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RESUMO

PORTUGAL, Arieli Bernardo. Efeito de anticorpos bloqueadores de
fosfatidilserina na infec¢cdo por Leishmania amazonensis. 2018. (Mestrado em

5



biociéncias e biotecnologia) - Centro de biociéncias e biotecnologia, Universidade
Estadual do Norte Fluminense, Campos de Goytacases, 2019.

A leishmaniose é uma doenca negligenciada, endémica em 97 paises, leva a
Obito mais de 20 mil pessoas por ano, causada por protozoarios do género
Leishmania. Durante o ciclo de vida, o parasito assume duas formas morfoldgicas:
promastigota e amastigota. Amastigotas infectam e proliferam no interior de
macrofagos dos hospedeiros vertebrados. Como estratégia de infeccédo, os parasitos
necessitam que fatores de patogenicidade sejam reconhecidos por receptores de
macrofagos, para que ocorra a endocitose do patdégeno e a regulacao da atividade
leishmanicida da célula hospedeira. Destaca-se entre os fatores de patogenicidade a
fosfatidilserina (PS) que é um fosfolipidio exposto na camada externa da membrana
plasméatica do parasito, em um mecanismo denominado mimetismo apoptotico. A PS
medeia a internalizagdo do patoégeno e induz a producédo de TGF(, IL-10 e PGEo-.
Estas citocinas tém acao anti-inflamatéria e imunossupressora no macréfago
infectado e em células adjacentes. Considerando que a PS € um importante alvo
terapéutico na infecgcéo, avaliamos os efeitos de anticorpos bloqueadores de PS na
interacdo patdgeno-macréfago durante a infeccdo por Leishmania amazonensis.
Foram utilizados anticorpos monoclonais completos e apenas a por¢cdo Fab que
reconhecem e bloqueiam de forma especifica a PS. Analisamos a carga parasitaria,
desenvolvimento da lesdo, producdo de citocinas e a resposta macrofagica e
linfocitaria in vitro e in vivo. Em culturas de macrofagos in vitro o indice de infeccdo
tende a ser reduzido com o uso dos anticorpos apos 2 horas de infeccédo e diminui
significativamente apds 48 horas de infeccdo. Em 48h o indice de infeccéo foi maior
gue o controle de anexina. Ndo houve diferenca entre o anticorpo completo ou
apenas a porcdo Fab purificada. Em camundongos tratados com anticorpos de
forma sistémica, podemos identificar modificacdes histolégicas como: diminuicdo da
area dos vacuolos parasitoforos, aumento do infiltrado inflamatdrio, hiperemia,
aumento da ocorréncia de necrose e alteragdes celulares nos linfonodos, quando
comparados com camundongos que nao receberam tratamento. Com isso,
concluimos que in vitro os anticorpos anti-PS foram capazes de diminuir a infeccéo
por L. amazonensis nos testes iniciais, mas nédo foram capazes de modular a
resposta inflamatéria do macréfago em 48h. In vivo os anticorpos foram capazes de
modular a resposta inflamatoéria local e alterar via de endocitose do parasito.
Indicando que o uso de anticorpos anti-PS pode ser uma alternativa terapéutica
importante, principalmente como adjuvante em tratamentos quimioterapicos contra a
infeccéo por L. amazonensis.

Palavras-chaves: Leishmania amazonensis, fosfatidilserina, anticorpos.
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PORTUGAL, Arieli Bernardo. Effect of phosphatidylserine blocking
antibodies in Leishmania amazonensis infection.2018. (MSc in Biosciences and
Biotechnology) - Centro de biociéncias e biotecnologia, Universidade Estadual do
Norte Fluminense, Campos de Goytacases, 2019.

Leishmaniasis is a neglected tropical disease, endemic in 97 countries,
causing more than 20.000 deaths annually. The disease is caused by protozoan
parasites of the genus Leishmania. During the life cycle, the parasite shows two
morphological forms: promastigotes and amastigotes. Amastigotes infect and
proliferate in macrophages from the vertebrate host. As an infection strategy,
parasites require the recognition of pathogenicity factors by macrophage receptors,
so that endocytosis of the pathogen and the regulation of the leishmanicidal activity
of the host cell occurs. Among the pathogenicity factors, phosphatidylserine (PS) is a
phospholipid exposed on the outer layer of the parasite's plasma membrane, in a
mechanism called apoptotic mimicry. Phosphatidylserine mediates the internalization
of the pathogen and induces the production of TGFB, IL-10 and PGE2. These
cytokines have anti-inflammatory and immunosuppressive action on infected
macrophage and adjacent cells. Considering that phosphatidylserine is an important
therapeutic target for infection, we evaluated the effects of PS blocking antibodies on
the pathogen-host interaction during Leishmania amazonensis infection. Full-length
monoclonal antibodies and only the Fab portion were used. These antibodies
recognize and specifically block phosphatidylserine. We analyzed parasite load,
lesion development, cytokine production and macrophagic and lymphocyte response
in vitro and in vivo. In in vitro macrophage cultures, the infection rate was likely to be
reduced with the use of the antibodies during the analyzed time period when
compared to untreated control parasites. In 48h the infection rate was significatively
higher than the Annexin V control. There was no infectivity differences between
complete antibodies and the Fab portion treatment. In mice treated with antibodies in
a systemic way, we can identify lesion histological modifications such as: reduction of
the area of the parasitophores vacuoles, increase of the inflammatory infiltrate,
hyperemia and increased occurrence of necrosis and cellular alterations in the lymph
nodes, when compared with mice that did not receive treatment. We concluded that,
in vitro the anti-PS antibodies were able to decrease the infection by L. amazonensis
in the initial tests, but it was not able to modulate the inflammatory response of the
macrophage in 48h. In vivo the antibodies were able to modulate the local and
secondary inflammatory response and alter the endocytic pathway of the parasite's
uptake. Indicating that the use of anti-PS antibodies may be an important therapeutic
alternative, especially as adjuvant in chemotherapeutic treatments against L.
amazonensis infection.

key words: Leishmania amazonensis, phosphatidylserine, antibody.
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1 - INTRODUCAO

Doengas negligenciadas sdo denominadas dessa forma pela Organizagdo
Mundial de Saude devido ao pouco investimento no desenvolvimento de novos
farmacos, vacinas e terapias para o0 controle da infeccdo (OMS, 2018). A
leishmaniose, embora esteja presente em diversos paises e continentes, se
enquadra nessa categoria. E uma zoonose, transmitida para humanos por insetos
vetores flebotomineos e pode levar ao desenvolvimento de manifestacdes clinicas
brandas e sem maiores consequéncias para 0 hospedeiro, assim como
manifestagbes com alta morbidade e relativa mortalidade. O tratamento atual
envolve farmacos altamente téxicos e pouco eficientes devido ao surgimento de
cepas parasitarias resistentes (AKILOV, 2007).

