, a PS desempenha um papel crucial em varios processos
celulares, incluindo a manutencdo do potencial elétrico das membranas, o
recrutamento e ativacdo de enzimas e componentes estruturais, bem como a
sinalizagcdo de corpos apoptéticos para a fagocitose(Vance; Steenbergen, 2005).
Quando células apoptéticas com PS expostas sao fagocitadas, provocam uma
mudanga nos macréfagos incluindo a produgao de citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10, fator de transformacdo do crescimento beta (TGFB) e prostaglandina E,
(PGE,) (Freire-de-Lima et al., 2006; Vance; Steenbergen, 2005).

Protozoarios como Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii e L. amazonensis
possuem a capacidade de expor PS em suas membranas externas, um mecanismo
conhecido como mimetismo apoptético. Esse fendbmeno suprime a resposta
inflamatdria local, permitindo o estabelecimento e disseminagdo da infecgao
(Balanco et al., 2001; Damatta et al., 2007; Seabra; de Souza; Damatta, 2004).

A exposicéo da PS na superficie de L. amazonensis ocorre de maneiras distintas
nas formas evolutivas do parasito. As promastigotas que expdem PS sdo aquelas
em morte apoptética, resultado de condigbes adversas como falta de nutrientes e
alteracbes de temperatura. Por outro lado, as promastigotas viaveis, responsaveis
pelo estabelecimento da infecgdo, ndo exibem PS na superficie. Entretanto, a
presenga de promastigotas apoptéticas PS-positivas € crucial para o
estabelecimento da infecgcao (Wanderley et al., 2009). As formas amastigotas, que

sdo as formas intracelulares do parasito, apresentam PS na membrana de forma
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constitutiva, sendo viaveis e capazes de iniciar a infecgdo, sem exibir sinais de
apoptose (Wanderley et al., 2006). O mecanismo exato de como o PS é exposta nas
amastigotas ainda ndo é completamente compreendido, mas ha suspeitas de que
envolve o sequestro da membrana da célula hospedeira, sinalizagdo apoptética
residual ou um processo desconhecido de resgate da morte por apoptose
(Wanderley et al., 2006, 2009).

A exposicao de PS nas duas formas de Leishmania modula a resposta imune do
hospedeiro, facilitando a infecgdo e a progressdo da doenca. As promastigotas
PS-positivas regulam negativamente a produgdo de Oxido nitrico (NO) nos
macrofagos que fagocitam promastigotas PS-negativas, permitindo a entrada,
sobrevivéncia e diferenciagcdo das promastigotas nos macrofagos. Nas amastigotas,
o PS na superficie ndo apenas controla a producdo de NO nos macréfagos
infectados, mas também induz a producdo de citocinas anti-inflamatérias como
IL-10, TGFB e PGE,, suprimindo assim a resposta inflamatéria local (Balanco et al.,
2001).

Adicionalmente, a quantidade de PS exposta na superficie das amastigotas pode
influenciar a manifestagao clinica da doenga, sendo maior em casos de LCD em
comparagao com a LC em pacientes. Isso sugere que o PS desempenha um papel
na modulagao da resposta inflamatéria e na determinagao da gravidade da infecgéo
no hospedeiro (Franca-Costa et al., 2012). Em modelos de infecgdo em
camundongos é clara a relagao entre a exposi¢cao de PS e a gravidade da doenca.
Camundongos suscetiveis a infec¢cdo modulam positivamente a exposigdo de PS em
amastigotas e esta exposi¢ao € diretamente proporcional a capacidade infectiva do
parasito. Isto ocorre devido a uma modulagéo imunoldgica, associada a capacidade
de macrofagos infectados expressarem concomitantemente iINOS e arginase |,
criando um ambiente onde os parasitos sofrem o estresse necessario para induzir a
exposicao de PS (Wanderley et al., 2019).

A infecgao por L. amazonensis esta associada, primariamente, com casos de LC.
No entanto, esta espécie € uma das Unicas capazes de estabelecer infecgoes
cutédneas mais graves (LCD, LD e LMC), assim como promover visceralizagdo
(Aleixo et al., 2006; Barral et al., 1991; Guerra et al., 2011; Souza et al., 2018). Em
muitos destes casos, os pacientes tém resposta imunoldgica insuficiente, mesmo

sem indicagcbes claras de imunodeficiéncia. Acredita-se que caracteristicas
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intrinsecas desta espécie do parasito estejam associadas a esse fenbmeno. Deste
modo, avaliamos alguns aspectos da disseminagdo e laténcia da infec¢cdo na

presenga de anticorpos que bloqueiam a sinalizagao via PS.
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2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1 - LEISHMANIOSE

A leishmaniose se caracteriza como um conjunto de manifestagdes clinicas
ocasionadas por parasitos do género Leishmania. Mundialmente é uma das dez
principais doengas tropicais negligenciadas. Os casos sdo amplamente distribuidos
geograficamente, com distribuigdo principalmente na zona tropical e subtropical do
globo. Endémica em 99 paises, sendo que 89 paises sdo endémicos por LC, 80
paises endémicos por LV, e 71 paises endémicos para ambas as formas clinicas
(PAHO,2023).

Atualmente estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas
endémicas ou areas de risco de infeccao e que ocorra 30.000 novos casos de LV e
mais de 1 milhdo de novos casos de LC anualmente (WHO, 2023).

E uma zoonose e a transmissdo ocorre através da picada de flebotomineos. As
manifestacdes sao bastantes diversas em niveis de complicac¢des e severidades. Os
principais fatores determinantes das manifestagdes clinicas s&o o estado

imunoldgico do hospedeiro e espécie do parasito envolvido.

2.1.1- Leishmaniose Visceral

A LV é também conhecida como calazar, € a manifestagdo mais grave,
responsavel por altas taxas de mortalidades na auséncia de diagnosticos e
tratamentos adequados. Anualmente ocorrem cerca de 50 mil a 90 mil novos casos,
porém apenas cerca de 25% — 40% de casos sao notificados. Os casos sao
distribuidos por todo o globo e a infeccédo esta presente em 4 continentes, a maioria

dos casos ocorrem no Brasil, leste da Africa e india (Figura 1) (WHO, 2023).
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Figura 1- Estado de endemicidade mundial de leishmaniose visceral, 2021
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Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (2023)

Os casos majoritariamente ocorrem em comunidades pobres e regides rurais,
com registro de peri-urbanizagdo no Brasil. Os surtos de casos estdo associados
com migragao maciga, reassentamento de hospedeiros e desmatamento/destruigao
do habitat de flebotomineos (Chappuis et al., 2007).

As infecgbes de LV podem ser assintomaticas ou sintomaticas. Nos casos
sintomaticos, os sintomas tendem a aparecer apds 2 a 6 meses do inicio da infec¢ao
e consistem, principalmente de episddios irregulares de febre, perda de peso,
anemia, aumento do baco e do figado e caso nao receba o diagndstico e tratamento
adequado, a taxa de mortalidade pode atingir 100% em 2 anos (WHO, 2023).

As principais espécies relacionadas sao L. donovani e L. infantum (L. chagasi),
porém algumas espécies relacionadas com casos de LC também podem visceralizar,
como L. amazonensis (Barral et al., 1991).

L. infantum esta associada com casos na China, Oriente Médio e América do Sul,
e infecta principalmente criangas e individuos imunossuprimidos, o cdo € o principal

reservatorio. L. donovani €& considerada a forma antropondtica, transmitida de
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humano para humano, e estéa relacionada com casos no leste da Africa, Bangladesh,
india e Nepal e afeta todos os grupos (Chappuis et al., 2007).

A patologia da LV esta associada com o aumento da produgédo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatoérias como IL-1, IL-6, IL-12, IFNy e fator de necrose tumoral
(TNF) sugerindo que o resultado clinico desfavoravel ndo esta relacionado com o
direcionamento para uma resposta Th2, mas que outros mecanismos contribuem
para a patogénese. A resposta imune celular tem papel importante no controle da
infeccdo, visto que em casos de desnutricdo ou imunossupressao 0Ss casos
aumentam (Faleiro et al., 2014).

Apds o tratamento farmacolégico e aparentemente seu sucesso, 0 parasito
permanece latente no organismo. A reativacédo da infecgdo pode ser espontanea ou
devido a imunossupressdao das células T CD4+, como novos casos de HIV,
tratamento anti-rejeigcdo de transplantes ou desnutricdo (Murray et al., 2005). Apos a
realizagdo do tratamento € possivel a migragcado do parasito para o tecido conjuntivo

do paciente e que desenvolva LDPC.

2.1.2 — Leishmaniose Cutanea

A LC é a forma mais comum das leishmanioses, causando lesdes ulcerativas na
pele. A taxa de mortalidade é baixa, no entanto, a infecgdo gera impacto econémico
e causa feridas socialmente estigmatizantes (Bennis et al., 2017).

Cerca de 95% dos casos ocorrem nas Ameéricas, bacia do Mediterrdneo, no
Oriente Médio e na Asia Central (Figura 2). Estima-se que ocorra 1 milhdo de novos
casos anualmente em todo o mundo, mas apenas cerca de 200 mil sao relatados a
OMS (OMS, 2023). Os casos em sua maioria ocorrem em paises em
desenvolvimento e estdo relacionados com a pobreza, condigdes insalubres e
inadequadas de habitagbes e desnutricdo (Karimkhani et al., 2016). O aumento da
incidéncia dos casos esta relacionado principalmente com as mudangas ambientais,
como desmatamento, conflitos regionais, migracbes em massa e urbanizagao
(Bahrami; Harandi; Rafati, 2018).
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Figura 2 - Estado de endemicidade mundial de leishmaniose cutanea, 2022

Estados de endemicidade de leishmaniose cutanea mundial,2020
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Os sintomas de LC se desenvolvem apos 2 a 8 semanas de indculo do parasito.
Na maioria das infeccdes na LC, os parasitos permanecem localizados na pele e as
lesdes ocorrem onde o flebotomineo inocula os parasitos. As lesdes tipicas
caracterizam-se inicialmente como uma papula eritematosa e aumenta de tamanho
até tornar-se ulcera. As lesbes geralmente sdo redondas com bordas elevadas.
Podem ser abertas e umidas, sujeitas a infec¢des bacterianas secundarias, cobertas
com exsudatos, ou podem ser secas, com crosta central. Em alguns casos as lesbes
podem ser auto-limitantes sem intervencdo farmacolégica, porém a cicatrizagao é
lenta e pode demorar meses ou anos, podendo ocasionar cicatrizes desfigurantes
(Pearson; Sousa, 1996). A cura da lesdo nao resulta na cura parasitolégica,
podendo encontrar parasitos € DNA dos parasitos apdés anos da cura clinica
(Schubach et al., 1998).

As principais espécies relacionadas com casos de LC s&o divididas pela

distribuicdo geografica em dois grupos: Espécies do Velho Mundo encontradas na
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bacia do mediterraneo, Oriente Médio, Africa e india, e espécies do Novo Mundo,
encontradas nas Américas. As espécies do Velho do Mundo sdo L. major, L.
aethiopica e L. tropica. E as do Novo Mundo s&o L. mexicana, L. panamensis, L.
laisoni, L. brasiliensis, L. guyanensis e L. amazonensis (Pearson; Sousa, 1996).

A cura das lesbes de LC esta associada com a ativagado de células T CD4+
responsivas ao parasito e um perfil misto de producéo de citocinas inflamatéria e

anti-inflamatéria (Da-Cruz et al., 2002).

2.1.3 — Leishmaniose Mucosa

A LM é a complicagdo mais grave da LC, caracterizada pela destruigdo parcial ou
total das mucosas infectadas. Essa manifestacdo pode levar ao comprometimento
significativo da via respiratoria e da estética facial.

A frequéncia da manifestacao é depende do tamanho e numero de leséo, espécie,
viruléncia do parasito, reposta imune do hospedeiro, sexo, idade e estado
nutricional, podendo ser 5% do casos de LC, porém em areas endémicas podem
chegar a 20% (David et al., 1993; Machado-Coelho et al., 2005; Volpedo et al.,
2021).

A principal espécie relacionada com as manifestagdes € L. braziliensis, porém as
espécies L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis (Goto; Lauletta Lindoso,
2012) L. major, L tropica e L. infantum (Alborzi et al., 2013; Cobo et al., 2007;
Marsden, [s. d.]; Shirian et al., 2013) também podem ocasionar LMC.
Aproximadamente 1-10% dos casos de LC progridem para LMC (Scorza; Carvalho;
Wilson, 2017). A LCM pode ocorrer até 30 anos da lesao inicial de LC.

Essa manifestacao é caracterizada por lesdes ulcerativas nasais com perfuragcao
do septo, que podem atingir labios, bochechas, palato mole, faringe, laringe e em
casos mais raros a traqueia e genitalia (PEARSON; SOUSA, 1996). Os principais
sintomas estdo relacionados com os danos ocasionados nas mucosas, COomo
obstrucao nasal, tosse seca e crbnica, rouquidao ou odinofagia (Carotenuto et al.,
2022). Mais de 90% dos casos ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (WHO,
2023).

A patologia da LMC esta relacionada a uma resposta inflamatoéria exacerbada,
representando uma reacgdo de hipersensibilidade a leishmania e seus antigenos.

Quando as lesées de LMC sdo comparadas com lesdes de LC é encontrado maior
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infiltrado inflamatério, maior quantidade de células T CD4+ e CD8+, maior produgao
de IFNy, INOS e granzima A e menor expressao de IL-10 e do receptor de IL-10,
sugerindo assim que hiperativacao in situ nas lesées de LM, ocorre na auséncia da
atividade de IL-10 (Bacellar et al., 2002; Faria et al., 2005).

Quando comparada as outras manifestagdes, a producdo de citocinas, tanto
inflamatdrias quanto anti-inflamatoéria estdo em maiores quantidades nas lesdes de
LMC do que nas lesbes de LC. Sugerindo que a desregulacdo da resposta
inflamatdria encontrada nas lesdes ndo é s6 devido ao aumento de células T, mas
também da rede de citocinas que contribuem para a destruicdo tecidual. Essa
resposta exacerbada pode estar associada ao fato que n&o ocorre cura estéril nas
infeccdes de Leishmania, podemos assim considerar que a superproducado de
citocinas inflamatorias ndo leva a eliminacdo do parasito e sim ao dano do tecido
(Bacellar et al., 2002; Da-Cruz et al., 2002).

2.1.4 — Leishmaniose Disseminada

A LD é uma manifestagdo rara, caracterizada com o aparecimento de dezenas,
podendo chegar a milhares de lesdes cutaneas polimorficas do tipo erupgdes
acneiformes, papulas inflamatorias (erosivas ou crostosas), nédulos e ulceras, em
varias regides do corpo, podendo ocorrer também em mucosas nasais. As lesdes
apresentam baixa carga parasitaria e uma resposta inflamatoria alta contra os
antigenos do parasito. Algumas vezes concomitante com o surgimento das lesdes
ocorrem sintomas sistémicos, como febre e enjoo. O aparecimento das lesdes
ocorre em até 6 semanas apos o aparecimento da lesdo LC inicial (Turetz et al.,
2002).

A maioria dos casos das Américas estdo relacionados com a espécie L.
braziliensis, porém pode ser causada por L. guyanenses, L. panamensis e L.
amazonensis (MS., 2017). Os principais fatores relacionados com o desenvolvimento
de DL é a ocupacéo agricola (Machado; Prates; Machado, 2019).

A DL nao esta associada a imunossupressado dos pacientes, pois € descrita em
pacientes jovens e imunocompetentes que vivem em areas endémicas (Turetz et al.,
2002).
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2.1.5 — Leishmaniose Cutanea Difusa

A LCD é uma rara manifestagao caracterizada disseminacao linfo-hematogénica
periférica de parasitos, com grave comprometimento da pele, com surgimento de
infiltracdo difusas e lesdes indolores e desfigurantes, com aspecto eritematoso
nodular e tumoral e espalham sobre todo o corpo do paciente (Christensen et al.,
2019).

Os pacientes apresentam baixa resposta as tentativas de tratamentos e
resisténcia quimioterapica. Além disso, a negatividade no teste intradérmico de
Montenegro (teste cutdneo utilizado para avaliar a resposta tardia de
hipersensibilidade celular no diagnéstico da leishmaniose tegumentar) é bastante
comum, o que dificulta o diagnodstico e indica auséncia de resposta imune celular
(Silveira; Lainson; Corbett, 2004).

Grande parte dos casos sao oriundos de infecgdes contraidas na infancia,
sugerindo que a imaturidade do sistema imune no momento da infecgdo inicial
possibilita a ocorréncia da manifestacdo. Na maioria dos casos o tratamento
quimioterapico nao € eficiente, o que oportuniza a reincidéncia da doenca (Goto;
Lauletta Lindoso, 2012; Turetz et al., 2002).

A grande maioria dos casos ocorrem nas Américas e Etiopia e as principais
espécies relacionadas com as infecgdes sdo L. mexicana, L. aethiopica e L.

amazonensis (Goto; Lindoso, 2010).

2.1.6 — Leishmaniose Recidiva Cutis

A LRC é uma manifestacdo rara entre as leishmanioses, caracterizada pelo
aparecimento de lesbes em forma de papulas/nddulos que nao ulceram ao redor ou
dentro da cicatriz da lesdo de LC inicial, cerca de 2 anos apoés a cura. Grande parte
dos casos descritos foram considerados crbnicos, sem cura e os tratamentos
tradicionais de leishmanioses nao funcionam (Bittencourt et al., 1993; Momeni;
Aminjavaheri, 1995).

Esta relacionada com um defeito na ativagcdo de linfécitos T, sendo assim
macrofagos infectados nao conseguem eliminar o parasito e as lesdes reaparecem.

(Momeni; Aminjavaheri, 1995).
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Considerada como uma forma hiperérgica das leishmanioses, o0s pacientes
apresentam uma forte resposta de hipersensibilidade ao antigeno, resultando em
pacientes com forte resposta ao teste de Montenegro (Bittencourt et al., 1993).

Histologicamente é caracterizada pela infiltragao difusa de linfocitos, plasmadcitos
e macrofagos, auséncia de necrose e os parasitos estdo em baixa quantidade e as
vezes nao sao encontrados (Bittencourt et al., 1993).

As principais espécies relacionadas sao L. fropica, L. braziliensis e L.
amazonensis (Bittencourt et al., 1993). A manutencdo do parasito nas lesdes pode
estar associado ao tratamento primario incorreto (Gomes et al, 2015) e o
aparecimento das novas lesdes pode estar relacionado com possiveis traumas
locais ou o tratamento com o corticoides (Gangneux et al., 2007; Marovich et al.,
2001).

2.1.7 — Leishmaniose Pés Calasar

A LPC é uma complicacdo dermatolégica que ocorre apds a cura da LV e
apresenta manifestacdes distintas nas regides geogréficas. Na Asia, cerca de 5%
dos pacientes curados de LV desenvolvem LPC, que é caracterizada por lesbes
papulares ndo auto reparaveis, tendéncia a cronificagcao e infiltracdo de células T
CD8+. Por outro lado, na Africa Ocidental, aproximadamente 60% dos casos de LV
progridem para LPC, com lesbes maculares que surgem precocemente ap0s a cura
da LV, sendo caracterizadas pela reativagdo da resposta imunologica e auto
reparaveis.

A patogénese dessas manifestacbes esta relacionada ao tratamento
bem-sucedido da LV, que reativa a resposta imune celular, porém sua manifestagao
difere muito dependendo da genética do parasito e sua localizagcado (Dey; Singh,
2007; Volpedo et al., 2021).

Além das diferencas genéticas da espécie L. donovani, a ocorréncia dessas
manifestacdes esta relacionada as caracteristicas genéticas do hospedeiro. Embora
a LPC n&o seja uma condicédo letal, ela acarreta estigma social e os pacientes sao
reservatorios do parasito, contribuindo assim para a disseminacéo da LV. Portanto,
compreender em detalhes os mecanismos moleculares e celulares envolvidos
nessas manifestagdes é fundamental para uma investigagdo aprofundada nesta area
(Burza; Croft; Boelaert, 2018; Volpedo et al., 2021).
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2.2 — ASPECTOS GERAIS DOS PARASITOS DO GENERO Leishmania

Os parasitos do género Leishmania (Ross, 1903), pertencentes a ordem
Kinetoplastidae, familia Trypanossomatidae (Garnham, 1971), sdo os agentes
etiolégicos responsaveis pela leishmaniose. Atualmente, existem aproximadamente
53 espécies descritas, das quais 31 sao parasitos de humanos, sendo 20
patogénicas (Akhoundi et al., 2016). Caracteristicas biologicas, bioquimicas e
imunologicas sédo determinantes para a divisdo do género em dois grupos:
Euleishmania e Paraleishmania (Cupolillo et al., 2000). O grupo Euleishmania,
composto pelos subgéneros Leishmania e Viannia, abrange as espécies patogénicas
para os seres humanos. O grupo Paraleishmania ndo possui uma classificagao
definida e a maioria de suas espécies ndo s&o patogénicas para os seres humanos.

Parasitos do género Leishmania sdo microrganismos unicelulares flagelados que
apresentam predominantemente reproducdo assexuada por divisdo binaria. No
entanto, ha registros de espécies capazes de realizar reproducédo sexuada no interior
do intestino do vetor inseto (Akopyants et al., 2009). Esses parasitos possuem uma
organela denominada cinetoplasto, que € uma estrutura de DNA mitocondrial sendo
uma caracteristica distintiva da ordem Kinetoplastidae. O cinetoplasto esta contido a
unica mitocéndria do parasito e se localiza onde a bolsa flagelar se associa ao
flagelo (Laurent; Steinert, 1970; Webster; Russell, 1993).

2.2.1 - Ciclo de vida

No ciclo de vida da Leishmania sao observadas duas formas evolutivas distintas:
amastigotas e promastigotas. Essas formas apresentam diferengas bioquimicas e
morfolégicas, além de ocuparem diferentes ambientes celulares e infectar
hospedeiros especificos (Brun; Berens; Krassner, 1976). A forma amastigota é
caracterizada por um corpo celular arredondado, um flagelo curto e interno e
auséncia de mobilidade. Essa forma é obrigatoriamente intracelular e se reproduz no
interior de células fagociticas dos hospedeiros vertebrados, com preferéncia pelos
macrofagos como células hospedeiras. Por outro lado, a forma promastigota possui

um corpo alongado, com um flagelo visivel na regido anterior e com mobilidade.
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Essa forma do parasito reside principalmente no ambiente extracelular, parasitando
o intestino do hospedeiro invertebrado.

Os principais hospedeiros vertebrados da Leishmania sdao mamiferos, incluindo
roedores, edentados, primatas e cdes. E importante ressaltar que os seres humanos
nao fazem parte do ciclo silvestre do parasito, sendo infectados de forma acidental
devido a destruicdo do habitat dos principais hospedeiros (LAINSON et al., 1994).
Os hospedeiros invertebrados sao insetos pertencentes a ordem Diptera, da familia
Psychodidae, nos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomia (Novo Mundo)
(Akhoundi et al., 2016).

Ao se alimentar de um hospedeiro infectado, a fémea do mosquito flebotomineo
ingere macrofagos parasitados ou amastigotas livres, as formas amastigotas sao
liberadas no intestino do mosquito apds a destruicdo dos macréfagos. Apds um
periodo de 6 a 8 horas, ocorre a diferenciagcdo das amastigotas em promastigotas
(Garnham, 1971). Durante a permanéncia das promastigotas no intestino do
mosquito, ocorre um processo chamado metaciclogénese, desencadeado pela
escassez de nutrientes disponiveis. Esse processo resulta em alteragdes celulares e
bioquimicas nos parasitos, como a redugao do corpo celular, o alongamento do
flagelo e o aumento da motilidade. Essas mudangas levam as formas promastigotas
metaciclicas, que sao capazes de infectar células do hospedeiro vertebrado (Sacks;
Perkins, 1984). As promastigotas metaciclicas diferenciadas migram para a regiao
anterior do mosquito, onde s&o aprisionadas em um gel de glicoconjugados
denominado PSG (promastigote secretory gel), produzido pelo préprio parasito
(Rogers; Chance; Bates, 2002). O PSG atua bloqueando a valvula cardia do
mosquito, impedindo a degluticdo das formas parasitarias. Dessa forma, durante
uma nova alimentagao sanguinea, as formas metaciclicas sdo regurgitadas no local
da picada do mosquito, transmitindo-se para o hospedeiro vertebrado (Figura 3)
(Sacks; Noben-Trauth, 2002; Stierhof et al., 1999).
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Figura 3- Ciclo da leishmania: Os insetos flebotomineos s&o infectados ao se alimentarem
de sangue contendo formas amastigotas do parasito. No intestino do vetor, essas formas amastigotas
diferenciam-se em promastigotas, passando por um processo de proliferacdo e diferenciagéo
conhecido como metaciclogénese. Durante uma nova alimentagdo sanguinea, o flebotomineo
infectado regurgita no hospedeiro vertebrado com as formas promastigotas metaciclicas, que séo
rapidamente fagocitadas. Essas promastigotas, preferencialmente dentro dos fagolisossomos de
macréfagos, se diferenciam em amastigotas e se multiplicam até causar a lise do macréfago. As
formas amastigotas podem infectar novos macréfagos, disseminando a infecgdo, ou serem
capturadas em outra alimentagdo sanguinea, dando continuidade ao ciclo (Adaptada de Sacks;
Noben-Trauth, 2002).

A proporcao de promastigotas metaciclicas inoculadas na pele é responsavel pelo
sucesso da infecgao (Giraud et al., 2019). A presenca de componentes salivares dos
flebotomineos e moléculas expostas pelos parasitos desempenha um papel crucial
na sobrevivéncia das promastigotas no microambiente inflamatério e tdxico
encontrado no hospedeiro vertebrado. As endonucleases presentes na saliva dos
flebotomineos sdo capazes de digerir as armadilhas extracelulares formadas pelos
neutrofilos, além de inibir a coagulagdo sanguinea (Chagas et al., 2014). Por sua
vez, o lipofosfoglicano (LPG) exposto na superficie das promastigotas interfere na
ativacao do sistema complemento e na insergao do sistema de ataque a membrana.
A enzima gp63 também desempenha um papel importante, interferindo na ativacao
do sistema complemento e auxiliando na fagocitose do parasito (McGwire et al.,

2002).
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Apoés a infeccdo do hospedeiro vertebrado, as promastigotas metaciclicas séo
rapidamente fagocitadas por células fagociticas residentes e/ou por células que
migram rapidamente da derme ou sangue para o local inflamatério. No interior dos
fagolisossomas, os parasitos se diferenciam em amastigotas, um processo que pode
levar de 1 a 5 dias, dependendo da espécie (Courret et al., 2001). Apds a conclusao
da diferenciagcédo, as amastigotas se multiplicam até que ocorra a ruptura da célula
hospedeira. As amastigotas liberadas sdo entédo fagocitadas por novos macréfagos
adjacentes, estabelecendo e disseminando a infeccdo (Figura 3) (Sacks;
Noben-Trauth, 2002).

2.3 -INTERAGAOQ Leishmania E HOSPEDEIRO VERTEBRADO

As principais células parasitadas s&o fagdcitos profissionais do sistema
imunoldgico, sendo os macréfagos considerados como as células principais, porém
existem relatos de infeccdo em neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e
fibroblastos (Bogdan et al., 2000; Hurrell; Regli; Tacchini-Cottier, 2016; Valigurova;
Kolarova, 2023). Essas células desempenham papel importante na homeostase e na
inflamacgéao, possibilitando a eliminacdo de patégenos e a cicatrizagdo do tecido
hospedeiro. As células possuem receptores fagociticos, como receptores
semelhantes a Toll, receptores de complemento, receptores de Fc-gama, receptores
de scavenger entre outros. Apos a fagocitose, o parasito fica no fagossoma, que se
funde aos lisossomos para a degradagéao hidrolitica e produgao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e nitrogénio (Podinovskaia; Descoteaux, 2015).

Apoés a inoculagdo do parasito as primeiras células a serem infectadas sao os
neutréfilos e os macrofagos residentes, fornecendo abrigo temporario para as formas
de Leishmania durante as primeiras horas de infeccdo. Apds alguns dias, os
parasitos infectam mondécitos inflamatérios, células dendriticas e eosindfilos. As
células dendriticas e os eosindfilos sao importantes para a ativagdo e
direcionamento da resposta imunologica adaptativa contra a Leishmania (da Silva
Marques et al., 2021; Soong, 2008).

Os mecanismos utilizados para o parasito invadir os fagoécitos séo diversos. A
entrada nos macréfagos acontece de forma passiva e € baseada nas interagdes
mediadas por ligante-receptor entre promastigotas e moléculas de superficie do

macréfago (Ueno; Wilson, 2012; Walker et al., 2014). Porém em fibroblasto a
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Leishmania entra de forma ativa, através da motilidade flagelar das promastigotas,
que causa um dano na membrana e leva a formacdo de pseuddpodes

(Cavalcante-Costa et al., 2019; Valigurova; Kolarova, 2023).

2.3.1 — O papel dos neutréfilos na infecgao por Leishmania

Os neutrdfilos sado os leucécitos predominantes na corrente sanguinea,
constituindo cerca de 50% a 70% do total de leucdcitos circulantes em humanos
(Kobayashi; Malachowa; DelLeo, 2017). Diariamente, bilhdes dessas células migram
da medula éssea para a corrente sanguinea e migram em dire¢do aos 6rgaos como
baco, figado e medula éssea, nos quais permanecem por um periodo até sofrerem
morte por apoptose. O periodo de sobrevida das células pode ser de 24 horas,
enquanto em ambientes inflamatérios e infeccionados a apoptose espontanea dos
neutréfilos € adiada e o tempo de vida € prolongado, podendo ser de 7 dias. A
eliminacao dos neutréfilos apoptoticos é efetuada por fagédcitos mononucleares,
processo importante para a manutencdo da homeostase do organismo
(Greenlee-Wacker, 2016; Kobayashi; Malachowa; DelLeo, 2017).

O microambiente do hospedeiro é fundamental para a sobrevivéncia e funcao dos
neutrofilos. A produgao de citocinas, quimiocinas, o contato célula-célula e fatores
quimiotaticos dos microrganismos s&o responsaveis pelo recrutamento e ativagao
dos mondcitos, células dendriticas e linfécitos (Kobayashi; Malachowa; Deleo,
2017).

O adiamento da apoptose esta relacionada com a presenca de moléculas como
citocinas proé-inflamatérias e moléculas bacterianas, incluindo C5a recombinante
humano, fator estimulante de coldnias de granulécitos (G-CSF), fator estimulante de
colonias de granuldcitos-macréfagos (GM-CSF), IL-1B, IL-6, IFNy, lipopolissacarideo
(LPS), ou TNFa. O aumento da proliferacédo dos neutrdfilos esta relacionado com o
aumento da producéao de IL-17, G-CSF e GM-CSF, produzidos por macréfagos apos
endocitose dos neutréfilos apoptéticos (Colotta et al., 1992; Nauseef; Borregaard,
2014). Outro fator que influencia a modulagdo dos neutrdfilos é a morfologia e
vitalidade do microrganismo fagocitado.

Os principais receptores presentes na superficie externa dos neutrofilos capazes
de reconhecer patdogenos sdo os receptores de reconhecimento de patdgenos

(PRRs), que reconhecem estruturas dos microrganismos, e os receptores opsonicos,


https://www.zotero.org/google-docs/?HqUjzp
https://www.zotero.org/google-docs/?tRGX85
https://www.zotero.org/google-docs/?NCBjDl
https://www.zotero.org/google-docs/?LMma7b
https://www.zotero.org/google-docs/?LMma7b
https://www.zotero.org/google-docs/?spY2L6
https://www.zotero.org/google-docs/?spY2L6

31

que reconhecem proteinas do hospedeiro depositadas na superficie do parasito
(Figura 4).
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Figura 4 - Receptores de superficie de neutréfilos associados ao

reconhecimento de patégenos (Németh; Sperandio; Moébcsai, 2020).
Representagcédo dos receptores importantes na superficie dos neutréfilos essenciais
para o reconhecimento de patdgenos: receptores acoplados a proteina G (FPR, BLT1,
CXCR1 e CXCR2), receptores de Fc (FcyRIIA e FcaR), integrinas B2 (LFA1T MAC1),
receptores de citocinas tipo | e tipo Il (G-CSFR e GM-CSFR), receptores Toll-like e
lectinas do tipo C (dectina 1).

Os neutrdfilos utilizam uma variedade de mecanismos nos processos
inflamatoérios para combater as infecgdes. Estes mecanismos compreendem
atividades como a fagocitose e atividades enzimaticas como a geragédo de EROs, a
liberacdo de granulos de mieloperoxidase (MPO), enzimas hidrolitica elastase,
lisozima e metaloproteinases de matriz, além da liberacdo de proteinas e peptideos
antibacterianos, como exemplo as defensinas e lactoferrina(Mantovani et al., 2011).
Adicionalmente, ocorre a liberacdo do DNA e a formacao de estruturas conhecidas
como armadilha extracelular de neutréfilos (NET), liberadas durante o processo de
NETosis (Figura 5) (Németh; Sperandio; Mdécsai, 2020). Além disso, consideravel
liberacdo de quimiocinas e citocinas que interagem com a resposta imunologica
adaptativa, influenciando assim o direcionamento e a eficacia da resposta
imunoldgica. Moléculas como leucotrieno 4 (LBT 4) também sdo secretadas em
vesiculas extracelulares pelos neutrofilos e possuem papel antimicrobianos e

contribuem para a inflamagao e o cancer (Németh; Mocsai, 2016).
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Figura 5 — Mecanismo de acao dos neutréfilos em ambientes infectados ou
inflamatérios (Adaptado de Németh; Sperandio; Mécsai, 2020). Em
microambientes inflamatérios e ao detectar estimulos microbianos, os neutréfilos
passam por uma cascata de recrutamento, migrando para os tecidos. No local da
inflamagédo, os neutrofilos exercem suas diferentes fungbes efetoras, como
fagocitose, produgao de superoxido, liberagdo de microvesiculas com moléculas
microbicidas, liberagdo de quimiocinas, degranulagdo e formac¢ado de NETs, levando
a eliminagado dos microrganismos invasores ou promovendo a resposta inflamatoria.

Nas infecgdes causadas por Leishmania, as respostas dos neutrofilos
manifestam-se de maneira heterogénea, variando de acordo com a espécie do
parasito relacionado, as condicdes do hospedeiro e o estagio da infecgao (Xin et al.,

2010) (Figura 6).
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Figura 6 — Diferentes respostas possiveis dos neutréfilos durante a infecgao
por Leishmania. (A) Indugdo de apoptose. (B) Inibicido da morte mediada por NET por
nucleases (C) Fatores de viruléncia como LPG, ACP e LCF evitam a maturagédo do
fagossom e inibem a exploséao respiratoria. (D) Recrutamento de neutréfilos para o local da
infeccao mediado por LTB4 (E) Fatores quimiotaticos de leishmania inibe a explosao
oxidativa (F) Inducéo da apoptose para inibicdo da produgao de ROS (G) Prolongamento da
vida util dos neutrofilos por indugado da proteina Bcl-2, (H, 1) Transmissao silenciosa de
Leishmania ou a hipotese do "Cavalo de Troia". (H) Fagocitose de neutréfilos apoptéticos
contendo parasitos intactos promove uma resposta anti-inflamatdéria pelos macréfagos. (1) O
envolvimento do MERTK em células dendriticas por neutroéfilos apoptoticos infectados, apos
infecgao inibe a ligagao de células T CD8+ (Martinez-Lopez et al., 2018)
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No contexto da infecgdo por L. major, ao avaliarmos camundongos resistentes a
infeccao, observamos que os neutréfilos tém a capacidade de eliminar os parasitos.
Por outro lado, nos camundongos suscetiveis, os neutréfilos sdo permissivos a
infeccdo, o que permite a sobrevivéncia dos parasitos, tanto em infecgbes agudas
quanto cronicas (Ribeiro-Gomes et al., 2004; Romano et al., 2017).

Nos hospedeiros suscetiveis a infecgdo, ocorre um rapido recrutamento dos
neutréfilos apds a inoculagédo do parasito e ocorre uma retencéo significativa de
células parasitadas no sitio da infeccdo, mesmo apds algum tempo de infecgao,
concomitante, ocorre elevada atividade de MPO, indicando o papel essencial que os
neutréfilos possuem na retengao do parasitos e no desenvolvimento das lesdes (Aga
et al, 2002; Charmoy et al, 2010; Tacchini-Cottier et al, 2000).
Complementarmente, ocorre o adiamento da apoptose dos neutréfilos infectados,
em aproximadamente em 2-3 dias. Esse atraso na apoptose dos neutréfilos
infectados é importantissimo para o modelo proposto de interacdo dos neutréfilos e a
espécie L. major, denominado como “cavalo de troia” (Laskay; van Zandbergen;
Solbach, 2003). Devido esse adiamento da apoptose, possibilita que mais
macréfagos migrem para o local da infecgdo, sendo que os macrofagos séo as
células alvo da Leishmania. Como a fagocitose de células apoptoticas autodlogas &
um processo inerente a homeostase tecidual, e nesses casos os macréfagos nao
sdo ativados, consequentemente, os parasitos internalizados pelos neutréfilos nao
sao reconhecidos pelos macréfagos, visto que nao tem interacao fisica dos parasitos
com os receptores de superficie dos macrofagos, resultando na incapacidade de
desencadear uma resposta imunolégica eficaz. Como resultado, os parasitos
conseguem sobreviver, proliferar e infectar novas células hospedeiras (Figura 7)
(Laskay; van Zandbergen; Solbach, 2003; van Zandbergen et al., 2004).

De maneira semelhante, infec¢gdes ocasionadas por promastigotas de L. mexicana
utilizam neutréfilos como abrigo temporario para inibir uma resposta imunolégica
contra os parasitos, ao mesmo tempo que utilizam essas células como mecanismos
de disseminagado do parasito e progressao das lesbes e, ainda sdo capazes de
sobreviverem ao aprisionamento das NETs. Porém, em contraste com L. major, as
promastigotas de L. mexicana retardam o recrutamento das células fagociticas e néo

atrasam a apoptose dos neutrofilos (Hurrell et al., 2015).
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Figura 7- O modelo de infec¢ao de L. major usando neutréfilos como cavalo
de troia. Infeccao por promastigotas de L. major (Lm) resulta no rapido recrutamento
de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) por quimiocinas do tecido e pela liberagéo
de quimiotaticos de Leishmania (LCF). Os PMNs fagocitam os parasitas, e a
liberacdo de IL-8 pelos PMN infectados amplifica a migracédo para o local da
infeccdo. Apds a ingestdao, Lm sobrevive intracelularmente em PMNs e atrasa a
apoptose espontdnea e permitindo sua sobrevivéncia por 2—-3 dias. Durante esse
periodo, os PMNs liberam a quimiocina MIP-1b, atraindo monocitos. Apos dois dias,
os PMNs infectados também se tornam apoptdticos. Os mondcitos sao recrutados,
ingerindo os "cavalos de Troia" (PMNs apoptéticos com parasitas viaveis),
silenciando as fungdes antimicrobianas dos macrofagos. Os parasitas sobrevivem e
se multiplicam nos macrofagos, resultando no desenvolvimento da doencga (Laskay;
van Zandbergen; Solbach, 2003).

De forma contraria, a interacéo dos neutrofilos com promastigotas das espécies L.
amazonensis, L. braziliensis, L. donovani e L infantum (Falcdo et al., 2016) é
benéfica para o hospedeiro, pois os neutrofilos possuem um papel importante no
controle da proliferacdo do parasito. Os neutréfilos eliminam os parasitos e tem a
morte por apoptose adiantada, o que consequentemente resulta na protecao durante
os estagios iniciais da infecgdo. No entanto, durante as fases iniciais da infecgao, os
neutrofilos também podem contribuir para a disseminagado da infeccdo. (McFarlane
et al., 2008; Rousseau et al., 2001; SOUSA et al., 2014).

Com destaque para a interacao neutréfilos e L. amazonensis, os neutrofilos
desempenham um papel importante no controle da carga parasitaria e no

desenvolvimento de lesdes nos estagios iniciais da infecgao (Xin et al., 2010).
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Quando estudadas as infecgdes em camundongos C57BL/6, considerados
parcialmente resistentes, e os camundongos BALB/c, considerados suscetiveis a
infeccdo, encontramos diferengas nas quantidades de neutrdéfilos e suas atividades
(SOUSA et al, 2014). Em camundongos suscetiveis encontramos uma
predominédncia de neutréfilos, compondo cerca de 90% de todas as células
presentes na area infectada. Em contraste, nos camundongos parcialmente
resistentes, encontramos que apenas 50% das células totais na infecgdo sao
neutrofilos. Além disso, € importante destacar que nos camundongos suscetiveis, os
neutréfilos desempenham um papel importante na regulagdo negativa da produgao
de imunoglobulina (Ig) G e nas citocinas IL-10 e IL-17, e s&o responsaveis pela
manutengao de células Treg no local da infecgdo, demonstrando assim o papel
importante dos neutréfilos para o controle da proliferagdo do parasito e o
desenvolvimento de lesdes (SOUSA et al., 2014).

Tanto as formas promastigotas quanto as amastigotas, de L. amazonensis, sao
passiveis de serem fagocitadas pelos neutréfilos. Entretanto, as interagées variam
significativamente, como a produgao de diferentes citocinas e na eficacia variavel da
eliminacao dos parasitos. Quando a infeccdo ocorre por promastigotas, os
neutrofilos sao estimulados a produzir TNFa, e a resposta microbicida € capaz de
eliminar os parasitos. Porém, as amastigotas s&do mais resistentes aos mecanismos
microbicidas dos neutrdfilos e sdo capazes de induzir a produgao de IL-10, o que
contribui para a sobrevivéncia do parasito (Carlsen et al., 2013). Entretanto, a
infeccdo por amastigota resulta na indugéo da ativagdo dos neutrdfilos, levando a um
aumento da fagocitose, degranulagéo, produgdo de EROs e morte por apoptose dos
neutrofilos. Estes fendbmenos ndo séo observados nas infecgdes com promastigotas,
uma vez que o principal mecanismo de morte dos neutrofilos nessas condicdes € a
NETose. E importante destacar que as promastigotas sdo bastantes sensiveis as
NETs, sendo eliminadas na presenca destas estruturas. Um dos principais fatores
indutores das NETs é o LPG das promastigotas. Por outro lado, as amastigotas
também sao capazes de induzir a produgado de NET, porém em menor quantidade, e
sdo resistentes a esse processo quando comparadas as promastigotas (Carlsen et
al., 2013; Guimaraes-Costa et al., 2009).
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Os neutréfilos podem estar relacionados com a restricdo da disseminacdo dos
parasitos, pois tendem a se concentrar nos locais de dano tecidual, local onde os
parasitos ficam localizados (Carneiro; Peters, 2021).

Quando observamos os neutréfilos em diferentes manifestagbes clinicas e
diferentes espécies, encontramos uma variedade de respostas. Em pacientes
infectados com L. aethiopica, os neutréfilos sanguineos periféricos mostram um
estado inflamatério caracterizado por uma hiper-responsividade especifica a
Leishmania. Esta hiper-responsividade leva a uma producao elevada de EROs, o
que, por sua vez, contribui para a progressdo da doenga mais acentuada,
ocasionando maior dano tecidual e um desenvolvimento acentuado das lesbes
cutaneas (Chanyalew et al., 2021). Semelhante com pacientes de LMC, que
apresentam neutrofilia severa, o que contribui para o agravamento do processo
inflamatério e destruigdo das mucosas (Jaimes, 2022).

Entretanto, pacientes com LV infectados com L. chagasi, submetidos ao
tratamento com granuldcitos induzido por GM-CSF, apresentaram uma menor taxa
de reincidéncia da doenca (Badar6 et al., 1994). Em casos de infeccdo por L.
braziliensis, a producdo de NET foi associada a cura espontanea da infeccéo e a
uma resposta eficaz ao tratamento (Leite-Silva et al., 2023).

Nas lesdes derivadas de pacientes infectados com L. amazonensis, observa-se
uma elevada presencga de neutréfilos, mesmo em processos inflamatdrios cronicos
com lesdes ja estabelecidas. A presente de NETs também foi bastante significativa,
manifestando-se em redes pequenas e homogéneas, distribuidas em toda a
extensdo das lesbes, além de estruturas grandes facilmente identificaveis. A
presenca de NETs foi correlacionada com a presenca de amastigotas, sendo que

apos a morte do parasito, as NETs se degradam (Morgado et al., 2015).

2.3.2 - O papel dos fibroblastos na infec¢ao por Leishmania

Os fibroblastos s&o as células mais prevalentes no tecido conjuntivo, sendo
células mesenquimais que constitui o estroma dos tecidos. Estas células sao
altamente heterogéneas e variam conforme a origem do desenvolvimento, a
localizagdo anatémica e a fungao especifica no organismo (Talbott et al., 2022; Wei;

Nguyen; Brenner, 2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?8wKRUT
https://www.zotero.org/google-docs/?4lwmKq
https://www.zotero.org/google-docs/?92p8i9
https://www.zotero.org/google-docs/?4AnHcE
https://www.zotero.org/google-docs/?8MkM4R
https://www.zotero.org/google-docs/?T8Vjzk
https://www.zotero.org/google-docs/?aXdjoq
https://www.zotero.org/google-docs/?aXdjoq

38

No contexto fisiologico e patoldgico da pele, que € o primeiro 6rgao de defesa do
corpo contra o ambiente externo, os fibroblastos desempenham um papel crucial
(Talbott et al., 2022). As células da pele devem ser capazes de reparar ndo apenas
os danos diarios causados pela constante exposicdo a fatores ambientais
estressantes, como os efeitos do sol, mas também feridas mais significativas
resultantes de queimaduras, laceragcdes ou outras lesdes traumaticas. O processo
de cicatrizagdo das feridas é extremamente complexo, com muitos estagios e
altamente regulado, no qual os fibroblastos desempenham fungdes cruciais. Isso
inclui a comunicagdo com outras células-chave envolvidas na cicatrizagdo e
contribuigdo direta para o fechamento e preenchimento do local da lesao (Talbott et
al., 2022).

Essas células, conhecidas como células ndo classicas do sistema imune inato,
desempenham um papel importante na imunidade tecidual local, interagindo com o
sistema imunologico em diferentes locais anatémicos e condi¢gdes patoldgicas. As
propriedades imunoldgicas dessas células variam dependendo da localizagéo e
patologia envolvida e estdo relacionadas com o recrutamento e ativagao de células
imunes, inducdo de imunossupressao e remocao de infiltrados inflamatorios
(Davidson et al., 2021).

Os fibroblastos desempenham papel importante na infeccdo por Leishmania,
devido a sua abundéncia nos locais de inoculagdo das promastigotas nos
hospedeiros vertebrados. Diversos estudos destacam a relevancia dos fibroblastos
durante o curso da infeccdo. Rodriguez e cols. (1996) demonstraram a presencga de
amastigotas em fibroblastos de caes, e esfregacos de pacientes com LC revelaram a
presenca de fibroblastos infectados (Dabiri et al., 1998; Hervas Rodriguez et al.,
1996).

Em diferentes manifestagbes da doenga, como LPC e LV, bem como individuos
sadios, observa-se variagao nos padroes de expressao génicas e niveis de citocinas
nos fibroblastos. Essas variagcboes incluem diferengas na expressdo de proteina e
sintese das citocinas IL-13, IL-6 e IL-8. Fibroblastos derivados de pacientes LPC
apresentam padrdes indicativos de apresentagdo antigénica através via complexo
principal de histocompatibilidade (MHC) classe |, favorecendo o direcionamento da
resposta imune para células T CD8+. De maneira contraria, fibroblastos derivados

de pacientes com VL expressam quimiocinas mediadas por fator nuclear kappa B
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(NF-KB), IL-1B3, IL-6 e IL-8, o que induz o recrutamento e migracao de células natural
killer (NK) e mondécitos para o local da infecgdo, alterando a resposta imune para
células T CD4+, auxiliando na visceralizagdo da doenga (Singh et al., 2023).