O estabelecimento e disseminacdo da infeccdo em humanos depende do
sucesso das formas infectivas do parasita se estabelecerem no interior de células do
sistema fagocitico, principalmente macrofagos. Promastigotas metaciclicas e
amastigotas desenvolveram uma série de adaptacdes evolutivas que permitem que
macrofagos reconhecam esses parasitas e os fagocite, levando ao estabelecimento
da infeccdo (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). Além disso, principalmente as
formas amastigotas, parasitas intracelulares obrigatérios, possuem mecanismos
complexos de evasdo da resposta macrofagica e imunolégica em geral (KIMA,
2007). O desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de bloguear ou inibir
os fatores parasitarios relacionados com o estabelecimento da infeccdo e com a
evasao da resposta imune € fundamental para controlar o avango da infecgéao.

Dentre as moléculas descritas como fator de patogenicidade esta a
fosfatidilserina (PS), que € um fosfolipidio de membrana exposto na superficie de
promastigotas metaciclicas e, especialmente, amastigotas de Leishmania
amazonensis, uma das principais espécies do parasito envolvida com casos de
leishmaniose no Brasil (DE FREITAS BALANCO, 2001; WANDERLEY et al., 2006).
O reconhecimento de PS por macréfagos medeia a endocitose do parasito e induz a
producdo de citocinas e mediadores lipidicos anti-inflamatorios e

imunossupressorespelo macroofago, permitindo ndo sé a infeccdo como a

D~

proliferacdo intracelular do parasito. Esse mecanismo de patogenicidade

conhecido como mimetismo apoptético (BIRGE et al., 2006)
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Existem moléculas j& conhecidas que podem inibir a PS em L. amazonensis,
como a anexina V e anticorpos bloqueadores de PS. No entanto estas moléculas
possuem limitagBes, ja que a anexina V depende de altas, e nao-fisiologicas,
concentragfes de calcio para se ligar a PS (TAIT; GIBSON, 1992); e os anticorpos
bloqueadores anteriormente disponiveis ou causavam reagfes adversas por serem
proteinas de origem em outros animais, ou dependiam de proteinas séricas para
bloquear PS (ALVING, 2006; WANDERLEY et al., 2013). Dessa forma, avaliamos,
neste trabalho, anticorpos especificos contra PS, que reconhecem este fosfolipidio
independente de proteinas auxiliares e sua capacidade de bloquear este fosfolipidio
na superficie de amastigotas de L. amazonensis. Para isso, avaliamos a infeccao in
vitro e in vivo, 0os parametros histopatolégicos das lesdes em camundongos, a
celularidade e perfil de producdo de citocinas em linfonodos periféricos e a
modulacéo da atividade macrofagica.

Com isso, esperamos contribuir no entendimento da relagcdo patdégeno-
hospedeiro e no desenvolvimento de novas estratégias que permitam estimular o

sistema imune de individuos infectados a combater a infecgdo por L. amazonensis.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2 .1 — LEISHMANIA

2.1.1 - Parasito

O agente etiologico responsavel pela leishmaniose sdo os parasitos do
género Leishmania (ROSS, 1903) pertencentes a ordem Kinetoplastidae familia
Trypanossomatidae (GARNHAM, 1971). Atualmente existem aproximadamente 53
espécies descritas, das quais 31 sdo parasitos de humanos e apenas 20 sao
patogénicas (AKHOUNDI et al., 2016). Caracteristicas biologicas, bioquimicas e
imunologicas sdo determinantes para a divisdo do género em dois grupos:
Euleishmania e Paraleishmania (CUPOLILLO et al., 2000). Euleishmania é o grupo
gue possui espécies patogénicas a humanos e € composto pelos subgéneros
Leishmania e Viannia. O grupo Paraleishmania ndo possui classificacdo definida e a
maioria das espécies ndo sdo patogénicas a humanos.

Parasitos do género Leishmania sdo organismos unicelulares, flagelado e
normalmente se reproduzem de forma assexuada, atraves de divisdo binaria, porém
existem relatos de espécies que sdo capazes de realizarem reproducdo sexuada no
interior do intestino do inseto vetor (AKOPYANTS et al., 2009). Possui uma organela
rica em acido desoxirribonucleico (ADN), denominada cinetoplasto, caracteristica
determinante da ordem Kinetoplastidae. Nesta organela localiza-se Unica
mitocondria do parasito e é o local onde a bolsa flagelar se ancora com seu flagelo
(LAURENT; STEINERT, 1970; WEBSTER; RUSSELL, 1993).

2.1.2 - Ciclo de vida de Leishmania spp.

Durante o ciclo de vida o parasito apresenta duas formas evolutivas
principais: amastigotas e promastigotas. Elas apresentam diferencas bioquimicas,
morfolégicas, habitam diferentes ambientes celulares e infectam hospedeiros
distintos (BRUN; BERENS; KRASSNER, 1976). A amastigota possui o corpo celular
arredondado, flagelo curto e interno e auséncia de motilidade. E uma forma
intracelular obrigatéria e prolifera no interior de células fagociticas dos hospedeiros
vertebrados, sendo os macrofagos as células preferenciais para o parasitismo. A
promastigota possui a forma alongada, com um flagelo aparente na regido anterior,
vive em ambiente extracelular, parasitando o intestino do hospedeiro invertebrado.
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Os principais hospedeiros vertebrados sdo os mamiferos como roedores, edentados,
primatas e cdes. Os humanos ndo pertencem ao ciclo silvestre do parasito e séao
infectados por eventos acidentais devido a destruicdo de habitat dos principais
hospedeiros (LAINSON et al., 1994). Os hospedeiros invertebrados sao os insetos
da ordem Diptera, da familia Psychodidae e os géneros Phlebotomus (Velho Mundo)
e Lutzomia (Novo Mundo).