Estudos in vitro utilizando fibroblastos humanos demonstraram a susceptibilidade
dessas células as espécies L. amazonensis, L. major e L. donovani (Bogdan et al.,
2000; Dedet et al., 1983; Haldar et al., 2020). Nas infec¢des por L. donovani, os
parasitos ndo conseguem multiplicar eficazmente apds a entrada nas células
hospedeiras (Haldar et al., 2020).

Ja nas infecgbes por L. major, os fibroblastos sdo as principais células
hospedeiras durante a fase latente, servindo como locais seguros para a
sobrevivéncia dos parasitos, devido a sua menor produ¢do de NO quando
comparado com os macréfagos. Entretanto, os fibroblastos sdo sensiveis ao NO
produzido por macrofagos adjacentes, o que pode equilibrar a quantidade de
parasitos presentes nas lesbes cronicas (Bogdan et al., 2000). Em linhagem de
fibroblastos embrionario de camundongos, a infecgao resulta na redugao da ativagao
de apoptose nas células infectadas, um dos mecanismos que contribui para a
sobrevivéncia prolongada das células infectadas e evita ativagdo do sistema
imunoldégico (Hallé et al., 2009).

Além disso, os fibroblastos podem eliminar os parasitos durante a infec¢ao por L.
amazonensis (Dedet et al., 1983). A infecgao por promastigotas de L. amazonensis
esta relacionada com receptores de manoses nos fibroblastos de pele, uma vez que
a infeccao leva ao aumento dessa expressao, dependente da viabilidade do parasito
(Hespanhol et al., 2005). Em estudos com fibroblastos murinos in vitro revelaram a
entrada ativa de L. amazonensis, mecanismo que envolve a permeabilizagao
temporaria da membrana plasmatica, sinalizagdo de calcio, recrutamento/exocitose
de lisossomos, de maneira independente de fagocitose e n&o envolvendo o
citoesqueleto de actina (Cavalcante-Costa et al., 2019).

Essas interagdes entre leishmania e fibroblastos, mostram que os fibroblastos séo
uma populagdo de células importantes para o decorrer da infecgdo, porém, ha

muitas coisas ainda a serem descobertas.


https://www.zotero.org/google-docs/?GDTmv2
https://www.zotero.org/google-docs/?jPc63P
https://www.zotero.org/google-docs/?jPc63P
https://www.zotero.org/google-docs/?RkOYKp
https://www.zotero.org/google-docs/?ORBpsC
https://www.zotero.org/google-docs/?BJr9hi
https://www.zotero.org/google-docs/?h2VUeL
https://www.zotero.org/google-docs/?yjUgWA
https://www.zotero.org/google-docs/?40qdAV

40

2.4 -O PROCESSO DE DISSEMINAGAO DO PARASITO

Os parasitos quando inoculados no hospedeiro vertebrado, sdo rapidamente
fagocitados, principalmente por macréfagos residentes, mondcitos e neutréfilos
(Mosser; Brittingham, 1997). A lesdo cutanea pode se desenvolver no local, no
entanto, a cura pode ocorrer de forma espontdnea ou por meio de tratamento
quimioterapico. O desenvolvimento das formas clinicas subsequentes esta
intrinsecamente ligado ao processo de disseminagao do parasito, podendo ocorrer
enquanto a lesao inicial ainda esta ativa quanto apds a cura clinica (tabela 1)
(Silveira, 2019). As manifestagdes clinicas secundarias podem surgir apos meses ou
até anos da lesao inicial. A compreenséo total da patogénese destas formas clinicas
ainda € um grande desafio e a cura terapéutica é dificil de ser alcangada (Costa et
al., 2009; Silveira et al., 2009).

A disseminacgao do parasito esta intrinsecamente relacionada ao seu movimento
do local da inoculagdo nos hospedeiros para os 6rgéos internos e outros locais da
pele. A principal via de disseminacdo conhecida atualmente é por via
linfo-hematogénica ou migragcdo dérmica (Chappuis et al., 2007). Importante
ressaltar que a maneira pela qual ocorre a disseminagao e a resposta imunologica
associada a disseminacdo sdo distintas de cada manifestacdo clinica e parasito
envolvido.

Na LV, a disseminagao ocorre apés a internalizacdo das formas promastigotas
pelas células fagociticas, seguidas pela sua diferenciacdo em amastigotas. As
células infectadas migram através do sistema linfatico e vascular, infectando, assim,
mondcitos e macréfagos pertencentes do sistema reticulo-endotelial, resultando na
infeccdo em varios tecidos e 6rgaos, como bago, medula éssea, linfonodos e figado
(Chappuis et al., 2007). Durante a fase aguda da infecgdo com L. donovani, o
sistema imunolégico é incapaz de conter a proliferagdo do parasito, devido uma
deficiéncia nas respostas de células T aos antigenos parasitarios, o que resulta em
sua disseminagao. Isto é acompanhado por uma elevada produgao de IL-10 e
redugdo na produgao de IFNy e TNFa (Ghalib et al., 1993).

Nos casos de LMC, a infeccdo pode se disseminar por via hematogénica ou
linfatica (Barral et al., 1995; de Oliveira Camera et al., 2006). O fato de as

manifestagdes clinicas geralmente ocorrerem apds a cura da cicatrizagao da lesao
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inicial, sugere que o organismo € capaz de controlar a proliferacédo inicial dos
parasitos. Porém, em alguns individuos, sem o total compreendimento dos detalhes,
ocorre o aparecimento de lesbes metastaticas, indicando que as amastigotas
migram do local inicial da infecgdo para as mucosas (Gomes et al., 2016).
Atualmente os principais fatores relacionados a suscetibilidade da progressao da LM
sdo polimorfismo dos genes TNFa, IL-6 e CCL2/MCP1, porém esses fatores
genéticos sozinhos ndo conseguem explicar a disseminagao do parasito (Cabrera et
al., 1995; Castellucci et al., 2006; Ramasawmy et al., 2010).

Nos casos de DL, a disseminagdao do parasito ocorre cerca de 2 a 6 semanas
apés o aparecimento da lesao inicial. Diversos pacientes relatam sintomas
sistémicos nesse estagio, indicando que o processo de disseminagdo ocorre
preferencialmente por via hematogénica. As lesdes podem se manifestar em todo o
corpo, incluindo regides corporais ndo continuas, sendo também comuns as lesdes
nas mucosas (Machado; Prates; Machado, 2019).

Nas lesbes de LD é notavel a expressao de IFNy, TNFa, CCL2, CCL3, CCL11 e
CXCL10, semelhantes as lesdes de LC. Antigenos de L. braziliensis isolados de
pacientes com LD estimulam maior producao de IFNy e TNFa em comparacéo aos
antigenos derivados de pacientes com LC. Entretanto, as células do sangue
periféricos de pacientes com LD apresentam uma menor producao de IFNy, TNFa e
CXCL9 em relacao aos pacientes com LC. Isso sugere que a diminuicdo da resposta
Th1 no sangue possibilite a disseminacao do parasito. A diminuicdo de resposta Th1
no sangue pode estar relacionado com a atragdo das células T para as multiplas
lesbes cutidneas, o que, por sua vez, preserva a resposta imune tecidual,
responsavel pela baixa carga parasitaria e o0 desenvolvimento de ulceras
semelhantes a LC (Machado; Prates; Machado, 2019; Machado et al., 2011; Turetz
et al., 2002).

Nos casos de LCD a disseminacao € lenta e pode persistir por muitos anos, e
ocorre por via linfo hematogénica periférica, onde as lesbes crescem e se
desenvolvem como ndédulos e placas que se espalham de forma lenta e continua
para cobrir todo o corpo, com excegdo do couro cabeludo, axilas, prega inguinal,
palmas das maos e solas dos pés (Hashiguchi et al., 2016; Silveira, 2019).

As lesdes de LCD sao caracterizadas auséncia de resposta celular especifica

contra os antigenos dos patégenos, com baixa producgao de citocinas inflamatorias
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como IL-1B, IFNy e TNFa e alta producgao de citocinas anti-inflamatérias como 1L-10,
a resposta imune presente é a resposta T helper 2 (Th2). Devido a auséncia da
resposta imunoldgica, os macrofagos presentes estdo massivamente parasitados e o
teste de Montenegro é negativado (Bryceson, 1969; Fernandez-Figueroa et al.,
2016; Salaiza-Suazo et al., 1999).

Quanto a disseminacao do parasito nos casos de LPC, ainda ndo se sabe muito.
No entanto, é de conhecimento que a fim de evitar a morte, os parasitos migram dos
orgaos internos para a pele, muitas vezes fugindo dos tratamentos e da ativagao da
resposta imunolégica. Outro ponto importante é a influéncia da determinagéo
genética dos parasitos no tropismo tecidual (Ganguly et al., 2010). Os parasitos
presentes na pele sdo detectados pelas células imunes reativas, que infiltram o
tecido cutaneo, desencadeando uma resposta inflamatéria dérmica e a migragao de
células T do sangue periférico para a pele. Esse processo leva a produgao
exacerbada de IFNy, amplificando a resposta inflamatéria e culminando no

desenvolvimento das lesées de LPC (Volpedo et al., 2021).

Tabela 1 - Vias de disseminacdo do parasito Leishmania em relagdo as
manifestacoes clinicas.

Manifestagao Clinica Via de disseminagéo Fonte
Visceral Sistema linfatico e Chappuis (2007)
vascular
Disseminada Hematogénica Turetz (2002)
Difusa Linfatico e hematogénica Silveira (2019)
periférica
Mucocutanea Sistema linfatico e Barral (1995);
hematogénica Almeida (1996)
Disseminada cuténea Sistema linfatico Mondolfi (2012)
limitrofe

LPC Desconhecido
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A imunidade celular especifica é crucial para controlar a infecgdo, os pacientes
com LCD e LD apresentam uma falha nesta resposta imunoldgica Essa deficiéncia
pode ser congénita, adquirida através de infec¢gdes ou decorrer de eventos
desconhecidos (Costa et al, 2009). Este fendtipo tem papel central na
permissibilidade gerada pelo sistema imunoldgico, permitindo que o parasito replique
de maneira incontrolavel e se dissemine pelo organismo, permitindo a cronificagao e
acarretando a gravidade da infecgao.

Para que o processo de disseminagdo acontega € necessario que ocorra a
migragdo das células parasitadas do local da inoculagdo para tecidos adjacentes
(Carvalhal et al., 2004). A migracao celular € um processo complexo que envolve a
participagdo de quimiocinas e moléculas de adesdo, como selectinas e integrinas. A
capacidade das células de migrar ou permanecer no local é crucial para determinar
as caracteristicas e distribuicdo das lesbes (Hermida et al., 2014). Figueira et al.
(2015) demonstrou que a infecgédo por L. amazonensis resulta na perda de fungao
de integrinas e na reducdo da capacidade de adesao de leucécitos aos tecidos
conectivos. Apos a infecgdo, os macréfagos apresentaram redugédo na fungao das
integrinas, levando a redugdo da adesdo dos macréfagos (Figueira et al., 2015).
Mecanismo semelhante foi observado em macréfagos infectados com L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum em um ambiente de cultura 3D, onde a
infeccao resultou na redugdo da migragcdo de macrofagos em comparagdo com 0s
nao infectados. Essa reducao foi associada a diminuicdo da expressao de Rac1 e
CDCA42 (Luz et al., 2023).

Porém, na infeccdo por L. infantum em células dendriticas houve um efeito
oposto, aumentando a migracdo dessas células. Esse aumento de migragao esta
associado ao transporte de antigenos para os ganglios linfaticos e pode estar
relacionada com o aumento da expressao de Rac1 e CDC42, encontrada nessas
células apos a infeccdo. Em contraste, a infeccdo com L. braziliensis reduziu a
migracdo, enquanto a L. amazonensis nao teve alteragao significativa nas taxas de
migragao das células dendriticas (Luz et al., 2023).

Espécies relacionadas com a visceralizagdo, como a L. infantum, estao
associadas com maior migragdo das células dendriticas. De maneira semelhante,
cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com LCD e LMC, também induz

aumento na migragao das células dendriticas, quando comparado com as cepas
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isoladas de pacientes com LC (Rebougas et al., 2021). Porém, Hermida et al (2014)
e De Menezes (2017) mostraram que a migracdo de células dendriticas e
macrofagos parasitados com L. amazonensis eram inibidas. A permanéncia dessas
células no local da lesao pode auxiliar o processo de laténcia da infecgao e favorecer
o aparecimento tardio de ulceras, caracteristico na LCD. Sendo assim a indugao da
migragdo celular apdés a infeccdo por Leishmania podem ser um importante
mecanismo para a disseminacdo e laténcia do parasito e para a modulagdo da
resposta imunologica do hospedeiro. Esta modulagdo ocorre de maneira distinta
entre uma mesma espécie, sendo necessario analisar as caracteristicas das cepas
(de Menezes et al., 2017; Hermida et al., 2014).

Os receptores de quimiocinas também estdo relacionados com o processo de
migracao celular, devido as proteinas transmembranas associadas a proteina G, que
desencadeia o processo de recrutamento celular (Hughes; Nibbs, 2018). Dois
receptores estudados na infecgéo, sado o receptor de quimiocina (CCR) 7 e o CCRA4.
O CCR4 é um receptor expresso principalmente em macréfagos, células dendriticas,
células NK e células T, com predominancia no fenétipo Th2, e esta relacionado com
o direcionamento de linfocitos especificos para o local de inflamagdo. Em um estudo
de Pinheiro (2006), foi demonstrado que a infecgdo de L. amazonensis induziu uma
regulagdo negativa de CCR4 e perda de adesao dos fagdcitos (Pinheiro et al., 2006).
No entanto, no trabalho de Coélho et al (2010) foi demonstrado que a expresséao de
CCRA4 esta relacionada com a producao de IFNy, pois células que produzem altos
niveis desta citocina expressam menos CCR4, enquanto as células que produzem
pouco IFNy expressam mais CCR4 (Coélho et al., 2010). A infeccéo de L. infantum e
L. amazonensis em LCD aumenta a expressdo de CCR7, molécula relacionada com
a migragao de células para o linfonodo de drenagem, ocorre também o aumento de
expressdo de CCR7 nas espécies que aumentam a migragdo (Reboucgas et al.,
2021). Desse modo, a dindmica de regulacdo da expressdo de receptores de
quimiocinas pela infeccao pode ser fator relevante para definir a suscetibilidade e
disseminacao.

Os parasitos da espécie L. aethiopica utilizam como principal mecanismo para a
disseminacdo do parasito a via célula-célula com a inducdo da apoptose na célula
infectada e sua posterior fagocitose. As células infectadas apresentam exposicéo de

PS e ativacdo de caspase-3, liberacdo de citocromo c, regulagdo negativa de
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proteina quinase B (Akt), fosforilagdo de BAD e ativacdo de NF-kB de forma
independente da expresséo de proteina quinase C delta (PKC-0) (Ranatunga et al.,
2020).

Embora a vigilancia imunolégica seja fundamental, existem evidéncias de que
fatores intrinsecos a espécie de Leishmania podem ter papel tdo ou mais importante
no desenvolvimento de formas mais graves de LC. Nos casos de coinfecgao
Leishmania-HIV, principalmente documentados no continente africano e asiatico, a
principal intercorréncia nos pacientes infectados com espécies que causam infecgao
tegumentar, como L. major, € a disseminag¢ao do parasito para 6rgéo internos como
o figado e o bago. Ou seja, ndo had uma correlagdo clinica clara entre a
imunodeficiéncia adquirida e o desenvolvimento de infec¢gdes tegumentares graves
(Lindoso et al., 2016). Além disso, mesmo em individuos imunologicamente
comprometidos, as manifestagdes clinicas sao variaveis na infeccdo por espécies
dermotrépicas (van Griensven et al., 2014). Dessa forma, caracteristicas intrinsecas
as espécies de leishmania devem ser levadas em consideracao no que diz respeito
a patogénese de formas graves de LT.

Os fatores citados acima sao possiveis mecanismos modulados pela infeccéo
para possibilitar a disseminacdo do parasito para outros tecidos. Ao comparar
pacientes com LCD e com outras manifestagcdoes, podemos encontrar diferengas em
alguns processos do sistema imunologico. Arginase 1, ornitina descarboxilase
(ODC), PGE, e TGFp estao elevados em pacientes com LCD, de maneira sistémica
e no local da infeccdo o que contribui para a proliferacdo do parasito, cronificagao da
doenca e na formacéao das lesdes caracteristicas. A presenca de PGE, sistémica em
LC, em conjunto com TNFa e IL-12 induzem a ativagcado do sistema imune capaz de
controlar a infecgdo, enquanto pacientes com LCD apresentem alta PGE, e TGFf3
suprimindo o sistema imune, possibilitando a proliferacdo e disseminagao do
parasito (Franga-Costa et al., 2015).

As lesdes derivadas de pacientes com LCD apresentam niveis mais baixos de
moléculas efetoras citotoxicas, como a granulisina, perforina e granzima A e B,
guando comparadas com outras formas de LC, o que pode ser um fator que contribui
para a incapacidade do sistema imune em controlar a infecgao (Silveira; Lainson;
Corbett, 2004). Além disso, as células T CD4+ e T CD8+ sao encontradas em

menores quantidades nas lesdes derivadas de LCD quando comparadas com outras
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manifestacdes, sendo que as células T CD8+ sdo as células T predominantes do
sitio inflamatério (Campos et al., 2018). Entretanto, elas ndo sdo consideradas
essenciais para disseminagao (Vanloubbeeck; Ackermann; Jones, 2005), pois nao
sdo células diretamente associadas com o controle citotoxico de macréfagos
infectados.

Em lesbes de LCD as células B sao mais frequentes do que em pacientes com LC
e em individuos saudaveis. Pacientes com LCD apresentam niveis mais altos de
todos os isotipos de 1gG, sendo que a IgG4 é responsavel por 40% de todas as
imunoglobulinas. O isotipo 1gG4 ndo oferece protegdo ao hospedeiro, pois ndo se
liga ao complemento e n&o ativa os receptores da porgédo constante (FcyRs) e além
disso, contribui para a condi¢ao anti-inflamatéria e refrataria da doenga (Christensen
etal., 2019).

Nos casos de leishmaniose disseminada cutanea limitrofe/intermediaria (LCBD),
relacionados com a espécie L. amazonensis, a disseminacéo e desfecho da doenca
sao diferentes quando comparados com outras espécies. Nessa variagao de
manifestacao clinica a doenca se manifesta de forma cronica, com aparecimento de
uma ou multiplas lesbes e nem sempre com comprometimento de mucosas, o0 que a
difere da LCD (Paniz Mondolfi et al., 2013). As primeiras lesdes aparecem apds 6
meses da cura das lesdes iniciais de LC, com no maximo 6 lesbes metastaticas e
com duragdo de 1 a 2 anos. Na derme, encontra-se grande quantidade de
macrofagos vacuolizados e bastantes parasitados, cercados por linfocitos e
plasmécitos. A disseminacdo do parasito ocorre por via linfatica devido a presenca
do parasito nos linfonodos. Essa disseminagao dos parasitos ndo ocorre nas formas
LC e LCD, e o motivo ainda é incerto. No entanto, uma possivel explicacdo é a
mudancga do perfil das células T CD4+ Th2 para o perfil Th1. A presenca significativa
dos linfocitos nas lesbes LCBD é uma caracteristica distinta a LCD e tem
importancia crucial para o sucesso do tratamento farmacoldgico, pois apds seis
meses de tratamentos, os pacientes sao considerados curados (Silveira; Lainson;
Corbett, 2004).

Em uma mesma manifestacdo clinica, porém causada por espécies diferentes,
observamos variagdes na celularidade. Quando analisadas histopatologicamente, as
lesdes de LC causada por L. amazonensis, encontramos infiltrado inflamatério

granulomatoso composto principalmente por macréfagos densamente vascularizado,
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ao contrario nas lesdes de LC, causadas por L. braziliensis encontramos poucos
macrofagos e com baixa carga parasitaria, maior presenga de linfocitos e
plasmacitos, caracterizado um granuloma epitelioide. Porém, nas lesées de LCD de
L. amazonensis, de maneira similar as lesbes de LC, as principais caracteristicas
histopatoldgicas s&o a intensa infiltragcdo de macréfagos, muitas amastigotas, porém
com baixa frequéncia de linfocitos e plasmadcitos, dando ao infiltrado o aspecto de

granuloma macrofagico (Silveira; Lainson; Corbett, 2004)

2.5- A FASE DE LATENCIA DA INFECCAO

A fase latente da infecgcéo é caracterizada pelo periodo que o parasito permanece
viavel no organismo ap0s a cura clinica, porém, com uma quantidade muito baixa.
Durante esse periodo, os sintomas podem estar ausentes, e a doenga pode reincidir
meses apos o tratamento inicial. Esse fenbmeno é bastante comum em diversas
infeccbes causadas por virus, bactérias e parasitos (Mandell; Beverley, 2017;
Ramirez; Guevara, 1997).

A reincidéncia da doenca € um fendbmeno complexo influenciado por diversos
fatores, incluindo caracteristicas do hospedeiro, agente etioldgico e até mesmo via
de administracdo dos medicamentos. Em muitos casos, ndo possui espécie
especifica relacionada a reincidéncia (Santos et al., 2023).

Em areas endémicas de leishmaniose, ha desafios significativos no diagndstico
diferencial entre reincidéncia ou nova infec¢do. Isso resulta em dificuldades para
interpretar adequadamente o real cenario dos casos da infeccido e reinfecgao,
identificar infeccbes latentes e entender a distribuicdo do parasito (Ramirez;
Guevara, 1997). A laténcia tem sua importancia devido os hospedeiros serem
possiveis reservatérios dos parasitos em regides onde a transmissdo é ativa
(Mendonga et al., 2004; Singh et al., 2014; Svobodova et al., 2003).

A cura espontanea da lesdo esta associada ao desenvolvimento da resposta
imune celular contra o patégeno, porém, essa resposta nem sempre é sustentada e,
ao longo do tempo (de Rossell et al., 1992; Sangueza et al., 1993). Quando o
periodo de laténcia é interrompido, lesbes podem reaparecer de forma grave em
humanos, incluindo manifestagdes como a LMC, LV, LD, LCD, coinfeccdo com HIV e

pos-calazar dermal (Aebischer, 1994; Carvalho et al., 1994; Corréa Soares et al.,
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2020; de Oliveira et al., 2007; Leon et al., 1992; Pampiglione; La Placa; Schlick,
1974).

A razado pela qual o parasito continua a persistir no organismo apds a cura
espontanea e/ou o sucesso da terapia ainda nao é completamente compreendida.
Porém, parasitos viaveis persistem no sistema linfatico e sistema reticulo endotelial,
principalmente em células dendriticas e fibroblastos, podendo também infectar
adipdcitos (Mendes et al., 2022). Um local frequentemente identificado como nicho
privilegiado para a persisténcia do parasito apos o tratamento medicamentoso, sédo
as mucosas, isso pode ser atribuido as diferencas farmacocinéticas na distribuicao e
acumulagdo de medicamentos ou a divergéncia imunolégica entre os tecidos da
mucosa e da pele (Martinez-Valencia et al., 2017). Nestes ambientes, os parasitos
sobrevivem em quantidades minimas, aproveitando-se da falha na ativacdo de
mecanismo microbicidas dessas células (Belkaid et al., 2000, 2001).

Tem-se a especulagcdo que a persisténcia do parasito seria benéfica para
pacientes que vivem em areas endémicas de leishmaniose, através da manutencao
de uma memoaria de células T. Se esta suposi¢ao for correta, a eliminagdo completa
do parasito poderia tornar o paciente mais vulneravel as reinfecgbes (Mendonga et
al., 2004; Uzonna et al., 2001; Zaph et al., 2004).

Os principais fatores relacionados com a capacidade de laténcia do parasito estao
relacionados com caracteristicas genotipicas e fenotipicas do parasito, bem como a
resposta imune do hospedeiro. A selecédo clonal e alteragdes moleculares sao os
mecanismos utilizados pelos parasitos para conseguir escapar da resposta
imunoldgica leishmanicida (Mendonga et al., 2004).

A producéo de IFNy e IL-10 é fundamental para modular a laténcia do parasito,
visto que camundongos deficientes em IL-10 sdo capazes de ter cura estéril,
enquanto a presenga excessiva de IL-10 resulta em lesdes progressivas, néo
cicatrizantes e com alta carga parasitaria. O IFNy também esta presente no periodo
de laténcia do parasito, porém devido a presenga da IL-10, as células tornam-se
menos responsivas ao IFNy.Durante a fase de laténcia dos parasitos, as células T
CD4+ desempenham um papel importante, devido a capacidade de producao de
IFNy e IL-10. A proliferacdo do parasito e o reaparecimento das lesbes esta
relacionada com o desequilibrio e o comprometimento das células T CD4+ e

alteragao da producéao destas citocinas (Belkaid et al., 2001; Bomfim et al., 1996).
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Pacientes infectados com L. infantum frequentemente atravessam um periodo
prolongado de infecgdo assintomatica, com aparecimento dos sintomas apdés um
intervalo significativo (Burza; Croft; Boelaert, 2018). Em casos com L. braziliensis, a
persisténcia do parasito apoés a cura clinica € uma ocorréncia quase universal,
caracterizada pela cronificacdo da infeccdo, laténcia e a tendéncia a metastase. A
doenga pode ressurgir em hospedeiros imunocomprometidos, nas formas
mucocutaneas ou viscerais, especialmente em pacientes com infeccdo por HIV
(Mendonga et al., 2004). L. viannia também exibe persisténcia do parasito nas
lesbes mesmo apos a cura clinica (Martinez-Valencia et al., 2017).

A espécie L major aparentemente se comporta de maneira distinta em
comparagao com as outras espécies. Em infec¢des por L. major, apds a cura, nao
sdo encontrados parasitos nas lesdes de LC. Isso reforca a ideia de que as
infecgdes causadas por essa espécie nao apresentam reativacdo e nédo ha relatos
de casos LRC, embora n&o seja possivel afirmar que os parasitos ndo estejam em
outros orgaos. Esse acontecimento pode ser atribuido a incapacidade dos parasitos
em resistir as atividades leishmanicidas do hospedeiro. No entanto, como falado
anteriormente, a eliminacdo completa dos parasitos pode aumentar a probabilidade
de reinfeccdo, uma vez que a manutengdo de células T reguladoras seria
comprometida, e a protecado contra novas infeccdes dependeria exclusivamente das
células T CD4+ CD25+ efetoras (Sghaier et al., 2022). Porém, o controle da infecgao
e protecao contra novas infecgdes sao mediadas por duas populagdes de células T
CD4+, células efetoras dependentes de patdogenos de vida curta e células de
memodria central independentes de patdgenos de vida longa (Zaph et al., 2004).

Outro fator que pode estar associado com a manutengcdo da laténcia é a
expressao de iNOS constante nos macréfagos residentes nas lesées em linfonodos
e nas ceélulas dendriticas (Stenger et al., 1996).

Uma das maneiras que o parasito consegue subverter a resposta imune do
hospedeiro e sobreviver de forma crbnica nas células imunes é através da
modulagéo da quinase regulada por sinal extracelular MAPK (ERK1/2) nas células
dendriticas e macréfagos infectados. O parasito € capaz de modular a ativagao de
ERK1/2 através da fosforilacdo. A ativacdo de ERKk1/2 inibe a expressdo de
moléculas de superficie CD40 e a produgao de IL-12p40, alterando a maturagao das

células dendriticas que contribui para o fendtipo de células T ndo polarizada,
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caracteristico da lesdo nao cicatrizante da infecgdo por L. amazonensis. Outra
contribuicdo da ativagcdo de ERK1/2 é aumentar a sobrevivéncia da célula
parasitada. O bloqueio de ERK1/2 leva ao aumento da produgdo de EROs e NO
demonstrando papel importante para a cronificagdo da infeccdo (Boggiatto et al.,
2009; Martinez; Petersen, 2014).

A forma ativa de LC esta relacionada com as citocinas IL-4 e IL-5, uma vez que,
ap6s o tratamento e consequentemente a cura clinica, os niveis de IL-4 e IL-5
diminuem, enquanto os niveis de IFNy aumentam significativamente. Uma resposta
de cicatrizacio foi relacionada com a diminui¢cado das células T CD4+ e aumento das
células T CD8+, levando a proporcoes semelhantes entre as células. Pode-se
especular que as diminuigdes observadas nas proporcdes de células T CD4+,
manutengao da proporgado CD4+/CD8+, juntamente com a auséncia de producgao de
IL-4, poderiam representar um passo importante para evitar a reativagao da doenca
(Da-Cruz et al., 2002).

2.6 - MIMETISMO APOPTOTICO

Para que a leishmania consiga estabelecer, manter e disseminar a infecgéo é
necessario que superem as atividades leishmanicidas do sistema imunolégico do
hospedeiro. Diversas moléculas sao descritas como facilitadores desse processo de
estabelecimento da infecgdo, tais como os lipofosfoglicanos (LPG),
glicosilfosfatidilinositol (GPI), proteofosfoglicanos (PPG) e a glicoproteina 63 (GP63)
(Turco; Spath; Beverley, 2001). Dentre essas moléculas, a fosfatidilserina tem sido
bastante estudada devido a sua importancia no estabelecimento e disseminagao da
infeccdo de leishmania (Balanco et al., 2001; Franga-Costa et al., 2012; Wanderley
et al., 20006).

A exposicdo de fosfatidilserina na superficie externa da membrana plasmatica
esta relacionada com o mecanismo de morte programada do tipo apoptose (Emoto;
Umeda, 2002; van Engeland et al., 1998). A apoptose € um processo de morte
celular que envolve a eliminacdo de células geneticamente determinadas e
desempenha papéis cruciais durante o desenvolvimento, envelhecimento e
homeostase dos tecidos, sem ativar uma resposta imunoldgica (Elmore, 2007;

Taylor; Cullen; Martin, 2008). As células apoptdéticas exibem caracteristicas
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morfolégicas especificas, como arredondamento da célula, retracdo dos
pseuddpodes, redugédo do volume celular, condensag¢ao da cromatina, fragmentagao
do nucleo e formagcdo de bolhas na membrana plasmatica (Hacker, 2000). A
eliminacao eficiente dessas células apoptoticas € realizada principalmente por
células fagociticas. Durante esse processo, a imunossupressao da resposta
imunoldgica desempenha um papel bastante importante e é mediada pela produgéo
de citocinas como IL-10 e TGFB, sendo essencial para o controle da reacao
inflamatadria, garantindo que o tecido nao seja danificado (Fadok et al., 1998).

De maneira semelhante as células apoptaticas, algumas ceélulas tumorais, virus,
bactérias e parasitos intracelulares expdem a PS na membrana externa, esse
fendbmeno é conhecido como mimetismo apoptético (Amara; Mercer, 2015; Birge
{\i{}et al.}, 2016; DaMatta {\i{}et al.}, 2007; Seabra; de Souza; DaMatta, 2004,
Wanderley; DaMatta; Barcinski, 2020).

A exposicdo de PS €& capaz de alterar microambientes celulares, afetando a
viabilidade celular, progressdo tumoral e metastase em ambientes tumorais (lida et
al., 2015; Park; Kang, 2019). Em relagdo aos patdgenos, induz a tolerancia
imunoldgica, onde células fagociticas ndo conseguem desempenhar a atividade
microbicida, o que possibilita o estabelecimento e disseminagao dos parasitos (Birge
et al., 2016).

Esta exposicdo de PS por células tumorais e patdgenos, induz a producédo de
citocinas anti-inflamatérias, com IL-10 e TGF[B, de maneira semelhante ao que
ocorre com as células apoptoticas (Birge et al., 2016; Voll et al., 1997; Wang et al.,
2022).

O mimetismo apoptético pode ser classificado em dois tipos: 0 mimetismo classico
e nao classico. O mimetismo classico ocorre quando a fonte de PS € membrana
plasmatica do proprio organismo ou células, esta associado com infec¢des de virus
envelopados, desenvolvimento tumoral e infecgdes parasitarias (Figura 8). Por outro
lado, o0 mimetismo n&o classico esta relacionado com patégenos ou células tumorais
que se beneficiam da exposicdo de PS das células hospedeiras, seja durante a sua
morte natural ou apds a fagocitose, sendo observado em alguns virus envelopados e

parasitos (Figura 9) (Amara; Mercer, 2015; Wanderley; DaMatta; Barcinski, 2020).
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Figura 8 — Mimetismo apoptético classico — A PS exposta é oriunda da propria
membrana da célula ou parasito. (A) promastigotas de Leishmania spp. (B) amastigotas
intracelulares de L. amazonensis (C)Taquizoitos de Toxoplasma gondii (D) Tripomastigotas
de T. cruzi (Wanderley; DaMatta; Barcinski, 2020)
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Figura 9 — Mimetismo apoptético nao classico — A PS exposta é oriunda de outra
célula, células tumorais de beneficiam de outras células e patdégenos utilizam a PS expostas
em células do hospedeiro ou apos a morte natural da célula infectada. (A) Globulos
vermelhos infectados com Plasmodium spp. (B) Trofozoitos de Entamoeba histolytica (C)
Neutrofilos infectados com Leishmania (Wanderley; DaMatta; Barcinski, 2020).

2.6.1 - Leishmania e o mimetismo apoptético

Leishmania utiliza o mimetismo apoptético como um mecanismo de
patogenicidade. A exposicao de PS na leishmania ocorre em ambas as formas
morfolégicas do parasito, tanto em amastigota quanto promastigotas (Figura 10).
Esse processo tem como principais objetivos induzir a fagocitose e modular a
producado de citocinas, polarizagao celular e quimiocinas, resultando em um perfil

anti-inflamatério no local da infeccdo. Até o momento, o mimetismo apoptético foi
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descrito nas espécies L. major (van Zandbergen et al., 2006), L braziliensis (Farias et
al., 2013) e L. amazonensis (Wanderley et al., 2006, 2009).

Nas formas amastigotas, a exposicdo de PS ocorre de forma constitutiva
enquanto estdo vivas e nao esta relacionada a outros aspectos de morte celular.
Esse fato de viruléncia é explorado pelas amastigotas para possibilitar o
estabelecimento da infeccdo e a proliferacdo dos parasitos. A capacidade infectiva
das amastigotas estd, de fato, relacionada com a exposi¢céo de PS (Wanderley et al.,
2006).

Por outro lado, as formas promastigotas expdem a PS quando morrem por
apoptose, sendo, fundamentais para o estabelecimento da infeccdo. Uma pequena
quantidade de promastigotas morre por apoptose devido a alteragdes de nutrientes e
temperaturas (MOREIRA et al.,, 1996). A fagocitose desses parasitos, que estao
expondo PS, é capaz de inibir a ativagdo dos macrofagos, permitindo que as
promastigotas vivas entrem e estabelecam a infecgdo com sucesso (van
Zandbergen et al., 2006; Wanderley et al., 2009).

Os mecanismos implicitos a exposicao de PS nas formas amastigotas, ainda nao
foram completamente elucidados. No entanto, algumas hipéteses incluem o
sequestro da membrana da célula hospedeira, residuo da sinalizagao apoptética ou
a possibilidade de resgate por meios de mecanismos ainda desconhecidos da morte
por apoptose (Wanderley; Barcinski, 2010).

O reconhecimento da PS exposta por Leishmania induz a produgao de citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF[3 e inibem a produgédo de TNFa (Balanco et al.,
2001; van Zandbergen et al., 2006). A producao de IL-10 esta relacionada com a
producéao de citocinas e quimiocinas anti-inflamatdrias na fase inicial da lesao, sendo
importante para o estabelecimento da infecgao e sua presenga € fundamental para o
estabelecimento da laténcia da infecgdo, podemos sugerir assim que possivelmente
a exposicao de PS influéncia no estabelecimento e laténcia da infeccio.

Conforme as promastigotas sdo mantidas por consecutivas passagens in vitro, a
exposicao de PS é reduzida (Crepaldi et al., 2019), e isso pode estar relacionado
com a perda de patogenicidade, ja observada apos a passagens seguidas in vivo.
Além disso, promastigotas mantidas em culturas por longos periodos, apresentam
uma maior produgao de IFNy e menor produgao de IL-10 em macréfagos, o que se

reflete em lesbes menores nos camundongos infectados (Moreira et al., 2012).
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O reconhecimento de PS na superficie de amastigotas € fundamental para a
infeccdo de macrofagos (Balanco et al., 2001; Wanderley et al., 2006)). Porém, a PS
nao participa do processo de internalizacdo das amastigotas por células dendriticas,
mas esta relacionada com o processo de apresentacdo de antigeno, visto que apos
o bloqueio de PS durante a interagdo com o parasito, células dendriticas apresentam
mais antigenos e sdo mais competentes em ativar linfocitos T CD4+ especificos
contra o parasito (Wanderley et al., 2013). Sendo assim, a PS na superficie de
amastigotas € um forte candidato que contribui para supressao do sistema imune e a
disseminagao parasitaria, visto a importancia das células dendriticas na infecgao e
disseminacdo do parasito. Pouco se sabe sobre a participacdo do reconhecimento
de PS na infeccdo de outras células envolvidas na infeccdo latente e na
disseminagao parasitaria, como fibroblastos e neutrdfilos.

O TGFp ¢ a principal citocina estimulada pelo reconhecimento de PS na superficie
de amastigotas e é capaz de modular o microambiente inflamatério proporcionando
um local propicio para proliferacdo do parasito. Esta citocina € encontrada em
maiores niveis em pacientes com LCD (Balanco et al., 2001).

A exposigao de PS ocorre de forma diferenciada nas diversas manifestagbes
clinicas, mesmo quando se trata da mesma espécie. Isolados de L. amazonensis
obtidos de pacientes com LCD apresentam maior exposicdo de PS em comparagao
com pacientes com LC. Nos pacientes com LCD a exposi¢ao de PS nos parasitos
tém uma correlacio direta com a quantidade de lesdes apresentadas e com o tempo
de duracao da doenca, o que pode estar associado ao caracter de imunossupressao
encontrados nas infecgbes de LCD (Franga-Costa et al., 2012).

De maneira analoga, cepas de L. braziliensis isoladas de pacientes com LC
apresentam uma maior exposicdo de PS em suas membranas externas quando
comparadas com as cepas isoladas de pacientes com LMC. Essa diferenca, pode
estar relacionada com o fato que as lesdes LC se apresentam com lesdes cutineas
menos agressivas para o tecido, devido a uma resposta inflamatéria mais
controlada, ao contrario das lesdes de LMC, que ocorre uma intensa resposta
inflamatoria, com grande potencial para a destruicdo dos tecidos (Farias et al.,
2013).
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Figura 10 — Exposi¢ao de PS nas formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis. As promastigotas morrem por apoptose, assim expde PS, facilitando a
infeccao de macrofagos por promastigotas vivas. As formas amastigotas expressam PS
constitutivamente, sem sinais de apoptose. O reconhecimento de PS pelos macréfagos
induz a fagocitose do parasito e induz uma resposta anti-inflamatéria, com producéo de

IL-10 e TGFp, facilitado a multiplicacdo dos parasitos, o estabelecimento e disseminacao da
infeccao (Birge et al., 2016)
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3 - OBJETIVOS

Avaliar o papel da fosfatidilserina na disseminacdo e laténcia da infeccéo por

Leishmania amazonensis.

3.1 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o indice de infeccdo e a modulacido da resposta inflamatéria em
fibroblastos da linhagem NIH-3T3 infectados com as amastigotas tratadas
com anticorpos anti-PS.

Avaliar o indice de infeccdo e a modulacdo da resposta inflamatéria em
neutréfilos infectados com amastigotas e promastigotas tratadas com
anticorpos anti-PS.

Avaliar a carga parasitaria de linfonodos, bago figado e medula éssea de
camundongos infectados tratados com anticorpos anti-PS, em modelo de
infecg&o intravenosa.

Identificar alteragdes na resposta inflamatéria de camundongos tratados com

anticorpos anti-PS, em modelo de infecg¢ao intravenosa.
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4 - METODOLOGIA
4.1 — ANIMAIS

Camundongos da linhagem BALB/c, fémeas com 6 a 8 semanas de idade foram
utilizados. Os animais foram obtidos dos biotérios da Universidade Estadual do Norte
Fluminense (Biotério Central - UENF) e da Fundagcdo Oswaldo Cruz (ICTB). Os
animais foram mantidos no biotério de experimentacdo do Polo IMCT com
temperatura controlada (22 a 25°C), agua e comida ad libitum.

O uso dos animais foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais de

experimentacdo da UFRJ, Campus Macaé, sob o numero MAC047.

4.2- PARASITOS

Foram utilizados parasitos da espécie Leishmania amazonensis da linhagem LV78
(MPRO/BR/72/M1845).

4.2.1 - Promastigotas

As formas promastigotas foram cultivadas em frasco para cultivo celular (12,5 cm?
- KASVI) com meio Schneider (Sigma-Aldrich) suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SFB - GIBCO), 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 1% antibiéticos (1000
unidades / mL de penicilina (Sigma-Aldrich) e 1000 unidades/mL de estreptomicina
(Sigma-Aldrich)), em incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (B.O.D) a
uma temperatura constante de 23°C. Os parasitos foram mantidos em cultura por até
oito passagens in vitro, sendo que as passagens foram realizadas sempre ao atingir
o final da fase logaritmica de crescimento. Para os experimentos, foram utilizadas
promastigotas em fase estacionaria, cultivadas por sete dias. Previamente aos
experimentos, os parasitos foram avaliados quanto a viabilidade e a expressao de
fosfatidilserina por meio da marcagao com anexina V e iodeto de propidio (Pl),

semelhante ao item 4.2.3.

4.2.1.1 — Marcagéo de promastigotas com CFSE
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As promastigotas foram contadas por cédmara de neubauer, separadas e
submetidas a trés lavagens consecutivas com solugao salina tamponada com fosfato
(PBS). Em seguida, as células foram suspensas em solugdo com 5 uM de éster
succinimidil de carboxifluoresceina (CFSE - Invitrogen), previamente diluida em
PBS. As promastigotas foram incubadas a temperatura de 23°C, no escuro, por 30
minutos. Apos a incubagao, as células foram submetidas a centrifugacdo a 1.600 xg
por 10 minutos e, em seguida, ressuspendida em PBS. Adaptada (Smirlis et al.,
2006).

4.2.2 - Amastigotas

As formas amastigotas foram isoladas a partir das lesbes em patas de
camundongos BALB/c infectados pela linhagem de L. amazonensis citada
previamente. Os animais foram infectados na pata com 1x10° de promastigotas ou
amastigotas, aguardando-se a formacgao das lesdes por no maximo 12 semanas. A
purificacdo de amastigotas foi realizada mediante a homogeneizacdo do tecido
extraido das patas lesionadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM),
utilizando o homogeneizador de tecido de vidro tipo potter. A solugdo resultante foi
centrifugada a 50 g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e submetido a
centrifugacéo subsequente a 1750 g por 17 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi
ressuspendido em 10 mL de DMEM contendo 1% de antibiético e submetido a trés
ciclos de centrifugacédo a 1750 g por 17 minutos a 4°C. Apdés a ultima centrifugagao,
o precipitado foi ressuspendido em 10 mL de DMEM contendo 4% de SFB e 1% de
antibidtico. Essa suspensao foi incubada por 2 horas a 34°C em tubos de
centrifugacdo de fundo cbnico, com agitacdo a 100 rpm. Apds a incubacao, as
amastigotas foram centrifugadas a 1750 g por 17 minutos a 4°C, em dois ciclos
consecutivos, e entdo incubadas em tubos de centrifugacdo de fundo cénico,
durante a noite em DMEM contendo 4% de SFB e 1% antibidticos, a 34°C. Apos
esta etapa, as amastigotas foram submetidas a trés ciclos de centrifugacédo a 1750 g
por 17 minutos a 4°C. O precipitado final foi ressuspendido em 10 mL DMEM
contendo 4% de SFB e 1% antibidticos e ao término a suspensdo contendo as

amastigotas estavam prontas para os usos subsequentes.
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4.2.2.1 — Marcagcdo de amastigotas com CSFE

As amastigotas previamente isoladas foram contadas e separadas conforme as
demandas experimentais. Os parasitos foram submetidos a centrifugagéo e lavagem
com PBS por trés vezes. Em seguida, foram suspensos em uma solu¢géao com 5 yM
CFSE diluida em PBS. As amastigotas foram incubadas em microtubos de
centrifugagcéo a temperatura de 34°C, no escuro, por um periodo de 30 minutos.
Apods a incubagao, as amastigotas foram centrifugas a 1.600 xg por 10 minutos e
ressuspendidas em PBS. Apds uma centrifugagao adicional, as amastigotas foram

ressuspendidas em DMEM considerado completo. Adaptada (Smirlis et al., 2006).

O DMEM completo é constituido de 10% SFB, 1% de piruvato de sodio (Sigma),
1% de L-glutamina (Sigma), 1% de antibiético (1000 unidades/mL de penicilina -

Sigma), 1000 unidades/mL de estreptomicina (Sigma) e 50 uM de B-mercaptoetanol.

4.2.3 - Avaliagao de exposicado de PS com anexina V e iodeto de propidio

Os parasitos foram lavados com tampéao de ligagao de anexina (ABB) e incubados
em microtubos de centrifugacdo com anexina V conjugada com Alexa Fluor 488
(Molecular Probes, 34 Oregon, EUA) em 20 uL de tamp&o ABB, por um periodo de
15 minutos, a temperatura ambiente e no escuro. Posteriormente, foi adicionado 0,7
Mg/ml de iodeto de propidio (Pl - Sigma-Aldrich), um indicador de viabilidade. Os
parasitos foram analisados por citometria de fluxo (FACSCalibur/ Cytek, N/S E3591).
A andlise foi feita utilizando software FlowJo CE (Cytek). O tampéo ABB é preparado
com 10 mM de sal de s6dio de HEPES, 150 mM de cloreto de sodio (NaCl) e 2,5 mM
cloreto de calcio bi-hidratado (CaCl2 2H20), em agua ultra pura (Wanderley et al.,
2006).

4.3 — ANTICORPOS

Foram utilizados os anticorpos monoclonais 1gG2 PNG632 anti-PS completo,
denominado 11:31, ou a fragdo de ligagcado ao antigeno purificada, denominada Fab.
Ambos os anticorpos sao independentes da presenga de [(2-glicoproteina para
interagir com PS. Esses anticorpos foram doados pela empresa Peregrine

Pharmaceuticals (MTA 27829). Como controle do bloqueio de PS in vitro foi utilizado
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anexina V (BD) 1:10 diluida em tampao de ligagdo de ANX-V (ABB) e como controle
nao reagente, foi utilizado PBS.

Nos experimentos realizados in vitro, os anticorpos foram utilizados em
concentragbes de 5 pg/mL e incubados em microtubos de centrifugagcédo por 30
minutos em temperatura de 4 - 8°C. Nos experimentos in vivo, a concentracdo dos

anticorpos utilizados foi de 100 pg/ mL por camundongo.

4.4 — INFECCOES IN VITRO

4.4.1 - Fibroblastos NIH/3t3

Foram utilizados fibroblastos NIH/3T3, doados pelo professor André Cruz
(UFRJ-Macaé). Os fibroblastos foram cultivados em frascos para cultivo celular (75
cm? - KASVI) com DMEM completo. As células eram mantidas em garrafas de
culturas até alcangcarem uma confluéncia de 80%, sendo cultivadas em estufas
incubadoras de CO, a 37°C. Os repiques foram realizados a cada trés dias,
assegurando a renovagao e multiplicagao celular para atingir a quantidade desejada

de células para os experimentos.

4.4.1.1 — Infecgdo em fibroblastos NIH 3T3 de amastigotas de Leishmania

amazonensis previamente tratadas com anticorpos anti-PS.

Foram semeadas 5x10* células NIH/3T3 sobre laminulas de 13 mm?2 em placas de
24 pocos, contendo DMEM completo. As placas foram mantidas em incubadoras de
CO, a 37° C por 12 horas para permitir a adesdo das células. Apds isto, o meio foi
retirado e as células foram lavadas com PBS. Os parasitos, obtidos conforme o item
3.2.2, foram incubados com os anticorpos conforme o item 3.3. Posteriormente, os
parasitos foram centrifugados, ressuspendidos em DMEM com 2% SFB, 1% de
piruvato de sédio, 1% de L-glutamina, 1% de antibiético e 50 yM B-mercaptoetanol,
e adicionados nos pocgos contendo as células. Apds um periodo de 4 horas de
infecgdes, todos os pogos foram lavados com PBS.