A fémea do flebotomineo ao realizar hematofagia no hospedeiro infectado,
aspira macréfagos parasitados com amastigotas. Estas formas sdo liberadas no
intestino do flebotomineo apés a lise do macréfago. Apds 6-8 horas inicia-se a
diferenciacdo de amastigotas para promastigotas (GARNHAM, 1971). Durante a
estadia da promastigota no intestino do flebotomineo os parasitos passam por um
processo chamado metaciclogénese (SACKS; PERKINS, 1984; LAINSON; RYAN;
SHAW, 1987). Este processo ocorre devido a reducdo de nutrientes disponiveis e
leva a uma série de transformacdes celulares e bioquimicas nos parasitos como a
diminuicao do corpo celular, alongamento do flagelo e aumento da motilidade. Estas
modificacdes geram as formas promastigotas metaciclicas, que sédo as formas do
parasito capazes de infectar células do hospedeiro vertebrado (SACKS;
PERKINS,1984). As promastigotas metaciclicas diferenciadas migram para a regiao
anterior do inseto, onde ficam sequestradas em um gel de glicoconjugados
produzido pelo proprio parasito, chamado PSG (promastigote secretory gel)
(ROGERS; CHANCE; BATE, 2002). O PSG realiza o bloqueio da véalvula cardiaca,
impedindo a degluticdo pelo inseto vetor. Consequentemente, em um novo repasto
sanguineo, as formas metaciclicas sao regurgitadas no local da picada do
flebotomineo, sendo transmitidas para o0 hospedeiro vertebrado (figura 1)
(STIERHOF et al., 1999; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Ao infectar o hospedeiro
vertebrado as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas rapidamente por células
fagociticas como macréfagos residentes, neutréfilos e mondécitos que migraram da
circulacdo sanguinea para o local da infecgdo. No interior de fagolisossomas 0s
parasitos se transformam em amastigotas e; este processo de diferenciacdo pode
levar de 1 até 5 dias, dependendo da espécie (COURRET et al., 2001). Apés o final
da diferenciacdo, ocorre a multiplicagdo das amastigotas até a lise da célula
infectada. As amastigotas livres sdo fagocitadas por novos macréfagos adjacentes,
estabelecendo e disseminando a infec¢cado (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002).
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FIGURA 1 - Ciclo de vida da Leishmania spp. (Adaptada de Sacks;
Noben-Trauth, 2002).
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2.2 — LEISHMANIOSE

A leishmaniose se caracteriza como um conjunto de manifestacfes clinicas
ocasionadas por parasitos do género Leishmania (DESJEUX, 1996). Considerada
pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) uma doencga negligenciada e endémica
em 97 paises, dentre eles o Brasil. A ocorréncia esta relacionada diretamente a
guestdes sociais, ambientais e climatoldgicas.

Estima-se que cerca 1,5 a 2 milhdes de novos casos ocorram por ano, desses
20 mil casos levam ao 6bito, é estimado também que 1 bilhdo de pessoas estejam
em areas de risco (OMS, 2018). As manifestacfes clinicas da leishmaniose séo
bastante heterogéneas e sao dependentes da espécie do parasito responsavel pela
infeccdo (tabela 1) e o estado imunoldgico do hospedeiro (MCMAHON-PRATT,;
ALEXANDER, 2004). Sao dividas em leishmaniose cutanea e visceral.

Tabela 1 - ManifestacfGes clinicas e principais espécies de Leishmania
envolvidas (AKILOV, 2007; MCMAHON-PRATT, 2004; GOTO, 2012).

Manifestac¢des clinicas Novo Mundo Velho Mundo
Comp_lexo ‘L. (L) mexman'a' Complexo L. (L)
L. mexicana; L. amazonensis; .
. .. ; major
L. pifanoi; L. venezuelensis. .
. . L. major
Localizada Complexo L. (Vianna) .
- . . . .y L. tropica
L. braziliensis. L. peruviana; L. lansoni; LAl
oy - o L. aethiopica
Cuta L. naiff; L. lansoni; L. panamensis;
utanea L. guyanensis; L. infantum
Disseminada L. amazonensis; L. pifanoi L. aethiopica
L. braziliensis, L. panamensis, L. major
Mucosa . - .
L. guyanensis, L. amazonensis L. infantum
Recidiva L. braziliensis; L. amazonensis; .
" . L (L) tropica
cutis L. panamensis
Mucocutanea L. braziliensis.
L chagasi L. donovani
Visceral ' 9 L. infantum.
Pd&s-kalasar L. donovani

A leséo inicial surge no local onde o inseto vetor realizou hematofgia. Neste
sitio ocorrem o aparecimento de lesdes, podendo surgir de 1 a 10 lesdes. As lesdes
séo indolores, em formato circular, com coloracédo rosada e bordas delimitadas e
protuberantes, contendo grande quantidade de amastigotas. Em muitos casos ocorre
cura espontanea da lesdo, porém em alguns casos, ap0s o0 desaparecimento da
Ulcera de forma espontanea, ocorre a evolucdo para outras manifestacoes da
infeccédo (GOTO; LINDOSO, 2012).
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A leishmaniose visceral afeta cerca de 300 mil pessoas por ano com
estimativa de 20 mil mortes anuais, podendo esse numero ser relativamente maior
devido a negligéncia em relacdo a doenca e erros de diagnostico. Aproximadamente
90% dos casos de leishmaniose visceral ocorre em seis paises: India, Bangladesh,
Sudao, Suddo do Sul, Brasil e Etiopia (ALVAR et al.,, 2012). Esta manifestacao
clinica ocorre de 4 a 6 meses apos a lesao inicial. Neste periodo os parasitos ficam
incubados no interior de células hospedeiras e disseminam através da corrente
sanguinea e linfatica até sitios como baco, figado, medula 6ssea e ganglios
linfaticos, orgdos que s&o ricos em macrofagos. Os sintomas caracteristicos sao
perda de peso, hepatoesplenomegalia, febre e, em estagios mais avancados da
doenca, pode ainda ocorrer anemia, edemas e hemorragias internas. Alguns casos
podem levar ao 6bito devido a perda de funcdo nos 6rgédos acometidos e infec¢cbes
secundarias oportunistas que se estabelecem (BADARO et al., 1986)

A leishmaniose tegumentar americana € a forma mais branda da doenca e
pode ser subdivida em: leishmaniose cutéanea localizada, leishmaniose cutanea
disseminada, leishmaniose mucocutanea, leishmaniose difusa e leishmaniose
recidiva cutis (GOTO; LINDOSO, 2012). Estas manifestacbes afetam atualmente
cerca de 220 mil pessoas por ano e cerca de 75% dos casos ocorrem em dez
paises: Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etidépia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru (OMS, 2018).

A leishmaniose cutanea localizada é caracterizada pelo aparecimento da
lesdo inicial, ndo ocorrendo disseminacao e lesGes secundarias. A leishmaniose
mucocutanea aparece ap0s o desaparecimento da lesdo inicial e é caracterizada
pela disseminacdo do parasito e destruicdo das mucosas, principalmente nasais e
orofaringeas, podendo ser fatal devido ao comprometimento das vias respiratorias.
Os sintomas iniciais séo inespecificos, o que dificulta o diagndstico precoce e o seu
tratamento. A maior complicacdo é devido ao desenvolvimento de uma resposta
inflamatoéria cronica, com potencial desfigurativo e com presenca de infeccdes
bacterianas secundarias. Cerca de 10% a 25% dos pacientes que apresentam a
les&o inicial em até 5 anos desenvolvem leishmaniose mucocuténea. A leishmaniose
cuténea disseminada é o tipo de manifestacdo mais rara. Nessa manifestacdo séo
observadas centenas de lesbes papulares e de aparéncia acneiforme, que podem

acometer o corpo todo, porém ocorre com mais frequéncia na face e no tronco. Os
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parasitos apos a lesao inicial, migram por via hematica ou linfatica e estabelecem em
poucos dias, causando lesdes afastadas. A carga parasitaria é baixa nas lesdes. O
tratamento atual € capaz de controlar a infeccdo apds varias séries do tratamento
(BRASIL, 2007)

A leishmaniose cutanea difusa é caracterizada pela auséncia de resposta
celular especifica, intensiva proliferacdo dos parasitos e disseminacao da infeccao.
Normalmente o individuo acometido ndo apresenta resposta imunoldgica celular e
ndo sente dor no local das les6es. Na maioria dos casos o tratamento quimioterapico
ndo é eficiente na eliminagcdo dos parasitos, o que acaba possibilitando a
reincidéncia da doenca (TURETZ et al., 2002; GOTO; LINDOSO, 2012; BRASIL,
2007).

Os casos de leishmaniose recidiva cutis sdo predominantes nos paises do
Velho Mundo, porém também ocorrem em paises do Novo Mundo. A principal
caracteristica € o surgimento de Ulceras préximas a cicatrizes derivadas da leséo
inicial da leishmaniose e estd associada a auséncia ou erro no tratamento
(CALVOPINA et al., 2006).
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2.3 — INTERACAO ENTRE LEISHMANIA E MACROFAGOS

Os macrofagos sédo células do sistema imunolégico inato que possuem
grande importancia para o controle de infecgdes intra e extracelulares, e para o
desenvolvimento e homeostase do organismo. Sao derivados de mondcitos
circulantes e podem ser resultado da diferenciacdo dessas células durante o
desenvolvimento embrionario ou devido a uma resposta inflamatéria (EPELMAN;
LAVINE; RANDOLPH, 2014).

A polarizacdo da resposta inflamatdria pode estimular de diferentes maneiras
0s macrofagos, que podem se diferenciar em fendtipos funcionais distintos,
denominados de M1 e M2. Os macrofagos M1, também denominados macrofagos
ativados classicamente, sdo ativados por citocinas inflamatorias ou produtos
microbianos, como o interferon-gama (IFN-y) e o lipopolissacarideo (LPS),
respectivamente. Quando ativados expressam a oOxido nitrico sintase induzida
(INOS) e utilizam a L-arginina para a producéo de oxido nitrico (NO). Além e produzir
as citocinas interleucina-12 (IL-12), IL-23 e o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa)
e espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo de extrema importancia para a
eliminagéo de infecgdes e tumores.

Os macrofagos M2 sdo denominados de macrofagos ativados
alternativamente e sado ativados por citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras como
IL-4 e a IL-10. Sao primordiais para a eliminacdo de debris celulares, na
reconstrucdo tecidual, deposicdo de matriz extracelular e também auxiliam no
crescimento tumoral. Quando ativados produzem citocinas anti-inflamatérias como
IL-4, IL-10, Fator de Crescimento e Transformacdo beta (TGF-B) e expressam a
enzima arginase |, que utliza a L-arginina para a producdo de poliaminas,
mecanismo antagonista do M1 (LABONTE; TOSELLO-TRAMPONT; HAHN, 2014,
PATEL et al., 2017).

Apesar da grande importancia para a eliminacdo de diversas infeccoes,
patdgenos intracelulares como as bactérias Shigella flexner, Lysteria monocytogenes
e Mycobacterium tuberculosis, os virus Flavivirus e os parasitos Toxoplasma gondii
e Leishmania spp parasitam preferencialmente os macréfagos.