Para as analises das infec¢des/adesao de 4 horas, os pogos foram lavados com
PBS e fixados com metanol. Nos casos das anadlises das infec¢cbes de 24 horas,

ap6s 4 horas de infecgdo, os parasitos foram removidos dos pogos por meio de
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sucessivas lavagens com PBS, em seguida, foi adicionado DMEM suplementado
com 2% de SFB. Apds 24 horas de infecgdo, os pogos foram novamente lavados
com PBS e fixados com metanol.

As células foram coradas utilizando o kit pandptico e montadas Iaminas utilizando
Entellan (MERCK). O indice de infecgéo foi calculado apds a contagem de 300
células. Foi analisado a porcentagem de macréfagos infectados, numero médio de
amastigotas por fibroblastos infectados e a multiplicagao desses 2 indices, conforme

equacéao abaixo.

z . . .. _ fibroblastos totais * amastigotas
(Indlce de lnfectlvldade - [fibroblastos infectados fibroblastos infectados |)°

4.4.1.2 — Padronizagao da produgéo de oxido nitrico de fibroblastos NIH/3T3

Para avaliagdo da produgdo de NO, foram plaqueadas 1x10* células NIH/3T3 em
placas de 96 pocgos fundo chato (Kasvi) contendo DMEM completo por 12 horas.

ApOs a aderéncia foi realizada uma curva de ativagao com LPS e IFNy:

Tabela 2: Curva de ativacado de NIH/3T3

LPS 1 10 10 100 100 1000 | 1000 | O 1 10 100 0 0 1000
(ng/mL)

IFNY 5 0,5 5 0,5 5 0,5 5 0 0 0 0 0,5 5 0
(ng/mL)

Adaptado (Espanol et al., 2010)
Os sobrenadantes foram coletados 48 horas apds a ativagdo. A produgao de

oxido nitrico foi mensurada através do método de Griess. .

4.4.1.3 — Avaliagdo da produgdo de NO em NIH/3T3 apds a infeccdo com
amastigotas de Leishmania amazonensis previamente tratadas com anticorpos
anti-PS.

As células NIH/3T3 foram plaqueadas na densidade de 1x10* células/ pogo, em
placas de 96 pogos e incubadas por 12 horas para adesao. Apds a aderéncia, as
células foram lavadas cuidadosamente com PBS e em seguida, foram incubadas
com amastigotas previamente tratadas com PBS, anticorpo 11:31 e anticorpo Fab,

como descrito no item 3.3. Apds 4 horas de infeccdo, os pogos foram lavados com
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PBS para a remoc¢ado dos parasitos ndo internalizados, e as células foram
estimuladas com LPS na concentracdo 1000 ng/mL e IFNy na concentragdo de 5
ng/mL. Os sobrenadantes foram coletados 24 e 48 horas apds o inicio da infecgdo. A
producao de NO foi quantificada utilizando o método de Griess.

Na realizagdo deste experimento, procedemos a analise de diferentes grupos de
fibroblastos: (1) fibroblastos sem ativacédo e sem infecgéo; (2) fibroblastos ativados
mas, nao infectados; (3) fibroblastos ativados e infectados; (4) fibroblastos ativados e
infectados com amastigotas previamente tratadas com 11:31; (5) fibroblastos
ativados e infectados com amastigotas tratadas previamente com Fab e (6)
fibroblastos ativados e infectados com amastigotas tratadas previamente com

anexina.

4.4.2 — Neutréfilos

Foram utilizados neutréfilos derivados de cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c. Estes neutréfilos foram obtidos através da inoculacdo de 1 mL de
tioglicolato 10% estéril no peritbnio de camundongos e, apos 18 horas, foi realizada
lavagem abdominal utilizando PBS gelado (Abi Abdallah et al., 2011). As células
obtidas foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e substituido por DMEM
completo. A pureza das células foi analisada através da marcagdo com anticorpos
anti - Ly6C/Ly6G, e analisada por citometria de fluxo (FACSCalibur/ Cytek, N/S
E3591). A analise foi feita utilizando software FlowJo CE (Cytek). As células foram
armazenadas em gelo até o momento de uso. Cada experimento foi realizado

utilizando neutréfilos provenientes de dois camundongos.

4.4.2.1 — Infeccdo em neutréfilos com promastigotas previamente tratadas com

anticorpos anti-PS

Foram adicionados 2 x10° de neutréfilos em placa de 96 pogos com de fundo U
(Kasvi). Previamente, para a infecgdo dos neutrofilos, as promastigotas foram
marcadas com CFSE como descrito no item 3.2.1.1 e incubadas com os anticorpos
PS e os respectivos controles conforme o item 3.3. Apds o término da incubacéo, as
promastigotas foram cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em DMEM

completo e adicionadas em pogos com neutréfilos. A incubacao foi realizada em
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estufa com 5% de CO, a 34°C, e a proporcao utilizada na infeccdo foi de 10
promastigota para 1 neutréfilo.

Apds 3 e 6 horas do inicio da infecgdo, as células foram lavadas com PBS
contendo soro normal de camundongo (SNC), para o bloqueio da interacéo
indesejadas. Em seguida, as células foram marcadas com os anticorpos Ly6c/ly6g,
sendo incubadas por 15 minutos entre 2 a 8°C (gelo). Apds o periodo de incubagéo,
as células foram lavadas com PBS contendo SNC e preparadas para a analise no
citbmetro de fluxo (FACSCalibur/ Cytek, N/S E3591) e os dados foram analisados
pelo software FlowJo CE (Cytek).

4.4.2.2 — Avaliagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio em neutrofilos

infectados com promastigotas tratadas com anticorpos ANTI-PS

Foram adicionados 1 x 10° dos neutréfilos em placa de 96 pogos com fundo
formato de U (Kasvi). As promastigotas foram previamente tratadas com anticorpos
anti-PS e os respectivos controles como descrito no item 3.3. Apds o término da
incubacao, as promastigotas foram cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em
DMEM completo e adicionadas em pogos com neutrdfilos. A incubacao foi realizada
em estufa com 5% de CO, a 34°C, e a proporcao utilizada na infeccédo foi de 10
promastigota para 1 neutréfilo.

Apds 2 e 5 horas da infecgdo, os neutréfilos foram divididos em dois grupos,
sendo que um deles foi ativado com 200 ng/mL de forbol 12-Miristato 13- Acetato
(PMA), enquanto o outro permaneceu sem ativacdo. Uma hora apds ativagéo, a
producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi medida utilizando a sonda
H2DCFDA (Sigma-Aldrich). Para esta medicao, as células infectadas, tanto ativadas
quanto as nao ativadas, foram cuidadosamente lavadas trés vezes com PBS e, em
seguida, foram incubadas com 20 uM de H2DCFDA diluido em HBSS sem EDTA por
40 minutos a 37° C em estufa de CO,. Apds a incubacdo, as células foram
analisadas no espectrofluorimetro (spectraMax 190) nos comprimentos de onda de

excitacao de 493 nm e emiss&o de 524 nm.
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4.4.2.3 — Infeccdo em neutrofilos com amastigotas previamente tratadas com

anticorpos anti-PS

Foram adicionados 2 x10° de neutréfilos em pogos de placa de 96 pogos com em
formato de fundo U (Kasvi). Previamente para a infeccdo dos neutrdfilos, as
amastigotas foram marcadas com CFSE como descrito no item 3.2.2.1 e incubadas
com os anticorpos PS e os respectivos controles conforme o item 3.3. Apds o
término da incubagdo, as amastigotas foram cuidadosamente lavadas e
ressuspendidas em DMEM completo e adicionadas nos pogos com neutrdfilos. A
incubacao foi realizada em estufa com 5% de CO2 a 34°C, e a proporgao utilizada
na infecgéo foi de 5 amastigotas para 1 neutrdfilo.

Apds 3 e 6 horas do inicio da infeccdo, as células foram lavadas com PBS com
SNC. Em seguida, as células foram marcadas com os anticorpos Ly6c¢/Ly6g, sendo
incubadas por 15 minutos entre 2 a 8°C (gelo). Apds o periodo de incubagao, as
células foram lavadas com PBS contendo SNC e preparadas para a analise no
citbmetro de fluxo (FACSCalibur/ Cytek, N/S E3591) e os dados foram analisados
pelo software FlowJo CE (Cytek).

4.4.2.4 — Avaliagdo de produgdo de espécies oxidativas em neutrofilos infectados

com amastigotas tratadas com anticorpos anti-PS

Foram plaqueados 1 x 10° de neutrdéfilos, obtidos previamente como no item 3.4,
em placa de 96 fundo U (Kasvi). As amastigotas foram previamente tratadas com
citado no item 3.3, apds a incubacao foram lavadas, ressuspendidas em DMEM
completo e incubadas com os neutrofilos em estufa de CO, a 34°C. A proporcao
utilizada para infeccao foi de 5 amastigotas para 1 neutrofilo.

Apbs 2 e 5 horas da infecgdo, os neutrdfilos foram divididos em dois grupos,
sendo que um deles foi ativado com 200 ng/mL de forbol 12-Miristato 13- Acetato
(PMA), enquanto o outro permaneceu sem ativagdo. Uma hora apds ativagéo, a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi medida utilizando a sonda
H2DCFDA (Sigma-Aldrich). Para esta medicao, as células infectadas, tanto ativadas
guanto as nao ativadas, foram cuidadosamente lavadas trés vezes com PBS e, em
seguida, foram incubadas com 20 uM de H2DCFDA diluido em HBSS sem EDTA por

40 minutos a 37° C em estufa de CO,. Apdés a incubacdo, as células foram
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analisadas no espectrofluorimetro (spectraMax 190) nos comprimentos de onda de

excitacao de 493 nm e emissao de 524 nm.

4.3 —INFECCAO IN VIVO

4.3.1 — Padronizacgao da infec¢ao intravenosa com Leishmania amazonensis.
Camundongos BALB/c foram infectados via intravenosa com 1x10° amastigotas.
Os animais foram eutanasiados 3 animais semanalmente durante 12 semanas,
periodo no qual o peso dos bagos e figados foi avaliado em balanga analitica. Além
disso, foram avaliadas a carga parasitaria por meio do ensaio de diluigao limitante
(imiting dilution assay - LDA) nos 6rgéos baco, figado, medula 6ssea e linfonodos

mesentéricos e inguinais. Foram utilizados 36 animais no total.

4.3.2 - Avaliacdo da carga parasitaria em infec¢ées intravenosa com
Leishmania amazonensis.

Para determinar a carga parasitaria no baco, figado, medula 6ssea e linfonodos
inguinais e mesentéricos, realizamos o ensaio de LDA. Inicialmente, os 6rgaos foram
macerados em filtro (70 ym), e as suspensdes celulares foram ajustadas para o
volume de 5 mL para o bago, 10 mL para o figado e 2 mL para os linfonodos. A
medula éssea foi obtida através da lavagem dos ossos fémur e tibia com meio
Schneider, sendo as amostras ajustadas para o volume de 10 mL de meio

Schneider.

No ensaio LDA, as amostras foram diluidas na proporcao de 1:10. Deste modo, as
amostras de todos os o6rgaos foram distribuidas em duplicatas em placas de 96
pocos estéreis (Kasvi), com 330 uL de suspensdo celular em cada pogo. Em
seguida, adicionamos 270 uL de meio Schneider nos pocos adjacentes e
transferimos 30 uL de suspensao celular inicial para o proximo poco, e de maneira
continua para os demais, em uma sequéncia de 8 pocos consecutivos. Todas as
placas foram analisadas durante 15 dias de cultura. Ao final desse periodo, a
avaliagao foi realizada por meio de microscopio invertido, identificando o ultimo pogo
com leishmania viva. Os resultados foram expressos por média do logaritmo do titulo
de parasitos. Adaptado de (GHOTLOO et al., 2015)
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4.3.3 - Infecgao intravenosa e tratamento com anticorpo anti-PS

Camundongos BALB/c foram intravenosamente infectados com 1 x 10° de
amastigotas, que foram previamente tratadas com anticorpos anti-PS e controle,
conforme citado no 3.6. Na quarta semana apods a infecgdo, os camundongos foram
submetidos aos tratamentos correspondentes aos que as amastigotas receberam:
PBS (controle), anticorpo 11:31 e anticorpo Fab. A administracdo do tratamento foi
feita via peritoneal, ao longo de trés semanas. Na 122 semana pos-infecgdo, os
camundongos foram eutanasiados. Para analisarmos a infec¢do, avaliamos a carga
parasitaria dos 6rgaos baco, figado, medula 6ssea e linfonodos mesentéricos e
inguinais. Além disso, investigamos a producdo intracelular de citocinas e a
producao de oxido nitrico de células esplénicas. Também analisamos a distribuicdo e
tamanho de lesbes nos camundongos. A amostra experimental final de cada grupo

de tratamento consistiu em 10 animais.

4.3.3.1 — Cultura de esplendcitos

Os bacgos derivados dos camundongos infectados intravenosamente, foram
fragmentados e incubados em solugdo de colagenase (1 mg/mL), DNAse (100
ug/mL) e dispase (0,6 U/ mL) por 30 minutos a 37°C. Em seguida, as solugcdes
celulares foram passadas por seringas 21 g para desagregar as células. As células
foram entdo centrifugadas a 600g por 10 minutos, ressuspendidas em PBS e
novamente centrifugadas. Posteriormente, as células foram ressuspendida em 2 mL
de tampao de lise de cloreto de amoénio e potassio (ACK) e foram homogeneizadas,
foi adicionado 2 mL de DMEM completo antes de serem centrifugadas novamente.
As células foram contadas e separadas para uso posterior. Adaptado de (Hoffmann
et al., 2009)

4.3.3.2 — Avaliagdo da expresséo de citocinas intracelulares de esplenocitos

Para a quantificacdo de citocinas intracelulares, as células esplénicas
previamente preparadas foram cultivadas na presencga ou auséncia de 50 pg/mL de
antigeno soluvel de leishmania (SLA) obtido pelo método de congelamento e

descongelamento repetidamente (REF). As células foram colocadas em placas de
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96 pogos de fundo em forma de U (Kasvi), com uma concentragdo de 4,37 x 10°
células por pocgo e incubadas por 72 horas em 37°C, sob atmosfera com 5% de CO,
Faltando 4 horas para o fim da incubagao, o coquetel de ativagdo de leucdcitos com
BD GolgiPlug™ (BD biosciences) foi adicionado aos pogos, que foram mantidos em
incubacao por mais 4 horas.

Apds o término da incubacéo, as células foram centrifugadas por 5 minutos a 700
g, 0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em PBS. Em seguida, as
células foram centrifugadas novamente, e o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspenso em tampao fix-perm (Saponina 0,1% p/v) e incubado por 15 minutos.
Depois disso, as células foram centrifugadas novamente e o pellet foi ressuspenso
em tampao perm-wash (PBS + saponina 0,1% + 2% de SNC), mantendo as células
em incubacdo por 15 minutos. Em seguida, as células foram centrifugadas
novamente e ressuspendidas em solu¢gbes com anticorpos conforme os painéis da
tabela 2, mantendo-as em incubacdo por 30 minutos. Posteriormente, as células
foram lavadas duas vezes com perm-wash, ressuspendidas em PBS e analisadas
por citometria de fluxo (FACSCalibur/ Cytek, N/S E3591). A analise foi feita utilizando
software FlowJo CE (Cytek). Adaptado de (Bottrel et al., 2001)

Tabela 3 — Anticorpos utilizados na avaliacdo de citocinas intracelulares

Painel Anticorpos
1 CD3 FITC; CD4 PerCP; IL-4 PEcy7; IL-10 PE
2 CD3 FITC; CD4 PE; TGFB PerCP-Cy5.5; TNFa APC
3 CD11b PE; TNFa FITC

4.3.3.4 — Avaliagdo da produgédo de oxido nitrico de esplendcitos

Para a dosagem de oxido nitrico, as células esplénicas foram adicionadas na
concentragdo de 1 x 10° células por poco, em placas de 96 pocos de fundo em forma
de U (Kasvi) e incubadas por 72 horas a 37°C , sob atmosfera com 5% de CO.,.

Apos a incubacdo, as células foram centrifugadas a 700 xg por 5 minutos, e o
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sobrenadante foi coletado. A produgdo de Oxido nitrico foi analisada através do

meétodo de Griess.
4.3.3.5 — Analise das distribui¢cbes e tamanhos das lesées

Apos a eutanasia dos animais, realizou-se uma avaliagdo macroscopica da
distribuicdo das lesdes e seus respectivos tamanhos. A distribuicdo das lesdes foi
classificada de acordo com a localizacao das lesdes aparentes, conforme descrito na
tabela 3, enquanto os tamanhos das lesdes foram classificados conforme indicado

na tabela 4.

Tabela 4 — Escore de distribuicdo das lesbes

Distribuicao Score
Sem ulcera aparente 0
Uma ulcera aparente 1
Duas ulceras aparentes 2

Ulceras na polpa da 2
cauda

Tabela 5 — Escore dos tamanho das lesdes

Tamanho da ulcera Score
Sem ulcera aparente 0
Ulcera pequena 1
Ulcera média 2

Ulcera grande 3
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4.4 — ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estdo representados como média e desvio padrdo (SD). A
normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste de Shapiro — Wilk. Quando os
dados seguiam uma distribuicdo normal, foram realizadas analises de variancia
two-way Anova, seguida pelo teste de Tukey para comparagcdo multipla. Nos casos
em que os dados nao apresentavam distribuicdo normal, foi utilizado o teste teste de
Kruskal-wallis. As diferengcas foram consideradas estatisticamente significativas
quando o valor de p foi igual ou inferior a 0,05.

Todas as analises foram feitas no software GraphPad-Prism 9 (GraphPad

Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com).


http://www.graphpad.com
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5 - RESULTADOS

5.1 — AVALIACAO DA INFECCAO EM FIBROBLASTOS NIH/3T3 COM
AMASTIGOTAS PS- BLOQUEADAS.
Os fibroblastos desempenham um papel importante na laténcia e disseminagao

de L. amazonensis. Neste trabalho, investigamos a influéncia da PS na infeccao de
fibroblastos NIH/373. Para isso, inicialmente, avaliamos a expressao de PS nas
formas amastigotas. Em seguida, infectamos as células NIH/3T3 aderentes em
laminulas e as incubamos por um periodo de 24 horas. Apds o tempo de incubacéo,
as células foram fixadas e coradas e, posteriormente, o indice de infecgao foi

avaliado.

5.1.1- Exposicao de fosfatidilserina em amastigotas extraidas de lesbes de camundongos
BALB/c

Um dos fatores de patogenicidade das amastigotas de L. amazonensis é a
exposicdo de PS em sua superficie (Balanco et al., 2001). Para confirmar a
exposicao de PS nas formas amastigotas de L. amazonensis, utilizamos amastigotas
de lesbes de camundongos BALB/c. A exposigao de PS foi avaliada por marcagao
com anexina V (ANX) e iodeto de propidio (PI) utilizando citometria de fluxo. A ANX
apresenta alta afinidade por fosfatidilserina na presenca de calcio, enquanto que PI
se liga as moléculas de DNA, desde que haja permeabilidade na membrana celular.
Os parametros de dispersdo de luz para frente (FSC) e dispersao lateral (SSC)
foram utilizados para selecionar a populacao de amastigotas viaveis (Figura 11A).
Eventos localizados fora da area de selecao (gate) foram excluidos e correspondiam
a outros componentes presentes nas lesdes, como hemacias, células mortas e
debris celulares. Dentro do gate de amastigotas, os parametros de fluorescéncia FL1
e FL2 foram analisados (Figura 11B). Observamos que em média 80% das células
apresentaram marcacao positiva para ANX e negativa para PI, confirmando que as

formas amastigotas predominantemente expéem PS em sua superficie.
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Figura 11 - Exposicao de fosfatidilserina em amastigotas extraidas de lesdes
de camundongos BALB/c. Amastigotas, extraidas de lesées de camundongos BALB/c
infectados, foram purificadas e analisadas por citometria de fluxo. (A) As células extraidas
foram analisadas quanto ao tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), com uma populagao
caracteristica de amastigotas viaveis identificada pelo gate. (B) A exposicdo de PS foi
avaliada usando ANX conjugada com Alexa Fluor 488 (FL1) e a permeabilidade celular com
o iodeto de propidio (FL2), na populagao do gate (amostra representativa). FSC - (Forward
Scatter) tamanho. SSC - (Side Scatter) granulosidade FL1 — canal de fluorescéncia 1. FL2 —
canal de fluorescéncia 2.

5.1.2 — Avaliagao da infecgdo em fibroblastos NIH/3T3 com amastigota de L.
amazonensis previamente tratadas com anticorpos anti-PS.

A PS é importante para as infec¢gdes de macrofagos (Balanco et al., 2001;
Wanderley et al., 2006), porém pouco se sabe sobre a sua relagdo com a infecgao
de fibroblastos. Para isso, bloqueamos a exposigdo da PS nas formas amastigotas
de L. amazonensis, isoladas de camundongos BALB/c, e procedemos a infeccéo de
fibroblastos NIH/3T3.

Os fibroblastos foram infectados com amastigotas previamente tratadas com
anticorpo 11:31, 11:31 Fab e anexina. Posteriormente, analisamos o indice de
infeccdo apdés 24 horas. Observamos uma redugdo significativa no indice de
infectividade apds 24 horas de infecgdo em todos os tratamentos, 11:31, 11:31 Fab e
ANX, em comparagao com as amastigotas sem bloqueio de PS. Nao encontramos

diferencas estatisticas entre os tratamentos (Figura 12).


https://www.zotero.org/google-docs/?mLsEog
https://www.zotero.org/google-docs/?mLsEog

72

= ctr

= 1:31
= 11:31 Fab
O Ax

N
o
]

*%k
*%

-
(3}
1

(3}
1

indice de Infectividade
T

Amastigotalfibroblastos
P
1

% fibroblastos infectados
o
1

o
l
e
=}
l
o
l

Figura 12 — Infecgcao de fibroblasto NIH/3T3 com amastigotas tratadas com
anticorpos anti-PS. Os fibroblastos NIH/3T3 foram infectados com amastigotas de L.
amazonensis isoladas de camundongos na proporgado de 1:30 e previamente tratadas com
anticorpos 11:31 ou Fab na concentragéo de 5 ug/mL O indice de infectividade foi observado
em culturas com 24 horas apods a infecgdo. Foram utilizados como controle negativo PBS e
como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina anexina V (ANX). A porcentagem de
fibroblastos infectados e o numero de amastigotas intracelulares foram determinadas por
microscopia 6tica contando 300 células. O indice de infectividade foi obtido através do
produto entre o percentual de fibroblasto infectados pelo nimero médio de amastigotas por
fibroblasto. * p= 0,05: comparagdo com o indice de infectividade de macréfagos infectados
com amastigotas tratadas com PBS em culturas de 24h apés a infecgao.

O indice de infectividade, calculado como o produto da porcentagem de
fibroblastos infectados pela média do numero de amastigotas por fibroblasto, foi o
ponto de partida para nossa analise. No entanto, reconhecemos que tanto a
porcentagem de fibroblastos infectados quanto o numero médio de amastigotas por
fibroblasto poderiam influenciar essa avaliacdo. Para uma compreensdo mais
detalhada dos fatores associados a reducdo do indice, examinamos esses
componentes separadamente.

Nossos resultados demonstraram que n&o houve alteracdo na média de
amastigotas por fibroblastos em todos os tratamentos avaliados (Figura 12).
Entretanto, observamos uma reducéao significativa na porcentagem de fibroblastos
infectados nos tratamentos 11:31, 11:31 fab e ANX, quando comparados com o

tratamento com PBS.
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5.1.3 — Avaliagao da producao de 6xido nitrico por fibroblastos NIH/3T3 apés
infeccdo por amastigota de Leishmania amazonensis previamente tratadas
com anticorpos anti-PS.