Na infeccdo por Leishmania, os macrofagos séo as células preferenciais das
amastigotas para o estabelecimento da infeccdo. A persisténcia do parasito no

organismo esta relacionada com a sua capacidade de desenvolver estratégias de
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escape a atividade antiparasitaria do macréfago que impede uma resposta imune
efetiva contra a infeccdo, possibilitando a proliferacdo do parasito e estabelecimento
da infec¢éo no organismo (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

A interacdo entre o parasito e o macrofago inicia-se apds as promastigotas
metaciclicas serem transmitidas durante a hematofagia no local da picada, junto com
uma substancia gelatinosa denominada promastigote secretory gel (PSG). Em
conjunto, as promastigotas e o PSG induzem a formagcdo de uma resposta
inflamatéria, com producdo de quimiocinas responsaveis pela migracdo de
mondcitos para o local da picada (ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; RACOOSIN;
BEVERLEY, 1997).

Os dois principais fatores de patogenicidade expressos na Leishmania sdo as
moléculas GP63 e o lipofosfoglicano (LPG). A GP63 é uma cisteina protease,
expressa nas formas promastigotas, reconhecidas principalmente pelo receptor 3 do
complemento (CR3). Esta enzima é importante para que o parasita resista a acao
das enzimas lisossomais do macréfago (ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012). O LPG é o
principal glicoconjugado expresso na superficie de Leishmania, € expresso em maior
guantidade nas formas promastigotas do que nas amastigotas, é reconhecido pelos
receptores Toll-like 2 (TLR2) (NOGUEIRA et al., 2016), particispando dessa forma
da regulacao de processos endociticos e inflamatérios. Além disso, o LPG é capaz
de proteger as promastigotas metaciclicas da acéao litica do sistema complemento
(SPATH, 2003).

A interacdo entre metaciclicas e macrofagos € mediada por receptores dos
macrofagos e ligantes do parasito, que induzem a fagocitose. Existem diversos
receptores envolvidos com essa interagcdo, dentre eles se destacam: receptores de
complemento (CRs), receptores de manose, receptores de fibronectina e receptores
da fracdo constante de anticorpos IgG (FcyRs). Porém, devido a heterogeneidade
genética, essa interacdo depende das espécies envolvidas, tanto do parasito quanto
da célula hospedeira (UENO; WILSON, 2012).

O receptor utiizado no momento da infeccdo é importante para o
direcionamento da resposta macrofagica contra o parasito. Caso a interacdo ocorra
através dos CRs, especificamente CR3 e CR1, ocorre reducdo da resposta
inflamatoéria e producdo de superéxido, que possibilita a sobrevivéncia do parasito
dentro do fagolisossomo (MOSSER; EDELSON, 1987). No entanto, quando a
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interacdo ocorre através de receptores de manose, fibronectina ou Fcy, ocorre maior
ativacdo da resposta inflamatoria, producdo mais eficiente de enzimas hidroliticas e
uma maior ativacdo de enzimas NADPH oxidase, levando a um maior dano ao
parasito (UENO; WILSON, 2012).

Apbés o reconhecimento pelos macréfagos as promastigotas podem ser
internalizadas através de caveéolas, que sdo microdominios lipidicos ricos em
colesterol. A degradacédo do colesterol e a subsequente ruptura deste microdominio
compromete a fagocitose de promastigotas (RODRIGUEZ et al., 2011). A formag&o
de microdominios na membrana plasmética da célula hospedeira podem ser
induzidas por promastigotas por meio da ativacdo da enzima acido esfingomielinase,
responsavel em converter esfingomielina em ceramida (GHOSH et al, 2001). O
aumento da formacdo de ceramida resulta, além do aumento da fagocitose de
promastigotas, também no rompimento de plataformas lipidicas e o aumento da
fludez da membrana. Em estagios posteriores da infeccdo, a concentracéo
aumentada de ceramida prejudica a apresentacdo de antigenos, demonstrando a
importancia dos microdominios lipidicos na interacdo patégeno-hospedeiro
(MAJUMDER et al., 2012)

Outra estrutura celular importante para 0 momento da infeccdo na célula
hospedeira é o citoesqueleto de actina. Células que apresentam citoesqueleto
desorganizado apresentam carga parasitiria menor quando comparadas com
células com citoesqueleto integro (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Apos a fagocitose do parasito, ird ocorrer a fusdo do fagossoma com o
lisossoma, dando origem ao vacuolo parasitéforo, local onde ocorre a diferenciacao
de promastigota para amastigota e proliferacéo intracelular. A formacéo do vacuolo
parasitéforo proporciona a diminuicdo do pH, que em conjunto com a temperatura
elevada do hospedeiro vertebrado e a geracdo de peroxido de hidrogénio mediada
pela absorcéo de ferro, irdo possibilitar a diferenciagcdo do parasito (ZILBERSTEIN;
SHAPIRA, 1994; FLANNERY; RENBERG; ANDREWS, 2013).

Durante a diferenciacdo ocorrem altera¢cdes no metabolismo parasitario como
a reducao de absorcéo e utilizacdo de glicose e aminoacidos e o aumento de beta
oxidacdo de &cidos graxos. Estas modificacbes proporcionardo substratos para a
sintese de glutamato, um aminoacido essencial para o crescimento e sobrevivéncia

de amastigota (SAUNDERS et al., 2014). Os parasitos dentro da célula hospedeira
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tem necessidade nutritiva especial, constituida principalmente por aminoacidos e
poliaminas como fonte de carbonos e nutrientes e precursores de bases
nitrogenadas. A longo prazo, a disponibilidade de nutrientes € limitada pelo ambiente
celular e fusGes do vacuolo parasit6foro com endossomos ou vacuolos provenientes
do reticulo endoplasmatico se tornam fontes importantes de obtencédo de nutrientes
(NDJAMEN et al., 2010).

Macrofagos ativados sdo capazes de controlar a infecgdo através de dano
oxidativo ao parasito, gerado a partir da producdo de ROS e NO, que afetam a
sobrevivéncia do parasito na célula hospedeira (MURRAY; NATHAN, 1999). Os
parasitas inibem a resposta inflamatoria dos macréfagos, induzindo a producéo de
IL-10 e inibindo a producéo de IFN-y. Tais alteracGes resultam em baixa expressao
de complexo de histocompatibilidade do tipo Il (MHC) Il e INOS (MUKBEL et al,
2007) resultando em menor apresentacdo de antigeno aos linfécitos T e menor
producdo de NO. Além disso, ocorre 0 aumento da inducéo de arginase 1, que utiliza
a L-arginina para a producéo de poliaminas, que sao essenciais para o crescimento
do parasito (MUXEL et al., 2018).