A producdo de oxido nitrico é o principal mecanismo leishmanicida dos
macréfagos (MAUEL, 1996). Os fibroblastos sdo uma das células mais abundantes
na derme e sao capazes de expressar NOS2 e NOS3. Considerando a importancia
do NO na eliminacédo da leishmania e a capacidade dos fibroblastos de produzi-los,
examinamos a modulacdo da producdo de NO pelos fibroblastos NIH/3T3 apds a
infeccdo com amastigotas de L. amazonensis. Para isso, realizamos um teste de
ativacdo das células com LPS e IFNy, no qual estabelecemos uma curva de
ativacdo. Observamos que a concentragao ideal para induzir uma maior produgao de
NO foi de 1000 ng/mL de LPS e 5 ng/ml de IFNy (Figura 13).
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Figura 13 — Produgcao de o6xido nitrico por NIH/3T3. Os fibroblastos NIH/3T3
foram ativados com diferentes concentracdes de LPS e IFNy e deixados em incubagéo por
48 horas. ApoGs esse periodo o sobrenadante foi coletado e a producao de NO foi analisada
pelo método de Griess.

5.1.4 — Avaliagao da producao de éxido nitrico por fibroblastos NIH/3T3 apés
infecgcao por amastigota de L. amazonensis PS-bloqueada

Apos estabelecermos a concentracdo ideal dos ativadores, infectamos

fibroblastos com amastigotas previamente tratadas com anticorpos anti-PS e os
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respectivos controles. Apés 4 horas de infecgéo, realizamos lavagem dos pogos para
remover os parasitos nao internalizados e adicionamos a solugao de ativacgao.
Deixamos as células incubadas por 24 e 48 horas. Apds esse periodo, coletamos os
sobrenadantes e analisamos a produc¢ao de NO pelo método de Griess.

Nos experimentos de infeccdo de 24 horas, ndo encontramos alteragdes
significativas na producdo de NO. No entanto, notamos uma tendéncia de aumento
da producdo de NO nos fibroblastos ativados, em comparacdo com os nao ativados.
Houve uma tendéncia de redugao da producdo de NO nos fibroblastos ativados e
infectados. Observamos uma tendéncia de aumento na producdo de NO por
fibroblastos infectados com parasitos tratados com o anticorpo 11:31 em
comparagao com os outros tratamentos (Figura 14A).

Ja nas infeccbes de 48 horas, observamos que a anexina induziu uma produgao
significativamente maior de NO em comparagao com os fibroblastos nao ativados e
os fibroblastos ativados e infectados. Além disso, notamos que o tratamento com o
Fab resultou em uma producédo reduzida de NO, semelhante ao grupo controle ndo
ativado e ao grupo ativados e infectados. Essa producao inferior levou a uma
diferenga estatisticamente significativa em relagdo a produgcédo de NO induzida pela
anexina. No grupo tratado com 11:31, observamos uma tendéncia de aumento na
producado de NO, em comparacédo com os fibroblastos ndo ativados e os ativados e

infectados (Figura 14B).
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Figura 14 — Produgao de o6xido nitrico por NIH/3T3 apés infeccao com
amastigotas de L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. Os fibroblastos
NIH/3T3 foram infectados com amastigotas previamente tratadas com anticorpos 11:31 e
Fab na concentragio de 5 ug/mL ou ANX. Apds 4 horas as células foram ativados com 1000
ng/mL de LPS e 5 ng/ml de IFNy e deixados em incubagéo por 24 (A) e 48 horas (B). O
sobrenadante foi coletado e a produgao de NO foi analisada pelo método de Griess.

52 — INFECCAO EM NEUTROFILOS COM AMASTIGOTAS E
PROMASTIGOTAS PREVIAMENTE TRATADAS COM ANTICORPO ANTI-PS

Os neutrdéfilos sdo as primeiras células a interagirem com as promastigotas e
desempenham um papel importante na resposta imunoldgica contra o parasito. Para
avaliarmos a participacao de PS na infecgdo de neutréfilos, realizamos a infecgéo de
neutréfilos peritoneais com promastigotas e amastigotas que foram previamente
tratadas com anticorpos anti-PS e, em seguida avaliamos a modulacido da

expressao de espécies reativas de oxigénio.
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5.2.1 - Exposicao de fosfatidilserina de promastigotas mantidas em cultura
in vitro.

A exposicdo de fosfatidilserina é um fendmeno importante associado a
patogenicidade das formas promastigotas de L. amazonensis, conforme relatado por
Wanderley e col. (2009). Para confirmar a presenga dessa exposi¢cdo, as
promastigotas foram cultivadas in vitro por um periodo de 7 dias. Em seguida, foi
realizada a marcacgéo das células com anexina V (ANX) e iodeto de propidio (Pl),
seguida de analise por citometria de fluxo. No gate especifico de promastigotas, os
parametros de fluorescéncia FL1 e FL2 foram avaliados. A média das células com
sinal positivo para ANX (FL2) e negativo para Pl (FL1) confirmou a presenca de

fosfatidilserina exposta nas promastigotas (Figura 15B).
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Figura 15 - Exposi¢cao de PS em promastigotas mantidas em cultura in vitro.
Promastigotas mantidas em cultura in vitro por 7 dias foram analisadas por citometria de
fluxo. (A) As células extraidas foram analisadas quanto ao tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC). (B) A exposicao de PS foi avaliada com usando ANX conjugada com Alexa Fluor 488
(FL1) e a permeabilidade celular com o iodeto de propidio (FL2), na populagdo do gate
(amostra representativa). FSC - (Forward Scatter) tamanho. SSC - (Side Scatter)
granulosidade FL1 — canal de fluorescéncia 1. FL2 — canal de fluorescéncia 2.

5.2.2 - Infecgao de neutréfilos peritoneais com promastigotas previamente
tratadas com anticorpos anti-PS.

Neutrdéfilos peritoneais foram infectados com promastigotas de L. amazonensis.
As promastigotas foram previamente marcadas com CFSE e tratadas com anticorpo
11:31, Fab ou ANX. Em seguida, as promastigotas foram incubadas com os
neutroéfilos por periodos de 3 e 6 horas. Os neutrofilos foram identificados através da

marcagao com o anticorpo Ly6c/Ly6g. Para determinar as células infectadas, foram
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consideradas as células que apresentavam fluorescéncia positiva nos canais FL4

(Ly6c/LyBg) e FL1 (CFSE) (Figura 16).
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Figura 16 - Avaliacdo da infeccdo em neutréfilos infectados com
promastigotas de L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. O percentual
de neutrdfilos infectados estd demonstrado no quadrante superior direito, referente as
células CFSE e Ly6C/Ly6g duplo positivas. (A) neutréfilos nao infectados; (B) neutréfilos
infectados; (C) neutrdfilos infectados com promastigotas previamente tratadas com anticorpo
11:31; (D) neutrdfilos infectados com promastigotas previamente tratadas com anticorpo
Fab; (E) neutrdfilos infectados com promastigotas previamente tratadas com ANX.
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Figura 17- Infecgao de neutrofilos peritoneais infectados por promastigotas
de L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. Os neutréfilos peritoneais
extraidos de camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. amazonensis
previamente tratadas com anticorpos anti-fosfatidilserina (11:31) e a porgédo Fab purificada
(Fab) na concentragédo de 5 pg/mL e, com anexina V (ANX). A analise das infec¢des nos
neutréfilos foi realizada apés 3 e 6, utilizando citometria de fluxo. Os valores sé&o
apresentados como média das porcentagens de células FL1+/FL4+. Foram realizados trés
experimentos, cada um contendo trés triplicatas.***p<0,001; ****p<0,0001 pela comparacao
entre os grupos nédo infectados e infectados.

Durante os dois periodos de infeccdo analisados, os neutréfilos mostraram-se
suscetiveis a infeccdo. No entanto, € importante observar que os tratamentos com
anticorpos anti-PS e anexina V ndo demonstraram capacidade de alterar o indice de
infeccdo em nenhum dos tempos avaliados. Este resultado indica que, apesar da
suscetibilidade dos neutrdfilos a infecgdo por promastigotas de L. amazonensis, a
exposicao a esses tratamentos especificos ndo teve impacto na capacidade de

infeccao das células (Figura 17).

5.2.3 - Producao de espécies reativas de oxigénio em infecgoes de
neutréfilos peritoneais com promastigotas previamente tratadas com
anticorpos anti-PS

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenha um papel
significativo no controle da infecgao por Leishmania. As EROs tém a capacidade de
afetar a sobrevivéncia e replicagao dos parasitos, pois estdo relacionadas com a
atividade microbicida dos neutréfilos. Avaliamos a produg¢ao de EROs em neutréfilos

peritoneais derivados de camundongos BALB/c, infectados com promastigotas de L.



79

amazonensis que foram previamente tratadas com anticorpos 11:31 e a porc¢ao Fab,
utilizando promastigotas tratadas com PBS como controle negativo e promastigotas
tratadas com ANX como controle positivo. Apés 3 e 6 horas de infeccédo, os
neutréfilos foram ativados com PMA e a produgédo de EROs foi quantificada usando

a sonda H2DCFDA na avaliagao por fluorimetria.
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Figura 18 - Produgao de EROs por neutréfilos infectados com promastigotas
de L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. Neutrdfilos peritoneais de
camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. amazonensis previamente
tratadas com anticorpos anti-PS 11:31 ou Fab na concentracao de 5 ug/mL e, com anexina
V (ANX). A produgdo de EROs neutréfilos foi observada apés 3 e 6 h, através da sonda
H2DCFDA. Foram realizados trés experimentos, cada um contendo trés triplicatas. *p<0.05.

Observamos padrdes distintos na producdo de EROs em neutrdfilos infectados
apos diferentes periodos de incubacgao e tratamentos especificos. Nas infecgdes por
3 horas, notamos um aumento significativo na produgdo de EROs em neutrdfilos
infectados tratados com o anticorpo 11:31, em comparacado com neutrofilos ativados
mas nao infectados. Essa diferenga nao foi encontrada nos outros tratamentos. No

entanto, apds 6 horas de infeccdo, observamos um aumento da producdo de EROs



80

em neutrodfilos infectados e em neutrofilos infectados com amastigotas tratadas com
anexina. Os neutréfilos infectados com amastigotas tratadas com anticorpos 11:31 e
Fab apresentaram uma reducgéo da produ¢ao de EROs quando comparado com o0s

neutrofilos infectados e os infectados com amastigotas tratadas com anexina (Figura
18).

5.2.4 - Infecgdo de neutréfilos peritoneais com amastigotas previamente
tratadas com anticorpos anti-PS.

Neutrdfilos peritoneais foram infectados por amastigotas de L. amazonensis,
extraidas de lesdes de BALB/c. As amastigotas foram previamente marcadas com
CFSE e tratadas com anticorpo 11:31, Fab ou anexina V. Em seguida, as
amastigotas foram incubadas com os neutréfilos por periodos de 3 e 6 horas. Os
neutrofilos foram identificados através da marcagdo com o anticorpo Ly6c/Ly6g. Para
determinar as células infectadas, foram consideradas as células que apresentavam

fluorescéncia Ly6C/Ly6g positiva e CFSE positiva (Figura 19).
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Figura 19 - Dot plot da avaliagdo da infecgao em neutréfilos infectados com
amastigotas de L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. O percentual de
neutrdfilos infectados estda demonstrado no quadrante superior direito, referente as células
CFSE e Ly6C/Ly6g duplo positivas. (A) neutréfilos nao infectados; (B) neutrdfilos infectados;
(C) neutrdfilos infectados com amastigotas previamente tratadas com anticorpo 11:31; (D)
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neutréfilos infectados com amastigotas previamente tratadas anticorpo Fab; (E) neutréfilos
infectados com amastigotas previamente tratadas com ANX.
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Figura 20- Infecgao de neutréfilos peritoneais infectados por amastigotas de
L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. Neutréfilos peritoneais extraidos
de camundongos BALB/c foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente
tratadas com anticorpos anti-PS, 11:31 ou Fab na concentracdo de 5 pg/mL ou, com anexina
V (ANX). A avaliacdo das infec¢des nos neutréfilos foi realizada apos 3 e 6 h, utilizando
citometria de fluxo. Os valores sao apresentados como média das porcentagens de células
FL1+/FL4+. Foram realizados trés experimentos, cada um contendo trés triplicatas.*p<0,05
pela comparagao entre os grupo nao infectado e infectados.

Os neutrofilos peritoneais de camundongos BALB/c demonstraram serem
suscetiveis a infecgdo por amastigotas de L. amazonensis em 3 e 6 horas. No
entanto, os tratamentos com anticorpos anti-PS e anexina V nao foram capazes de

modificar o indice de infectividade em nenhum dos tempos avaliados (Figura 20).
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3.2.5 — Producgao de espécies reativas de oxigénio em infecgoes de neutroéfilos
peritoneais com amastigotas previamente tratadas com anticorpos anti-PS.
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Figura 21 - Produgao de EROs de neutréfilos infectados com amastigotas de
L. amazonensis tratadas com anticorpos anti-PS. Neutréfilos peritoneais extraidos
de camundongos BALB/c foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente
tratadas com anticorpos anti-PS, 11:31 ou Fab na concentracao de 5 pg/mL ou, com anexina
V (ANX). A produgdo de EROs neutrdfilos foi realizada apdés 3 e 6 h, através da sonda
H2DCFDA. Foram realizados trés experimentos, cada um contendo trés triplicatas.

Ao investigar a producdo de EROs durante a infeccdo por amastigotas,
observamos que, apds 3 horas de infecgdo, houve uma tendéncia de inducdo na
producdo de EROs nos neutrofilos infectados e uma tendéncia de redugdo com
anticorpos anti-PS e ANX, embora essa redugcdo também nado tenha sido
estatisticamente significativa (Figura 21).

Em relagéo a infecgdo de 6 horas, nao identificamos diferengas significativas na
producdo de EROs entre os neutrdfilos nédo infectados e os infectados com
amastigotas sem tratamento ou com as amastigostas previamente tratadas com os
anticorpos anti-PS e ANX. Isso indica que, nesse ponto de tempo, os tratamentos
aplicados as amastigotas nao influenciaram de forma marcante a producéo de EROs

pelos neutrofilos (Figura 21).
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5.3— PADRONIZACAO DA INFECGAO DISSEMINADA COM L. amazonensis

A grande maioria dos trabalhos realizados com L. amazonensis utilizam modelos
experimentais com infecgdes intradérmicas, direcionados para avaliagdo com LC,
porém sabe-se que existem outras manifestagdes relacionadas com a espécie que
sao dependentes da disseminacao do parasito. Para avaliarmos a disseminagao da
L. amazonensis e validar o modelo experimental, infectamos camundongos BALB/c
via intravenosa (IV) com amastigotas. Apos a infeccdo, os animais foram
eutanasiados semanalmente e avaliados o peso dos bagos e figado e carga
parasitaria da medula 6ssea, baco, figado e linfonodos inguinais e mesentéricos
(LIM).
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Figura 22 - Peso do bago e figado de camundongos BALB/c infectados via
intravenosa com amastigotas de L. amazonensis. Camundongos BALB/c foram
infectados via intravenosa com 10° amastigotas em 100 uL de PBS. Semanalmente foram
eutanasiados dois camundongos por semana e avaliados o peso do baco (a) e figado (B).

Durante o decorrer das semanas de infecgdo, o peso dos bagos e figados nao
apresentaram alteragdes significativas (Figura 22).

Para uma melhor compreensao da infecgao nos 6rgaos internos, realizamos o
ensaio de LDA para avaliar a carga parasitaria no bago, figado, medula 6ssea e
linfonodos inguinais e mesentéricos. Observamos que a medula 6ssea foi o primeiro
orgao a ser infectado, pois na primeira semana pos infecgdo (SPI) encontramos a

presenca dos parasitos. O bago foi o0 segundo 6rgéao a ser infectado, com a presenca
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de parasitos a partir da sétima SPI. Os linfonodos inguinais e mesentéricos foram
infectados a partir da oitava SPI, enquanto o figado foi o ultimo érgédo a ser
parasitado, apenas a partir da nona semana (Figura 23).

Na décima segunda SPI, os camundongos apresentaram lesdes macroscopicas
na cauda, patas e nariz, levando a interrupcdo dos experimentos para evitar

qualquer forma de sofrimento aos animais (Figura 24).
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Figura 23 — Acompanhamento da infeccdo em o6rgaos internos apoés a
infecgao intravenosa com amastigotas de L. amazonensis. Avaliagdo da infecgéo
em oOrgaos internos: bago, figado, medula éssea e linfonodos mesentéricos e peritoneais,
apos a infecgdo intravenosa com 10° amastigotas de Leishmania amazonensis. Apds a
infeccao, dois camundongos por semana foram eutanasiados e coletadas as amostras dos
orgaos para realizarmos o teste de LDA e identificarmos a presenca de parasitos.

Figura 24 — Lesdes macroscopicas em camundongos BALB/c infectados via
intravenosa com amastigotas de L. amazonensis. Camundongos Balb/c foram
infectados via intravenosa com 10° amastigotas de Leishmania amazonensis e apos 12
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semanas poés infeccao foram encontradas lesdes macroscépicas na cauda, pata e nariz dos
camundongos.

5.4 — ALTERACAO NA DISSEMINACAO SISTEMICA DE L. amazonensis APOS
TRATAMENTO COM ANTICORPOS ANTI-PS

Com o objetivo de investigar o papel da PS na disseminagéao da L. amazonensis,
realizamos uma infeccdo intravenosa em camundongos BALB/c com amastigotas
previamente tratadas com anticorpos anti-PS (11:31) e a por¢cado Fab purificada
(Fab). Apés um periodo de 4 semanas, os camundongos foram submetidos a um
tratamento intraperitoneal 3x na semana, com os anticorpos anti-PS e PBS por um
total de 3 semanas. Apds 12 SPI foram realizadas diversas avaliagdes, incluindo a
medi¢cdo do peso dos bagos e figados, a determinagdo da carga parasitaria na
medula éssea, figado, bago e linfonodos mesentéricos e peritoneais, a quantificagao
de citocinas e Oxido nitrico produzidos por células esplénicas, a analise da
proliferacdo celular nas células esplénicas, bem como a avaliacdo da disseminacao

e tamanho das lesoes.

541 - Peso dos bacos e figados de camundongos infectados via
intravenosa com amastigotas de Leishmania amazonensis e tratados com
anticorpos anti-PS.

O peso dos orgaos € considerado um parametro relevante na analise de
infecgcdes, uma vez que alteragdes nesse aspecto podem estar associadas a
processos inflamatorios, infiltrados celulares, proliferagao celular e aumento da carga
parasitaria. No entanto, em nosso estudo, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos pesos dos bagos e figados entre os animais dos

grupos tratados com anticorpos anti-PS e os animais do grupo controle (Figura 25).
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Figura 25 — Peso dos bacgos e figados de camundongos BALB/c infectados
via intravenosa com amastigotas de L. amazonensis e tratados com anticorpos
anti-PS. Camundongos Balb/c foram infectados via intravenosa com 10° amastigotas de
Leishmania amazonensis. Apds 4 SPI foram tratados via i.p. por 3 semanas com PBS,
anticorpos anti-PS (11:31) e porgdo Fab purificada (Fab). Apés 12 SPI os camundongos
foram eutanasiados e o peso dos figados (A) e bagos (B) foram mensurados.

5.4.2 - Avaliagcdao da carga parasitaria de camundongos infectados via
intravenosa com amastigotas de Leishmania amazonensis e tratados com
anticorpos anti-PS.

Apods 12 semanas de infecgdo, a carga parasitaria foi avaliada nos camundongos
BALB/c infectados via intravenosa com amastigotas de L. amazonensis e tratados i.p
com anticorpos anti-PS. Nossos resultados demonstraram que o bloqueio de PS foi
eficaz na reducdo da infeccdo em orgaos alvo da infecgdo pelo parasito. Ao
analisarmos os linfonodos, observamos que, embora ndo tenham sido encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre o grupo controle e os grupos tratados
com anticorpos anti-PS, constatamos uma menor presencga de parasitos nos grupos
tratados. No grupo controle, cinco animais apresentaram positividade para a
infeccdo nos linfonodos, enquanto no grupo tratado com 11:31 apenas trés animais
tiveram os linfonodos infectados. No grupo tratado com Fab, apenas dois animais
apresentaram infeccdo nos linfonodos. Sugere-se que esses achados apontam para
um potencial efeito protetor do bloqueio de PS na disseminagao da infec¢cao por
leishmania nos linfonodos (Figura 26A).

Ao analisarmos a infeccdo no figado (Figura 26B), também observamos que,
embora nao tenha sido encontrada diferenga estatisticamente significativa, o grupo

tratado com o anticorpo Fab apresentou menor quantidade de camundongos
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infectados, com apenas 2 animais apresentando parasitos no figado. Nao foram
encontradas diferengas entre o grupo controle e o grupo tratado com 11:31, ambos

com 5 animais positivos para a infeccao.
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Figura 26 - Carga parasitaria dos o6rgaos internos de camundongos
infectados via intravenosa com amastigotas de L. amazonensis e tratados com
anticorpos anti-PS. Camundongos Balb/c foram infectados via intravenosa com 10°
amastigotas de Leishmania amazonensis. Apos 4 SPI foram tratados via i.p. por 3 semanas
com PBS, anticorpos anti-PS (11:31) e por¢ao Fab purificada (Fab). Apés 12 SPI os
camundongos foram eutanasiados e a carga parasitaria foi avaliada por LDA na medula
Ossea, baco, figado e linfonodos mesentéricos e peritoneais. ** p < 0,01.

Ao analisarmos a carga parasitaria da medula éssea (Figura 26C), ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas. No entanto, contrariamente
aos resultados observados nos outros orgaos avaliados, os grupos tratados com
anticorpos anti-PS apresentaram um maior numero de camundongos com medula
Ossea parasitada em comparacao ao grupo controle. Foram infectados 10 animais
em cada grupo. No grupo tratado com 11:31, observou-se a presenca de parasitos

em 7 animais, enquanto no grupo tratado com Fab esse numero foi de 6 animais e
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no grupo tratado com PBS apenas 3 camundongos apresentaram parasitos na
medula éssea.

Durante a analise das cargas parasitarias do bago (Figura 26D), observou-se uma
reducao estatisticamente significativa na carga parasitaria no grupo tratado com Fab
em comparagao com o grupo controle. Embora no grupo tratado com 11:31 nao
tenha sido observada diferenca estatistica, verificou-se que menos camundongos
apresentaram infeccao no bago, com um total de 8 animais positivos, enquanto no

grupo controle esse numero foi de 9 animais.

5.4.3 - Anadlise do perfil imunolégico das células esplénicas de
camundongos infectados via intravenosa com amastigotas de L. amazonensis
e tratados com anticorpos anti-PS.

Realizamos a avaliacao das citocinas intracelulares em células derivadas do baco,
visando investigar o potencial do bloqueio de PS em modular a resposta inflamatéria.
Para isso, as células do baco foram isoladas e mantidas em cultura por um periodo
de trés dias, na presenca de SLA, em triplicatas. As células foram ativadas utilizando
um coquetel de ativagao de leucdcitos contendo BD GolgiPlugTM. Posteriormente,
as células foram fixadas com fixperme, submetidas a lavagens com perm-wash e,
em seguida, incubadas com anticorpos especificos (CD3, CD4, IL-4, IL-10, TGFp,
TNFa e CD11b), conforme descrito na Tabela 2.

Como principal achado, observamos uma diminuicdo significativa nas
concentragdes de IL-10 e TGFB no grupo tratado com Fab. Embora a IL-4 n&o tenha
apresentado diferenga estatisticamente significativa, observou-se uma tendéncia de
diminuicdo nos grupos tratados 11:31 e Fab, quando comparados com o grupo

controle (Figura 28).
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Figura 27 — Perfil de producao de citocinas intracelulares em esplendcitos
de camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis e tratados com
anticorpos anti-PS. Os camundongos foram infectados via intravenosa com 10°
amastigotas de L. amazonensis e, apés 4 semanas pos-infeccdo (SPI), receberam
tratamento intraperitoneal por 3 semanas com PBS, anticorpos anti-PS (11:31) e por¢ao Fab
purificada (Fab). Apos 12 SPI, os camundongos foram eutanasiados e as células dos bagos
foram coletadas e mantidas em cultura com SLA por 3 dias. A expressao das citocinas IL-10,
TGFB, IL-4 e TNFa em células dendriticas foram avaliadas por citometria de fluxo. * p< 0,05;
**p<0,01.

5.4.5 — Modulagdo da producao de 6xido nitrico de células esplénicas de
camundongos infectados via intravenosa com amastigotas de Leishmania
amazonensis e tratados com anticorpos anti-PS.

Avaliamos a produgdo de NO a fim de investigar a modulacdo da resposta
inflamatdria das células esplénicas. Para isso, as células do baco foram isoladas e
mantidas em cultura com SLA por um periodo de trés dias. Apos esse periodo, o
sobrenadante foi coletado e a producdo de NO foi avaliada utilizando o método de
Griess.

Embora ndo tenhamos encontrado diferengas estatisticamente significativas,
observamos que o grupo tratado com 11:31 apresentou uma tendéncia de menor

producdo de NO em comparagao com os demais grupos (Figura 29).
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Figura 28 - Producao de oxido nitrico de células esplénicas apoés o
tratamento com anticorpos anti-PS. Os camundongos foram infectados via intravenosa
com 10° amastigotas de L. amazonensis e, apos 4 semanas pds-infecgéo (SPI), receberam
tratamento intraperitoneal por 3 semanas com PBS, anticorpos anti-PS (11:31) e porcao Fab
purificada (Fab). Apdés 12 SPI, os camundongos foram eutanasiados e os esplendcitos foram
coletados e mantidos em cultura com antigeno soluvel de leishmania (SLA) por 3 dias. A
producao de NO foi mensurada pelo método de Griess.

5.4.6 — Distribuicao de lesbes macroscépicas em camundongos infectados
via intravenosa com amastigotas de L. amazonensis e tratados com anticorpos
anti-PS.

Ao final de 12 semanas pods-infecgdo, os camundongos apresentaram lesdes
macroscopicas nas caudas, narizes e patas, indicativas de disseminagdo do
parasito. Com base nos escores determinados, observou-se que ambos os grupos
tratados com anticorpos anti-PS apresentaram uma tendéncia de redugdo no
tamanho das lesdes. No entanto, somente nos grupos tratados com Fab foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas em comparagdo com o grupo

controle (Figura 30).
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Figura 29 - Avaliacao do tamanho das lesées encontradas nos
camundongos BALB/c apdés o tratamento com anticorpos anti-PS. Os
camundongos foram infectados via intravenosa com 10° amastigotas de L. amazonensis e,
apos 4 semanas pos-infeccdo (SPI), receberam tratamento intraperitoneal por 3 semanas
com PBS, anticorpos anti-PS (11:31) e por¢cado Fab purificada (Fab). Apdés 12 SPI, os
camundongos foram eutanasiados e o tamanho das lesées foram analisadas. *p<0,05.



91

Além da analise do tamanho das lesdes, também avaliamos a distribuicido das
mesmas. Nos casos em que as lesbes estavam presentes em apenas uma pata,
atribuimos a pontuacao 1 (score 1), nos casos em que as lesdes ocorreram nas
duas patas ou na ponta da cauda, atribuimos a pontuagéo 2 (escore 2). Observamos
uma tendéncia de diminuigdo na distribuicdo das lesdes nos grupos tratados com
anticorpos anti-PS, sendo que apenas no grupo tratado com Fab encontramos

diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com o grupo controle.

*

N
u'n
1

g
o
|

-
2}
|
|
|

-
(=]
1

Score Disseminagao
o
(3]
1

e
o
|

: l
PBS 11:31 FAB
Figura 30 - Escore da disseminagdo das lesdes encontradas nos
camundongos BALB/c apés o tratamento com anticorpos anti-PS. Os
camundongos foram infectados via intravenosa com 10° amastigotas de L. amazonensis e,
apos 4 semanas pos-infeccao (SPI), receberam tratamento intraperitoneal por 3 semanas

com PBS, anticorpos anti-PS (11:31) e por¢édo Fab purificada (Fab). Apés 12 SPI, os
camundongos foram eutanasiados e a distribuicao das lesdes foi analisada. *p<0,05.
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Figura 31 — Les6es de camundongos BALB/c infectados via intravenosa com
amastigotas L. amazonensis tratados com PBS. Os camundongos foram infectados
via intravenosa com 10° amastigotas de L. amazonensis e, apds 4 semanas pés-infecgdo
(SPI), foram tratados intraperitoneal por 3 semanas com PBS. Apos 12 SPI, os
camundongos foram eutanasiados e as les6es foram analisadas.
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Figura 32 - Les6es de camundongos BALB/c infectados via intravenosa com
amastigotas L. amazonensis tratados com anticorpo anti-PS 11:31. Os
camundongos foram infectados via intravenosa com 10° amastigotas de L. amazonensis e,
apos 4 semanas pos-infeccao (SPI), foram tratados intraperitoneal por 3 semanas com
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anticorpo anti-PS 11:31. Apds 12 SPI, os camundongos foram eutanasiados e as lesbes
foram analisadas.
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Figura 33 - Les6es de camundongos BALB/c infectados via intravenosa com
amastigotas L. amazonensis tratados com anticorpo anti-PS Fab.Os
camundongos foram infectados via intravenosa com 10° amastigotas de L. amazonensis e,
apos 4 semanas pos-infecgdo (SPI), foram tratados intraperitoneal por 3 semanas com
anticorpos anti-PS Fab. Apdés 12 SPI, os camundongos foram eutanasiados e as lesbes
foram analisadas.
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5- DISCUSSAO

A exposicéo de PS na monocamada externa da membrana plasmatica € um fator
de viruléncia bastante importante, descritos em varias infecgdes parasitarias
intracelulares como T. gondii, T. cruzi, Plasmodium spp e Leishmania spp, bem como
em células tumorais e virus (Amara; Mercer, 2015; Birge et al., 2016; Damatta et al.,
2007; Franga-Costa et al., 2015; Seabra; de Souza; Damatta, 2004; Sherman;
Prudhomme; Tait, 1997; van Zandbergen et al., 2006).

A exposicao de PS nas monocamada externas da membrana plasmatica celular é
similar ao observado nas células que morrem de morte programada do tipo
apoptose, portante esse mecanismo é denominado de mimetismo apoptético, devido
aos parasitos ou células estarem viaveis e ndao possuem qualquer outro sinal de
morte celular ao expor a PS (Balanco et al., 2001; Birge et al., 2016; Wanderley;
Barcinski, 2010).

Na apoptose, a exposigao de PS esta relacionada com a indugéo de fagocitose e
supressao do sistema imune durante a endocitose e digestao intracelular dos corpos
apoptoticos. De maneira semelhante, amastigotas de L. amazonensis ao exporem
PS induzem uma maior taxa de endocitose, a producdo de citocinas
anti-inflamatdrias e promovem uma resposta imunossupressora, importante para que
0 parasito consiga invadir os macréfagos, se multiplicar, estabelecer e disseminar a
infeccao (Balanco et al., 2001; Wanderley et al., 2006).

A exposicdo de PS esta relacionada com a manifestagcédo clinica de LCD, uma
manifestagédo grave e de dificil tratamento. Concomitante a quantidades de les6es no
paciente também possui relagao positiva em relagao a exposicao de PS. De maneira
contraria, na LMC, que também é uma manifestacdo secundaria e grave, de dificil
tratamento e porém relacionada com uma resposta inflamatéria exacerbada e com
bastante destruicdo tecidual, apresenta baixa expressao de PS (Farias et al., 2013;
Franca-Costa et al., 2012).

Os macrofagos tém sido extensivamente estudados na relagdo entre o parasito e
a célula hospedeira, in vitro, devido a ser a célula preferencial pelo parasito. Porém,
os fibroblastos sdo as células abundantes no local de in6culo das promastigotas e
sao descritos como um ambiente propicio para a sobrevivéncia do parasito nas fases
aguda, crbnica e de laténcia, devido a sua baixa atividade microbicida (Bogdan et al.,
2000; Valigurova; Kolarova, 2023).
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O estudo com fibroblastos nesta infecgdo ainda € uma area em desenvolvimento,
com muitas descobertas a serem feitas. A maioria dos estudos foca em demonstrar
a capacidade de infecgao desse tipo celular, especialmente em lesées observadas
nos modelos animais ou em infecgcdes em humanos. No entanto, pouco se sabe
sobre o papel dessas células no ciclo completo da infec¢ao e os fatores associados.

Mesmo assim, sabemos que a capacidade dos fibroblastos de serem infectados e
sua resposta a infeccdo depende tanto da espécie do parasito quanto a origem dos
fibroblastos estudados. Por exemplo, fibroblastos de origem humana podem eliminar
os parasitos da espécie L. amazonensis (Dedet et al., 1983), enquanto na infecgéo
com L. major permite a permanéncia prolongada do parasito (Bogdan et al., 2000).

Quanto ao mecanismo de entrada dos parasitos, estudos indicam que os
receptores de manose estao envolvidos na infecgao dos fibroblastos por Leishmania
(Hespanhol et al., 2005), assim como a implicagdo de CDC42 na internalizagao do
parasito. Recentemente, Cavalcante-Costa (2019) descreveu uma nova via de
internalizagdo do parasito. Em seu trabalho, promastigotas de L. amazonensis
penetram nos fibroblastos de maneira nao relacionada a fagocitose, envolvendo o
recrutamento de ions de Ca++ e reparo da membrana devido a exocitose dos
lisossomos (Cavalcante-Costa et al., 2019).

No presente estudo, investigamos o impacto da inibigdo da PS na infecgéo por L.
amazonensis em células hospedeiras, focando especificamente nos fibroblastos e
neutrofilos.

Os fibroblastos usados no nosso trabalho foram da linhagem celular NIH-3T3,
uma linhagem embrionaria de fibroblastos de camundongos, com inumeras
aplicagdes na pesquisa e que possui sistema adequado para estudar o papel dessas
células na inflamagéao (Espanol et al., 2010; Rahimi; Cai; Hoyer-Fender, 2022). Esta
linhagem tem sido amplamente empregada em estudos relacionados as infecgoes
por T. gondii, T. cruzi, e alguns virus, como o MuLV (Guimaraes-Pinto et al., 2018;
Risco et al., 1995; Tanaka et al., 2010; Tzen et al., 2007). No entanto, até o
momento, ndo havia sido documentada nenhuma relagdo entre essa linhagem e a
infeccdo por leishmania. Assim, os resultados obtidos neste trabalho sdo uma
inovacao significativa, pois demonstram que a linhagem celular NIH/3T3 é suscetivel
a infeccao por L. amazonensis (Figura 12) podendo ser um novo modelo de estudo.

O estabelecimento bem-sucedido de uma cultura celular de fibroblasto para a
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infeccdo é um achado notavel, devido as vantagens proporcionadas, como o
controle ambiental, homogeneidade da amostra e custos reduzidos em comparagao
com experimentos animais (Alves; Guimaraes, 2010).

Estudos anteriores indicaram que a inibicdo de PS, seja através do uso de
anexina V ou anticorpos anti-PS, tem o potencial de alterar a taxa de infecgdo em
macrofagos e reprogramar a resposta imunolégica do hospedeiro (Balanco et al.,
2001; Wanderley et al., 2006; Wanderley; Barcinski, 2010). No entanto, ao analisar o
bloqueio de PS na infeccdo de células dendriticas, observou-se que nao houve
interferéncia na taxa de infecgcdo, mas sim na capacidade de modular fun¢des das
células dendriticas (Wanderley et al., 2013). No presente trabalho, foi demonstrado
que a inibicdo de PS, tanto por meio de anticorpos anti-PS quanto por anexina V,
resultou em uma reducéao significativa da infecgao em fibroblastos NIH-3T3 em um
periodo de 24 horas (Figura 12). A fim de compreender melhor quais fatores
poderiam estar relacionados com a redugao no indice de infectividade, avaliamos
separadamente a porcentagem de fibroblastos infectados e a quantidade de
amastigotas por fibroblasto. Intrigantemente, a relagdo da quantidade de
amastigotas por macréfago permaneceu inalterada independente do pré-tratamento
dos parasitos. No entanto, a porcentagem de macrofagos infectados foi
significativamente reduzida com o tratamento com anticorpos anti-PS. Este achado
sugere que o bloqueio de PS afeta a entrada do parasito na célula, sem
necessariamente influenciar a resposta imunolégica da célula hospedeira. A falta de
controle sobre o proliferacdo do parasito pode estar relacionada a limitada
capacidade dos fibroblastos para modular a proliferagdo do parasito, possivelmente
devido a baixa producdo de NO pelos fibroblastos, em comparagdo com os
macréfagos (Bogdan et al., 2000).

A producdo de NO representa um dos mecanismos cruciais para o controle da
infeccdo por Leishmania (Olekhnovitch; Bousso, 2015). Em concordancia com os
resultados obtidos e semelhantes aos achados de Bodgan (2000), seguindo uma
ativacao de 24 horas, observou-se que os fibroblastos ativados produzem mais NO
em comparagdo com as células ndo ativadas, mas nao houve variagao significativa
na producao de NO entre os diferentes tratamentos de bloqueio de PS com os

anticorpos. (Figura 14).
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Entretanto, ao analisar o mesmo contexto 48 horas apos a infec¢gdo, notamos uma
tendéncia de redugéo na produgédo de NO pelas células infectadas com amastigotas
PS-livre. Porém, apds o tratamento com anexina V, foi observado um aumento
significativo na producao de NO e no tratamento com o anticorpo completo 11:31
resultou em tendéncia de aumento na producdo de NO, quando comparado com as
células infectadas com amastigotas PS-livre (Figura 14). Este padrdo de produgao
de NO é congruente com as observagbes feitas em macréfagos infectados por L.
amazonensis, onde a producdo de NO é reduzida apds a infecgdo por amastigotas
PS-livre e é aumentada apdés o bloqueio de PS (Wanderley et al., 2006). E
importante atentar que as células NIH/3T3 possuem a isoforma neuronal da NOS
(NOS 1) e, quando estimuladas com LPS e IFNy, sdo capazes de expressar a
proteina NOS1 e produzir NO (Espanol et al., 2010). Portantro, é relevante verificar a
expressao de NOS1 nessas células apos a infecgao com L. amazonenses.

O trabalho de Espaniol (2010) indica que o apice da producao de NO ocorre apos
18 horas de inducdo da inflamagdo, mas a cinética apés 24 horas ainda é
desconhecida. Considerando que as alteragdes encontradas neste estudo foram
relacionadas as ativagdes de 44 horas, sdo necessarios mais estudos para
compreender detalhadamente a cinética da producao de NO pelas células NIH-3T3 e
seu possivel controle na infecgédo por Leishmania.

As células NIH-3T3 sao amplamente utilizadas em estudos de infec¢des virais e
quando a infeccdo viral ocorre com suplementagao de PS, ocorre o aumento do nivel
da infeccao (Coil; Miller, 2005). Sabe que NIH-3T3 expressa um alto nivel de AxI, um
dos receptores de PS da familia TAM (Yanagihashi et al., 2017), e que fibroblastos
também sdo capazes de realizar a eferocitose, ou seja, endocitose de células
apoptéticas (Arandjelovic; Ravichandran, 2015). Possivelmente a PS influencie na
infeccdo de amastigotas em fibroblastos, facilitando a entrada do parasito e
subvertendo a capacidade imunoldgica da célula via receptores desta familia. No
entanto, sdo necessarios mais estudos para compreender de forma mais abrangente
0s mecanismos envolvidos na entrada e na permanéncia do parasito, bem como
para investigar como essa interagao se desenrola ao longo do tempo.

Os neutrofilos desempenham um papel crucial na resposta imunoldgica contra a
infeccéo por Leishmania, sendo as primeiras células a se infiltrar no local da infec¢ao

(Peters et al.,, 2008). No entanto, a interagdo entre neutrofilos e Leishmania é
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complexa e altamente diversificada, dependendo da espécie do parasito e do estado
imunoldgico do hospedeiro (Hurrell; Regli; Tacchini-Cottier, 2016). Embora haja um
conhecimento mais avancgado sobre a relagao entre Leishmania e neutréfilo, quando
comparado com os estudos em relagao a infecgao nos fibroblastos.

No presente estudo, foi confirmado que os neutréfilos peritoneais sdo suscetiveis
a infecgdo por ambas as formas de L. amazonensis, tanto promastigotas (Figura 17)
quanto amastigotas (Figura 20), o que estd em conformidade com os resultados
encontrados em estudos anteriores, como os de Carlsen (2003) e Da
Fonseca-Martins (2021). No entanto, em Da Fonseca-Martins (2021) observou-se
uma diferenciagdo significativa na resposta dos neutréfilos dependendo da fonte de
sua origem. Enquanto os neutréfilos derivados da medula 6ssea mostraram uma
maior propensdao a serem infectados por amastigotas em comparagdo com
promastigotas, os neutréfilos humanos, por outro lado, demonstraram uma
preferéncia por promastigotas em relacdo as amastigotas durante o processo de
internalizacdo (da Fonseca-Martins et al.,, 2021). A diversidade nos padrbes de
fagocitose entre diferentes subpopulagcées de neutréfilos ressalta a complexidade
das interagdes entre Leishmania e o sistema imunoldégico do hospedeiro. Essa
complexidade demonstra que varios fatores, como o estado do ambiente inflamatério
e o estagio de maturagcdo dos neutréfilos, podem influenciar significativamente a
fagocitose do parasito e a preferéncia por sua forma infectiva.

Apesar de termos confirmado que os neutréfilos sdo capazes de fagocitar ambas
as formas de L. amazonensis, nossos resultados sugerem que a PS pode ndo estar
diretamente relacionada a essas interagdes. Nao observamos alteracbes
estatisticamente significativas nas células infectadas ao bloquear a PS, seja com
anticorpos anti-PS ou com anexina V, em diferentes periodos de tempo e em ambas
as formas morfologicas (Figura 17 e Figura 20). Porém, em infecgbes com duragéo
de 6 horas, notamos uma tendéncia a redugdo na porcentagem de neutréfilos
infectados com amastigotas apoés o bloqueio de PS com o anticorpo 11:31.

Um aspecto importante a ser considerado é o papel das EROs nesse contexto. As
EROs sdo metabdlitos parcialmente reduzidos de oxigénio com fortes propriedades
oxidantes, sendo prejudiciais aos organismos devido a sua capacidade de oxidar
constituintes celulares, incluindo proteinas, lipidios e danificar o DNA (Mittal et al.,

2014). Tanto macrofagos quanto neutrofilos produzem EROs em resposta a
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fagocitose e ligantes de receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) (Horta et
al., 2012). Em infecgdes por L. major, as EROs desempenham um papel importante
na eliminagédo do parasito no bago, embora o NO também seja relevante em outros
tecidos (Blos et al., 2003). Entretanto, a importancia das EROs varia de acordo com
a espécie de Leishmania. Em estudos in vitro com macrofagos, as EROs n&o foram
capazes de eliminar L. major e L. guyanensis, mas em infecgdées com L. donovani,
estao relacionadas ao controle do parasito em curto prazo.

Nos casos de infecgao por L. amazonensis, as EROs produzidas por macréfagos
derivadas de diferentes camundongos ndo sao capazes de eliminar o parasito
(Almeida et al., 2012; Carneiro et al., 2018). Em neutrdéfilos, embora as EROs
estejam associadas a modulagédo da inflamacgao, especialmente no que diz respeito
ao controle do infiltrado inflamatério e mediagao da apoptose dos neutréfilos, nao
possuem atividade direta na morte de L. amazonensis, porém 0os mecanismos pelos
quais o parasito resiste as EROs ainda ndao foram completamente elucidados
(Carneiro et al., 2018; Roma et al., 2016). Esse contexto sugere que a relagédo entre
EROs e a infec¢ao por Leishmania é complexa e varia dependendo do tipo de célula
e da espécie de parasito.

Essas observacoes justificam os resultados encontrados neste estudo, nos quais,
nas infecgdes com promastigotas, mesmo apds as alteragdes na produgcédo de EROs
identificadas nas infecgbes de 3 e 6 horas, os indices de infeccdo n&o foram
alterados. Um ponto de destaque € que a producao significativamente maior de
EROs apds a infecgao ocorreu somente nas infecgdes de 6 horas, indicando que a
modulagdo das EROs pelos neutrofilos, apds a infecgdo com promastigota, pode
ocorrer de forma mais lenta quando comparada aos macrofagos. Sugerindo assim,
que as alteracdes encontradas na producado aumentada de EROs apds o tratamento
com o anticorpo 11:31 nas infecgcbes de 3 horas podem estar relacionadas ao
reconhecimento da por¢cdo Fc do anticorpo pelos receptores Fc presentes nos
neutrofilos, induzindo uma resposta mais robusta , e uma maior producdo de EROs
(Futosi; Fodor; Mdcsai, 2013; Nguyen; Green; Mecsas, 2017). As redugdes na
producado de EROs nas infecgdes de 6 horas, apds o bloqueio de PS com anticorpos
anti-PS, precisar ser melhor investigada, pois a relacao bloqueio de PS e producéao

de EROs relatado na literatura é o contrario do que encontramos aqui, pois o
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reconhecido de PS é capaz de reduzir a producdo de EROs (Brelstaff et al., 2018;
Hosain et al., 2016).

De maneira contraria aos resultados obtidos por Carlsen e col. (2013) nao foi
observado indugcdo na producdo de EROs durante as infecgdes com as formas
amastigotas (Carlsen et al., 2013). Vale destacar que os estudos de Carlsen foram
realizados em camundongos C57BL/6, enquanto o presente trabalho foi conduzido
em camundongos BALB/c. Essa discrepancia ressalta a influéncia significativa do
hospedeiro nas respostas imunoldgicas, demonstrando mais uma vez que o perfil
imunologico do hospedeiro pode ser um fator determinante nas alteragdes
observadas. Além disso, ndo encontramos diferengas significativas na taxa de
infeccdo em nenhum dos tempos avaliados ou em nenhum dos tratamentos
realizados com as formas amastigotas. Isso ressalta a necessidade de conduzir
estudos mais aprofundados para identificar e compreender os fatores especificos
que estdo associados a indugdo de EROs pelas formas promastigotas, mas nao
pelas formas amastigotas. A investigagdo detalhada desses fatores € essencial para
elucidar os mecanismos relacionados a essa disparidade nas respostas do sistema
imunoldgico as diferentes fases do ciclo de vida do parasito L. amazonensis.

Nas infecgdes in vivo por Leishmania, um modelo amplamente utilizado que se
assemelha a infeccdo natural, especialmente no contexto de lesbdes cutaneas, é a
infeccdo intradérmica na orelha (Mortatti; Henriques, 1990). Em camundongos
BALB/c, que sao suscetiveis a infeccdo por L. amazonensis, as lesdes na orelha
tendem a se desenvolver, e os parasitos migram para os linfonodos drenantes apés
aproximadamente cinco semanas de infecgdo. No entanto, a migragao dos parasitos
ocorre de forma discreta e com uma carga parasitaria relativamente baixa (Courret et
al., 2003).

A resisténcia ou suscetibilidade a infecgdo por Leishmania em camundongos esta
intrinsecamente ligada ao tipo de resposta inflamatéria desencadeada durante a
infeccdo e a orientagdo da resposta dos linfocitos T. O IFNy esta associado a
resposta Th1 e a resisténcia a infeccdo, enquanto as interleucinas IL-4 e IL-10 estéo
relacionadas a resposta Th2 e a suscetibilidade a infeccdo. Camundongos
resistentes se caracterizam pela produgao elevada de IFNy e pela baixa quantidade
de IL-4, ao passo que os camundongos suscetiveis apresentam o padrdo oposto.

Esse paradigma € especialmente valido em modelos experimentais de infec¢gdo por
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L. major. No entanto, em modelos de infecgéo por L. amazonensis, os camundongos
desenvolvem uma resposta inflamatéria heterogénea e nao polarizada (Afonso;
Scott, 1993; Ji; Sun; Soong, 2003; Souza et al., 2000).