A arginase 1 e iINOS séo induzidas em processos antagonistas nos
macrofagos. Citocinas proé-inflamatérias do tipo Thl, como o IFN-y, induzem a
ativacdo da iNOS, enquanto que citocinas anti-inflamatoérias como a IL-4, IL-10 e
TGFB induzem a ativagdo da arginase e inibem a ativagdo de NO. Tal mecanismo
esta diretamente relacionado com a resisténcia e suscetibilidade a infeccédo, visto a
importancia do NO na eliminacdo do parasito e das poliaminas na sua sobrevivéncia
(ACUNA et al., 2017).

Um dos mecanismos de protecdo contra danos oxidativos gerados pelos
macréfagos € a inducéo da proteina de desacoplamento mitocondrial 2 (UCP2), que
inibe o recrutamento de NADPH para o vacuolo parasitéforo (VP) através da
insercdo de LPG nos microdominios lipidicos desta organela (BALL et al., 2014). Ao
realizar este processo, a apoptose também é suprimida, possibilitando o aumento da
sobrevivéncia da célula hospedeira e do parasito. Algumas espécies como L.
donovani e L. braziliensis expressam a enzima superoxido dismutase (SOD), que
age como agente antioxidante ao quebrar o ion superdoxido (MEHLOTRA, 1996).

Espécies de Leishmania sdo capazes de expressar multiplos fatores para auxiliar a
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sua sobrevivéncia (tabela 2), que podem variar de acordo com a espécie e o estagio

do ciclo de vida.

Tabela 2 - Mecanismos de evasdao em Leishmania. Adaptado de
PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015.

Nome Descricao Papel nainteracdo parasito-hospedeiro
Ativa MAPK, perturba plataformas lipidicas, 1
. , TNF, 1 IL-1B, 1 IL-6, | TLR9, | recrutamento
LPG Lipofosfoglicano de Syntaptotagmin V, NADPH oxidase e V-
ATPase em PV, captura ROS, 1 HO-1
Metaloprotease Ativa PTPs, p130Cas, Cortactin, Caspase 3 |
GP63 dependente de zinco mMiRNA-122, | TNFl, ,lA|I:>L112 I NO, | mTOR,
- . | Elastase de neutrdfilos, | tripisina, |
ISP Inibidor Qa serina quimiotripisina, | ativagdo de TLR4, |
peptidase e i :
ativacao de proteina cinase R
I I Interage com HSP70 do hospedeiro, 1
Proibitina Ortologos Proibitina absorcao do parasito
PKC-like Protema} C cinase 1 fagocitose parasitaria
ortéloga
Inositol
ISCL fosfoesfingolipidios 1 sobrevivéncia e replicagdo
fosfolipase C-like
Aldolase Aldose frutose- Ativa SHP-1, | acidificagéo
bifosfoato
MsrA Metionina sulfoxido 1 Resisténcia para ROS/RNI
redutase A
Biosintese de arabino-
ALO 1,4-lactona oxidase / 1 Resisténcia para ROS/RNI, | IL-12, | TNF
vitamina C
Triparedoxina Detoxifica ROS/RNI, | NRAMP-1,
TXNPX . O
peroxidase redistribuicdo de Fe
Tioredoxina En2|mad(ieReCI)|rSnmagao Estabiliza PTPs, | vias pro-inflamatorias
CPB Protease cisteina Ativa PTPs, | ativacdo, | NO

2.3.1 - Vacuolo parasitoforo

Uma vez dentro do macrofago o parasito necessita resistir ao meio hidrolitico,
evitar ativar o sistema imune e adquirir nutrientes para a sua sobrevivéncia. Para
isso, amastigotas de Leishmania residem dentro dos macréfagos em uma organela
denominada VP (RUSSELL; XU; CHAKRABORTY, 1992).

Os VPs séo formados pelas membranas dos macrofagos e sao resultados de
diversos eventos sucessivos e coordenados de fuséo/fissdo de vesiculas da via
endocitica,

lisossomos, reticulo endoplasmatico e possivelmente vesiculas
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autofagicas, que resultam em um compartimento &acido semelhante ao
fagolisossomas (REAL; MORTARA, 2012).

As promastigotas de Leishmania sédo capazes de modular a fusdo do
fagossoma e lisossoma. O LPG expresso pelas promastigotas € capaz de adiar a
fusdo das organelas, para que ocorra a diferenciagcédo para as formas amastigotas. O
atraso na fusdo possibilita a sobrevivéncia do parasito, pois amastigotas s&o
melhores adaptadas ao microambiente do VPs (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994;
DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997). A diferenciacdo de promastigotas para
amastigotas ocorre devido as condi¢gbes geradas pela diferenciagdo da organela e
formacéo do VP como a reducéo do pH (ALEXANDER; RUSSELL, 1992).

As formas amastigotas possuem diversas adaptacfes que proporcionam a
sua sobrevivéncia dentro do VPs. Além de serem organismos acidoéfilos, séo
capazes também de modular a resposta imunolégica da célula hospedeira,
degradando moléculas de MHC de classe Il e diminuindo a apresentacdo de
antigeno do parasito para os linfocitos T (LANG et al., 1994, ANTOINE et al., 1998).

A formacéo dos VPs ocorre de maneira semelhante na infec¢ao por diferentes
espécies de Leishmania. Porém, a morfologia dos vacuolos varia entre as espécies
envolvidas com a infec¢do. Parasitos pertencentes ao complexo mexicana, como a
L. mexicana e L. amazonensis, induzem vacuolos grandes e com varios parasitos
dentro de um uUnico VP (figura 2A). Ao contrario L. brasiliensis ou L. major, também
espécies causadoras de leishmaniose tegumentar, induzem a formacdo de um
vacuolo pequeno e individual para cada parasito (figura 2B), indicando que mesmo
gue ocorra da maneira igual, a taxa de fusdo e fissdo dos PVs variam em
macrofagos infectados com diferentes espécie de leishmania (ANTOINE et al.,
1998).
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Figura 2 - Vacuolos parasitéforos de macrofagos infectados com
Leishmania spp. Diferencas estruturais dos vacuolos parasitéforos de macréfagos
infectados com (A) Leishmania mexicana e (B) Leishmania major. Espécies do
complexo mexicana induzem a formacdo de um vacuolo parasitéforo amplo e com
grandes quantidades de parasitos, enquanto que a infecgcdo com Leishmania major
induz a formacdo de um vacuolo parasitéforo individualizado e reduzido. Vermelho -
lodeto de propideo. Cabeca de setas grandes indicam o ndcleo do macrofago,
cabecas de setas pequenas nucleo dos parasitos, setas indicam membrana do VP.
Asterisco indica o meio do vacuolo parasitéforo (ANTOINE et al., 1998).
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2.4 - FOSFATIDILSERINA

As membranas celulares sdo constituidas por lipidios, proteinas e
carboidratos, possuindo composi¢éo variavel dependendo da localizacdo e funcao.
Os principais lipidios de membranas celulares sado: fosfolipidios, colesterol e
glicolipidios. Sendo responsaveis pela estrutura, sinalizacdo celular, fluidez e
permeabilidade seletiva da membrana (EDIDIN; VAN VORIS SESSIONS, 1983).

Os fosfolipidios majoritarios presentes na membrana sdo a fosfatidilcolina
(PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol e
esfingomielina. A distribuicdo desses lipidios € irregular onde a PC representa 40-
50%, a PE 20-45% dos fosfolipidios totais. Enquanto que o fosfatidilinositol e a PS
estdo em menor quantidade, podendo ser responsaveis por até 15 e 10%,
respectivamente, dos lipidios totais (VANCE; STEENBERGEN, 2005).

Na membrana plasmatica, a monocamada citosolica possui elementos
diferentes da monocamada voltada para o ambiente extracelular. Essa assimetria na
composicdo entre as monocamadas proporciona diferenca de potencial elétrico, e
condi¢cdes importantes para varios processos biologicos (KIHARA; IGARASHI,
2004). A assimetria da composicdo de fosfolipidios € mantida ativamente por
enzimas denominadas de fosfolipidio-translocases. As enzimas séo divididas em trés
grupos: as flipases, responséaveis pelo transporte de fosfolipidios da face externa
para a face interna; as flopases, fazem o movimento contrario; e as escramblases,
capazes de realizar os dois tipos de movimento igualando os fosfolipideos nas duas
monocamadas (DIAZ; SCHROIT, 1996). A diferenca do potencial elétrico pode ser
atribuida principalmente a PS, devido a sua carrega negativa e estar
majoritariamente na face citosdlica da bicamada. Estruturalmente a PS é semelhante
a outros fosfolipidios, possui duas caudas de hidrocarbonos hidrofébicas, glicerol, e
um grupo polar (figura 3). O grupo polar é composto deo grupamento fosfato e é o
responsavel pela diferenca entre os fosfolipidios, pois € onde se encontra o residuo
de serina (VANCE; STEENBERGEN, 2005).
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Figura 3 - Estrutura da fosfatidilserina- A fosfatidilserina € composta por
duas caudas de hidrocarbonos hidrofébicas, glicerol, grupo fosfato, e a serina
(FONTE: CASSILLY, 2018).

A Dbiosintese de PS em células de mamiferos é realizada no reticulo
endoplasmatico e na membrana mitocondrial pela fosfatidilserina sintase (PSS). A
PSS possui dois isotipos: a PSS1 e a PSS2 e sao responsaveis pela substituicdo do

grupo polar de PC ou PE por serina, respectivamente (figuras 4 e 5).

Mamiferos Levedura/ E. coli
PE PC CDP-DAG
ser

PSS2 PSS1
CMP

PS PS

Figura 4 — Biossintese de PS. Em mamiferos PS é sintetizada por uma
reacao de troca de base entre um fosfolipidio pré-formado e o aminoéacido L-serina.
A enzima PSS1 realiza essa reacao utilizando PC enquanto que a PSS2 utiliza PE.
Essa reacdo é dependente de calcio e ocorre no reticulo endoplasméatico e na
membrana mitocondrial. Em fungos e células procariotas a molécula citidina
difosfato-diacilglicerol (CDP-DAG) reage com L-serina (ser), em uma reacao
catalizada por uma PS sintase nao relacionada com as enzimas de mamiferos. PS-
Fosfatidilserina; PC- fosfatidilcolina; PE - fosfatidiletanolamina; PSS - fosfatidilserina
sintase; CMP — monofosfato de citidina. (FONTE: VANCE; TASSEVA, 2013).
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Figura 5 — Biossintese de PS no reticulo endoplasmético e degradacéo
na membrana mitocondrial. A biossintese de PS nas células de mamiferos ocorre
através da troca do grupo polar de PC ou PE por serina. O PSS1 medeia a
liberacdo de colina do PC, enquanto o PSS2 libera etanolamina do PE, com a
insercdo concomitante de serina e geragcdo de PS em ambas as situacdes. A
degradacdo de PS é realizada pela Unica PS descarboxilase em mamiferos,
transformando PS em PE. PS- fosfatidilserina; PC- fosfatidilcolina; PE -
fosfatidiletanolamina; PSS - fosfatidilserina sintase (Traduzido de KIM; HUANG;
SPECTOR, 2014)

A degradacédo de PS pode ocorrer pela reacdo de decarboxilagdo, na qual a
PS é convertida em PE. Esta reacdo é realizada pela fosfatidilserina descarboxilase
(PSD) e ocorre na mitocondria, no complexo de Golgi e em membranas de vacuolos.
Outra forma de ocorrer a degradacdo € através de fosfolipases localizadas na
membrana, que realizam a hidrolise de PS, gerando acido araquidénico e liso-
fosfatidilserina (VANCE; STEENBERGEN, 2005)

A PS é importante mesmo em baixas concentracées em diversos processos
celulares, como no recrutamento e ativacao de enzimas e componentes estruturais e
a sinalizacdo de células e corpos apoptéticos para a fagocitose (LEVENTIS;
GRINSTEIN, 2010).