A maioria dos trabalhos envolvendo a espécie L. amazonensis concentra-se na
investigacdo de mecanismos celulares e imunoldgicos relacionados a manifestagao
da LC (Loria-Cervera; Andrade-Narvaez, 2014). Entretanto, mesmo em modelos de
infeccao intradérmica, € possivel observar a disseminagao dos parasitos para os
linfonodos apds cinco semanas de infecgdo, como documentado por Courret et al.
(2003). Porem, mesmo em modelos de infecg&o intradérmica, é possivel observar a
disseminacdo dos parasitos para os linfonodos apds cinco semanas de infecgao,
como documentado por Courret et al. (2003) e neste estudo, apds quatro semanas.
Uma outra via de inoculagdo comum em pesquisas relacionadas visceralizacéo € a
intraperitoneal, porém, essa via resulta em uma infec¢cdo com cargas parasitarias
mais baixas e um tempo de pré-laténcia maior (Ott; Hanson; Stauber, 1967; Rolao;
Melo; Campino, 2004). Sendo assim, a via intravenosa € a mais interessante para o
estudo do estabelecimento de um modelo de visceralizacdo da espécie L.
amazonensis com curto prazo de infecgao.

Este estudo é promissor, pois a maioria dos modelos experimentais relacionados
com L. amazonensis se concentra em mecanismos relacionados as lesdes cutaneas,
utilizando vias de inoculagao subcutanea ou intradérmica, como na planta plantar, na
base da cauda ou na orelha (Araujo et al., 2015; Mortatti; Henriques, 1990).

Durante o curso da infecgcdo, observamos que a medula éssea foi o primeiro
orgao a ser parasitado, seguido pelo bacgo, linfonodos mesentéricos e inguinais, e
por ultimo, o figado (Figura 23). Este padréo de parasitismo inicial da medula 6ssea
€ consistente com estudos anteriores sobre a visceralizacdo da espécie
dermotrdpica, cuja a medula 6ssea e o0 bago sdo os locais onde os parasitos
persistem por mais tempo durante infec¢des crénicas (Abreu-Silva et al., 2004). Em
infeccbes causadas por L. braziliensis, principal espécie relacionada com as LMC, é
possivel encontrar parasitos no baco, medula 6ssea e nos linfonodos apds seis
semanas de infeccdo. Em contraste, para espécies viscerotropicas, observou-se um
padrao diferente, onde o figado foi o primeiro 6rgdo a ser infectado, seguido pelo

baco e medula, onde a infeccao torna-se crénica (Faleiro et al., 2014; Rousseau et
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al., 1997). Essas observagdes ressaltam a importancia de adotar um modelo de
estudo de infecgdo especifico para investigar a visceralizagdo das espécies
dermotrdpicas.

O mecanismo exato pelo qual o parasito consegue penetrar na medula Ossea
ainda é desconhecido. A medula éssea ndo possui vasos linfaticos, mas é rica em
vasos sanguineos sinusodides. Estes vasos tém uma estrutura unica, onde os
glébulos vermelhos podem aderir as suas paredes capilares e migrar para o
compartimento da medula O&ssea. Acredita-se que este sistema vascular
especializado possa ser um possivel caminho que as células infectadas utilizam para
entrar na medula 6ssea (Bixel et al., 2017; Floro e Silva et al., 2022).

Curiosamente, observamos que os parasitos nos linfonodos s6 foram detectados
apdés a medula éssea e o bago serem parasitados, indicando que, neste modelo de
infeccdo, o parasito se disseminou inicialmente pelo sistema hematogénico.
Considerando que a via de inoculagdo foi intravenosa, era esperado que o0s
parasitos migrassem inicialmente através do sistema circulatério. E a infecgao
posterior dos linfonodos confirma a disseminagao via sistema linfatico. Isso sugre um
tropismo as células da medula éssea ou uma facilidade de passar pelos sinusoides
desse orgao.

No nosso modelo experimental, ndo observamos alteracbes nos pesos dos
orgaos apds 12 semanas de infeccdo (Figura 22), o que esta de acordo com o0s
achados na literatura. Em infeccbes causadas pela espécie visceratropicas, a
diferenca de peso nos 6rgaos so é relatada apds 24 semanas (Maeda et al., 2021),
nas infeccoes pelas espécies dermotrépicas, essa alteracdo requer um periodo de
tempo ainda mais prolongado, além das 12 semanas, para se manifestar.

Portanto, este modelo experimental proporcionou uma compreensido mais
abrangente das manifestagdes relacionadas com a espécie do parasito, permitindo a
investigacdo detalhada da disseminagcdo no organismo. Além disso, ofereceu uma
visdo mais detalhada sobre a disseminacdo da L. amazonensis nos orgaos-alvo e
nos linfonodos, o que nos possibilitou entender melhor as dindmicas de infecgao em
diferentes locais do hospedeiro.

Quando tratamos amastigotas previamente com anticorpos anti-PS e, em seguida,
infectamos os camundongos via intravenosa, seguidos de tratamento intraperitoneal

com anticorpos anti-PS por quatro semana, observamos uma reducgao significativa
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na carga parasitaria do bago do grupo tratado com o anticorpo Fab, quando
comparado com o os camundongos tratados com PBS. E quando avaliamos a
porcentagem de camundongos infectados que positivaram com infec¢ao apos as 12
semanas de tratamento encontramos uma reducdo na porcentagem de redugao
apds o tratamento com os anticorpos anti-PS tanto o anticorpo 11:31 e Fab, na
quantidade de parasito nos linfonodos e bago e um aumento significativo na medula.

A avaliacdo da interferéncia de PS na infeccdo por L. amazonensis foi
documentada por Wanderley (2013) em lesbes dérmicas de camundongos C57BL/6,
onde o anticorpo mch1N11 reduziu a carga parasitaria nas orelhas, embora nao
tenha eliminado completamente a infeccéo (Wanderley et al., 2013). Sendo assim, a
reducdo na carga parasitaria observada nos bacgos tratados com a por¢ado Fab
(Figura 26) do anticorpo PGN632 abre caminho para investigagdes mais detalhadas
sobre a importancia do PS na infecgdo dos esplendcitos.

A redugdo da carga parasitaria apdés o bloqueio do uso de anticorpos anti-PS
PGN632 foi também descrito em infecgdes virais, onde os principais mecanismos
relacionados a agado do anticorpo envolvem a opsonizagdo do virus e a
citotoxicidade celular dependente de anticorpos nas células infectadas (Soares;
King; Thorpe, 2008). No entanto, na infecgdo por L. amazonensis, ainda s&o
necessarios mais estudos para identificar os mecanismos relacionados a acao dos
anticorpos, especialmente porque os principais achados estdo associados a porgao
Fab’ purificado do anticorpo.

A exposicdo ao PS em células apoptdticas ou durante infecgdes por L.
amazonensis geralmente resulta na indugcé&o de citocinas anti-inflamatorias, como
IL-10 e TGFpB, pelas células fagociticas (Balanco et al., 2001; Freire-de-Lima et al.,
2006). Ao analisarmos o perfil de produgdo de citocinas produzidos pelos
esplendcitos apds a infeccdo com L. amazonensis e o tratamento com anticorpos
anti-PS, identificamos uma reducao na producao de IL-10 e TGFB nos esplendcitos
derivados de camundongos tratados com o anticorpo Fab (Figura 28). Em infec¢des
com L. donovani, a IL-10 favorece a suscetibilidade a infec¢do no baco, e na
auséncia de IL-10, a resposta das células T é rapidamente modulada para uma
resposta Th1, capaz de eliminar o parasito (Ml et al., 2001). Dessa forma, podemos
relacionar a diminuigao da carga parasitaria encontrada nos bagos com a redugao da

resposta anti-inflamatéria induzida pelo PS. Isso sugere que ao bloquear o PS, a
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resposta inflamatéria dos esplendcitos € alterada de tal forma que consegue
controlar a proliferacdo do parasito de maneira mais eficaz.

A producdo de TNFa nao foi alterada com os tratamentos, sugerindo a
necessidade de avaliar outros marcadores inflamatoérios no bago. Um marcador que
seria particularmente importante investigar € o IFNy, pois a sua produgédo esta
inversamente relacionada com a producgao de IL-10 (Belkaid et al., 2001).

Entretanto, a producdo de NO ndo apresentou diferengcas estatisticamente
significativas nos esplendcitos derivados de camundongos entre os diferentes
tratamentos (Figura 29). Isso indica que o controle do parasito n&o foi mediado pela
inducdo da producdo de NO e sugere que outras vias podem estar envolvidas nesse
processo.

O aparecimento de lesdes distantes do local de inoculagédo tem sido associado
com a capacidade de disseminagdo do parasito (Quifionez-Diaz et al., 2012). A
presenca de lesbdes esta relacionada com uma resposta inflamatoria ativa (Travi;
Osorio; Saravia, 1996), e em infecgdes intravenosas, o desenvolvimento de lesdes
metastaticas € comum (Roberts; Alexander; Blackwell, 1989). Ao avaliarmos a
distribuicdo de lesdes macroscopicas pelo corpo dos camundongos, podemos
concluir que o parasito esta se disseminando por todo o organismo. Comparando o
tamanho e a distribuicdo das lesdes, observamos que o anticorpo Fab foi capaz de
reduzir tanto o tamanho quanto a disseminacéo das lesdes. Esses achados indicam
um papel significativo do anticorpo Fab na inibicdo da disseminagao do parasito e na

reducdo da gravidade das lesdes metastaticas (Figura 30 e 31).
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6 - CONCLUSAO

A PS pode estar relacionada com a infecgdo de amastigota de L. amazonensis em
fibroblastos e, portanto, impactar no estabelecimento da fase latente da infecgao.
Porém sao necessarios mais estudos para uma compreensdo mais aprofundada
dessa relagao.

A PS nado esta diretamente envolvida na infecgdo de promastigotas ou
amastigotas de L. amazonensis em neutréfilos. No entanto, ha alguma associagao
com a producao de EROs por estas células na infecgao por formas promastigotas,
que precisa ser melhor estudada.

O modelo de infec¢do intravenosa com amastigota € um modelo confiavel para
estudar a infeccao sistémica pela espécie L. amazonensis em modelos animais,
tanto para visceralizacdo quanto para o aparecimento de lesdes cutaneas
disseminadas.

A porcdo Fab purificada do anticorpo anti-PS PGN 632 interferiu de maneira
significativa na disseminacgéo de L. amazonensis no modelo de infec¢do intravenosa,
com reducdo da carga parasitaria no baco, inibicdo da produgao IL-10 e TGF por

esplendcitos, além de inibir a disseminagao e gravidade de lesbes metastaticas.
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Abstract

Leishmania amazonensis is associated with cutaneous, disseminated, diffuse,
mucosal and visceral leishmaniasis. The mechanisms underlying its ability to persist
and spread after the initial clinical cure are unclear. Phosphatidylserine recognition on
amastigotes by macrophages triggers the endocytosis of the parasite and the
production of regulatory cytokines. In systemically infected mice, we observed that
anti-phosphatidylserine antibodies diminish splenic infection, due to a marked decrease
in the production of IL-10 and TGFB by splenocytes and reduce the size of
disseminated skin lesions. Therefore, phosphatidylserine mediates dissemination and
visceralization contributing to the establishment of severe forms of the infection.

Keywords: leishmaniasis, phosphatidylserine, dissemination, visceralization, L.
amazonensis, lesions



Leishmaniasis is a neglected disease endemic in most tropical and subtropical
regions. It is estimated that around 1 billion people live in risk areas, with approximately
30,000 new cases of visceral leishmaniasis (VL) and more than 1 million new cases of
cutaneous leishmaniasis (CL) diagnosed annually (Ruiz-Postigo et al., 2022). The
disease presents a wide variety of clinical manifestations and severity classified as
visceral (VL), cutaneous (CL), mucosal (MCL), diffuse (CDL), disseminated (DL), and
post-kala-azar leishmaniasis (WHO, 2010). Parasite persistence after healing is
associated with the recurrence of lesions, dissemination and the worsening of clinical
manifestations. The advent of the most serious forms of the disease is associated with
intrinsic parasite features and the conditions of the immune system of the host.

Leishmania amazonensis is associated with CL, CDL, DL and some cases of VL
(Barral et al., 1991; Souza et al., 2018). Amastigote forms of this species rely on the
exposure of phosphatidylserine (PS) to be recognized and internalized by host cells, in
a mechanism called apoptotic mimicry, which is the use, by viable pathogens, of
apoptotic cell signals that mediate efferocytosis (Wanderley et al., 2006). PS recognition
by macrophages mediates endocytosis and the suppression of the cellular inflammatory
response through the stimulation of anti-inflammatory cytokines and lipid mediators
(Vance and Steenbergen, 2005). PS exposure at the surface of L. amazonensis
amastigotes correlates with disease severity in mouse models and in CDL patients
(Franga-Costa et al., 2012; Wanderley et al., 2006), but the role of this phospholipid in
parasite dissemination is poorly understood.

Intradermal infection of the ear is, a widely used model of in vivo Leishmania infection
that mimics natural infection. (Mortatti and Henriques, 1990). In BALB/c mice, which are
susceptible to L. amazonensis infection, ear lesions tend to develop, and the parasites
migrate to the draining lymph nodes after approximately five weeks of infection.
However, parasite migration occurs discreetly and with a relatively low parasite load
(Courret et al., 2003). Models that aim the dissemination of Leishmania species that are
primarily involved in CL cases are scarce and could provide insights of cutaneous
clinical manifestations related to disease complications.

Thus, we established a model of systemic L. amazonensis infection and evaluated the
visceralization, immune response and the appearance of distal skin lesions in mice
treated with antagonist anti-PS antibodies. For that, we inoculated BALB/c mice
intravenously with 1x10° amastigotes and the parasite load in several organs was
determined weekly. Parasites were detected in the bone marrow in the first week post
infection and during the course of the next 12 weeks. Then parasite disseminated to
the spleen (7 weeks post infection - Pl), inguinal and mesenteric lymph nodes (8 weeks
Pl) and lastly to the liver (9 weeks PI). All organs sustained infection until 12 weeks Pl
(Fig. 1A), when the experiment was interrupted. This data indicates that the intravenous
inoculation of viable amastigotes can be used as a tool to investigate the factors that
allow these parasites to establish in internal organs. This pattern of initial bone marrow
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parasitism is consistent with previous studies on the visceralization of dermotropic
species, where the bone marrow and spleen are the sites where parasites persist for
the longest time during chronic infections (Abreu-Silva et al., 2004). In infections caused
by L. braziliensis, the main species related to CML, it is possible to find parasites in the
spleen, bone marrow and lymph nodes after 6 weeks of infection. In contrast, for
viscerotropic species, a different pattern was observed, where the liver was the first
organ to be infected, followed by the spleen and bone marrow, where the infection
becomes chronic (Faleiro et al., 2014). The exact mechanism by which the parasite
manages to penetrate the bone marrow is still unknown. Bone marrow does not have
lymphatic vessels, but is rich in sinusoidal blood vessels. These vessels have a unique
structure where blood cells can adhere to their capillary walls and migrate to the bone
marrow compartment. It is believed that this specialized vascular system may be a
possible pathway that infected cells use to enter the bone marrow, carrying the parasite
(Floro e Silva et al., 2022). This is especially important because we found that lymph
node parasitism occurs only 6 weeks after the bone marrow (Fig. 1A), indicating that
amastigote spreading could be related to this route.

To investigate the role of PS in the dissemination of L. amazonensis amastigotes, we
used anti-PS full antibody, therefore named 11:31, or their Fab purified portions. These
antibodies are being evaluated regarding their role in etiological agents that make use
of PS to modulate host immunity (Thomas and Thorpe, 2017). We performed an
intravenous infection in BALB/c mice using amastigotes previously treated with anti-PS
11:31 or Fab antibodies. After a period of 4 weeks, we started treating the mice with
anti-PS antibodies three times a week, in a course of 3 weeks. At 12 weeks post
infection we observed a significant reduction on the splenic parasite loads in the
Fab-treated group compared to the PBS-treated group (Fig. 1C). Although not
statistically significant, there was an noticeable decrease in the parasite load in the liver
of anti-PS Fab-treated mice (Fig. 1E) and in the lymph nodes of mice treated with both
forms of anti-PS antibodies (Fig 1D). The evaluation of PS interference in L.
amazonensis infection was firstly documented by Wanderley el al. (2013) in dermal
lesions of C57BL/6 mice, where the mch1N11 anti-PS antibody reduced the parasite
load in the ears, although it did not completely eliminate the infection (Wanderley et al.,
2013). In the present study, we evaluated the interference of PGN632 antibodies (clone
11:31), a second generation of anti-PS antibodies that binds to PS independently of
B2-GPI (Moody et al., 2010). Therefore, the reduction in parasite load observed in
spleens treated with the Fab portion antibody paves the way for a more detailed
investigation into the importance of PS in this context, given the importance of the
spleen for the establishment and chronification of the infection. PS exposure on
intracellular parasites is a mechanism that was denominated as apoptotic mimicry
(Balanco et al.,, 2001) and plays a role in diverse infections such as by Toxoplasma
gondii, Trypanosoma cruzi and Plasmodium spp. (Wanderley et al., 2020). It is clear that
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L. amazonensis parasites make use of this molecule to be endocytosed by
macrophages, although this is not the case for dendritic cells (Wanderley et al., 2013,
2006). Recognition of PS in apoptotic cells or during L. amazonensis infections
generally results in the induction of anti-inflammatory cytokines, such as IL-10 and
TGF-B, by phagocytic cells, leading to a marked decrease in nitric oxide production
(Balanco et al., 2001; Freire-de-Lima et al., 2006; Wanderley et al., 2006). Since we
observed a decrease in spleen infection on mice treated with anti-PS antibody (Fig. 1C),
we analyzed the production of cytokines by splenocytes. For that, total splenocytes
were stimulated in vitro with soluble leishmanial antigens and production of intracellular
cytokines was evaluated by flow cytometry after addition of phorbol-myristate-acetate
and monensin. We observed a significant decrease in the production of IL-10 and TGF
by CD4+ T cells (Fig. 2 A and B) in mice treated with Fab anti-PS antibody and there
were no significant differences in the production of IL-4 by CD4+ T cells (Fig. 2C) or
TNFa by myeloid cells (Fig. 2D). We did not observe significant production of IL-10,
TGFB and nitric oxide by myeloid cells (data not shown). Previous data indicate that PS
recognition leads to the activation of an anti-inflammatory phenotype in macrophages
and dendritic cells (Balanco et al., 2001; Wanderley et al., 2013). It is possible that we
could not observe this effect in vivo, due to the method used to quantify those cytokines.
However, this is the first evidence regarding the effect of PS recognition on amastigotes
in the differentiation of CD4+ T cells during the infection. Mice treatment with mch1N11
anti-PS antibody induced the increase of IL-1B, IL-2 and CXCL1 in restimulated lymph
node cells, but with no observable alterations in TGFB or IL-10 production (Wanderley
et al., 2013). Although the increase in overall inflammatory response is clear when using
mch1N11 anti-PS antibody, it is possible that the independence of B2-GPI for PGN632
antibodies to bind the PS molecule lead to a more potent effect. In infections with L.
donovani, IL-10 favors susceptibility to infection in the spleen, and in the absence of
IL-10, the T cell response is quickly modulated to a Th1 response, capable of
eliminating the parasite (Ml et al., 2001). Therefore, we can relate the decreased
parasite loads found in the spleen with the reduction in the anti-inflammatory response
induced by PS. CD4+ T cells that produce IL-10 and TGFB possess a characteristic
regulatory phenotype. In L. infantum infections regulatory T cells producing IL-10 and
TGFB promote parasite persistence and chronification (Rodrigues et al., 2009). Despite
the fact that these cells restrain L. amazonensis cutaneous infections in mouse models
(Ji et al., 20095), it is possible that they play a different role for the establishment of the
disseminated disease. In any case, the determination of the populations and the role of
regulatory T cells involved in L. amazonensis dissemination requires further studies.

At 12 weeks post-infection, we evaluated the appearance of macroscopic lesionsin
mice, which indicates parasite dissemination. For that we devised a scoring system
based on the presence of lesions in the tail or paws and whether these lesions were of
small, medium or large size (Fig. 3C). It was observed that anti-PS Fab antibody
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treatment induced a decrease in size and dissemination scores (Fig. 3A and B).
Although anti-PS full antibodiy induced some extent of protection from dissemination, it
was not statistically significant (Fig. 3A and B). The appearance of lesions distant from
the inoculation site has been associated with the parasite's ability to disseminate
(Quifionez-Diaz et al, 2012). The presence of lesions is related to an active
inflammatory response (Travi et al, 1996), and in intravenous infections, the
development of metastatic lesions is common (Roberts et al., 1989). When we evaluate
the distribution of macroscopic lesions, we observe that the parasite is spreading
throughout the organism, and is promoting cutaneous infections due to its natural
tropism. It is still elusive whether the effect of anti-PS Fab antibody is related to the
decrease in the establishment of splenic parasitism or due to the blockade of
macrophage infections in the skin.

Our data indicate that the 11:31 anti-PS antibody is able to restrain systemic
infections, mainly the Fab portion. It is possible that the full anti-PS antibody is not so
effective due to a cross reactivity with Fc receptors, as this is one of the main routes for
amastigote entry in host cells (Kima et al., 2000). The effect of anti-PS antibodies in this
setting is related to a decrease in regulatory cytokines produced in the spleen that
reflects a diminished parasitism in this organ and in distal skin sites. We suggest that
PS exposure, which is a marked feature of L. amazonensis amastigotes, is relevant to
understand the ability of this parasite species to cause a wide range of clinical and
severe manifestations of leishmaniasis.

Funding: This work was supported by the CAPES/Brazil [grant number
88882.449607/2019-01]; and Fundacio de Aparo a Pesquisa do Rio de Janeiro [grant
number E-26/210.118/2022].
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Figure 1- Anti-PS antibodies reduce liver parasitism in systemics infection with L.
amazonensis amastigotes. BALB/c mice were intravenously infected with 1x10° amastigotes
in 100 pl of PBS. (A) Infection in the spleen, liver, bone marrow, mesenteric and peritoneal
lymph nodes after the infection was monitored in the course of 12 weeks by limiting dilution
assay, after 15 days of axenic culture. Infected mice treated with anti-PS full antibody (11:31) or
their Fab portions. Additionally, mice were treated with 100 pg of full anti-PS antibody (11:31) or
their Fab portions. Treatment was administered intraperitonially, 3 times per week from week 4
to week 7 post infection. At 12 weeks post infection, parasite loads were determined by a
limiting dilution assay in the (B) bone marrow, (C) spleen, (D) mesenteric and inguinal lymph
nodes and (E) liver. Data is shown as mean and SD of each group, containing 10 mice.
Variance analysis was made by a two-way anova test with Kruskal-Wallis post test. **p<0.01.
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Figure 2 — Anti-PS antibody treatment decreased the production of regulatory cytokines
by CD4+ T cells in systemically infected mice. BALB/c mice were infected intravenously with
1x10° amastigotes treated with anti-PS full antibody (11:31) or their Fab portions. Additionally,
mice were treated with 100 pg of full anti-PS antibody (11:31) or their Fab portions. Treatment
was administered intraperitonially, 3 times per week from week 4 to week 7 post infection. At 12
weeks post infection, spleen cells were collected and maintained in culture with soluble
leishmanial antigens for 3 days. In the last 6 hours phorbol-myristate-acetate (PMA) and
monensin was added to the cultures to evaluate the production of intracellular cytokines by flow
cytometry. The expression of cytokines (A) IL-10, (B) TGFB, (C) IL-4 was assessed in CD4+ T
cells and (D) TNF-a in myeolid CD11b+ cells. Variance analysis was made by a two-way anova
test with Kruskal-Wallis post test. *p < 0.05; ** p <0.01.
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Figure 3 — Anti-PS antibody treatment protected systemically infected mice from the
development of skin disseminated lesions. BALB/c mice were infected intravenously with
1x10° amastigotes treated with anti-PS full antibody (11:31) or their Fab portions. Additionally,
mice were treated with 100 pg of full anti-PS antibody (11:31) or their Fab portions. Treatment
was administered intraperitonially, 3 times per week from week 4 to week 7 post infection. At 12
weeks post infection the development of skin lesions (C) was assessed macroscopically. The
severity of the disseminated infection was quantified based on a scoring system of (A) lesion
sites and (B) size of the lesions. Variance analysis was made by a two-way anova test with
Kruskal-Wallis post test. *p < 0.05.
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