Em Leishmania e outros protozoarios, as membranas possuem composi¢cao
semelhante as demais células de mamiferos, sendo majoritariamente composto por
PC, seguindo por PE e Pl e com tragos de PA, CL, PG e PS. A sintese e degradacgéo
dos fosfolipidios também ocorre de maneira semelhante a células mamiferas, porém
com algumas particularidades nas vias e enzimas envolvidas. Umas das diferengas
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entre as células de mamiferos e Leishmania é a sintese de PS, os parasitos utilizam
apenas a PE para a producéo de PS, utilizando apenas a via PSS2, atualmente nao
h& descricdo de enzimas ou proteinas da via PSS1. Ou seja, todas as espécies
apenas sintetizam PS através da substituicdo da etanolamina por serina
(RAMAKRISHNAN et al., 2013).

2.4.1 — Apoptose

Apoptose é um tipo de morte celular programada, caracterizada pelo
arredondamento da célula, retracdo dos pseudopodes, reducdo do volume celular,
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do nucleo e formacdo de bolhas na
membrana plasmatica (HACKER, 2000). Todas essas modificagbes celulares séo
realizadas por reacfes dependentes de caspases (KROEMER et al.,, 2009). As
transformacdes sofridas pelas células apoptéticas ndo servem apenas para O
processo de morte, mas também para preparar a célula para que ocorra a remocao
de seus detritos sem ativar resposta imune (TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008). A
eliminacdo dos corpos apoptéticos € muito importante para a homeostase do tecido
em organismo multicelulares, sendo as células fagocitarias, como os macrofagos, as
células responsaveis por essa eliminacdo (FADOK et al., 1998). IL-10 e TGF-B séo
responsaveis pela resposta imunossupressora na eliminacao dos detritos celulares e
pelo controle da reacdo inflamatéria, para que ndo ocorra de maneira exacerbada
(FADOK et al., 1998).

Para que ocorra a eliminacdo das células apoptéticas € necesséario que as
células, ao entrarem em processo de morte, emitam sinais para serem encontradas
(find-me signals) e para serem reconhecidas e endocitadas (eat-me signals)
(LAUBER et al., 2004). Um dos principais find-me signals conhecidos € a liberacdo
de lisofosfatidilcolina e o acido araquidbnico, ambos apds a ativacéo de fosfolipases
dependentes de caspases (LAUBER et al., 2003). Os sinais para reconhecimento
mais conhecidos sao a exposicao de PS, alteracbes na oxidacao e modificacdes nos
acucares e cargas da membrana plasmatica (LAUBER et al., 2004; SARTER et al.,
2007). Essas alteracbes na membrana precisam ser reconhecidas pelas células
fagocitarias.

Existem diversos receptores nos macrofagos capazes de reconhecer PS,
como: Mertk, TIM-1, TIM-2, TIM-3, scavenger e SCARF-1. Estes receptores formam

um sistema de reconhecimento redundante e muito potente, capaz de perceber
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eficientemente essa modificacdo na membrana das células (BIRGE et al., 2016).
Porém em certas circunstancias, para que ocorra a interacéo entre PS e o receptor,
€ necessaria a mediacdo por moléculas séricas, chamadas moléculas-ponte
(bridging molecules). As principais moléculas séricas sdo a glicoproteina MFG-ES8,
proteina S, Gas6 (Growth Arrest Specific Gene 6) e a glicoproteina B2-GPI
(HANAYAMA et al.,, 2002; ISHIMOTO et al., 2000; ANDERSON et al., 2003;
BALASUBRAMANIAN; SCHROIT, 1998). Apos o reconhecimento e a fagocitose da
célula apoptética 0 macréfago € induzido a produzir citocinas anti-inflamatorias,

transformando o meio onde a célula estava em um meio imunossuprimido (figura 6).

A Atragdo defagdcitos atravésde g Reconhecimento e fagocitose C  Produgio de citocinas anti-
sinais soluveis de “find-me viareconhecimento de sinais inflamatérias
“eat-me”
Célula o
apoptotica 0o O

[V 58 P R #
Sinais de 0% &) —~ r |
migragédo ; : -3 7y \o

= Fagocito

Figura 6 — Remocao de células apoptdticas. (A) Ao entrar em apoptose as
células liberam “find-me signals”, que sdo responsaveis por atrair os fagoécitos. (B)
Os fagécitos sdo capazes de reconhecer e fagocitar as células apoptéticas devido
aos “eat-me signals” expressos na superficie celular. (C) O reconhecimento e a
fagocitose da célula apoptoética induz a producdo de citocinas anti-inflamatérias por
fagdcitos (Traduzido de LAUBER et al., 2004).

2.4.2 — Mimetismo apoptoético

O mimetismo apoptotico € o mecanismo em que ceélulas tumorais, virus,
bactérias e parasitos intracelulares expdem PS nos folhetos externos de suas
membranas, sem apresentar outras caracteristicas de apoptose, e regulam a
resposta inflamatoria, estabelecendo a infeccdo no organismo (BIRGE et al., 2016).

A exposicao de PS nos patdgenos e nas células tumorais exerce papel similar a das
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células apoptéticas. Ao serem fagocitados sdo capazes de ativar a producdo de
citocinas anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF- e imunossuprimir o microambiente.
Com o meio modificado as células fagocitarias ndo conseguem responder
adequadamente, possibilitando assim o estabelecimento e a disseminagéo infec¢cao
(DE FREITAS BALANCO, 2001; BIRGE et al., 2016).

Os virus utilizam diversos mecanismos para infectar as células hospedeiras
sem ativar a resposta imunolégica. Devido a essa diversidade o mimetismo
apoptotico em virus é classificado como classico e ndo classico. O mimetismo
apoptotico classico € realizado por virus envelopados que expde a PS no folheto
externo da membrana (figura 7), enquanto que o mimetismo apoptotico nao classico
ocorre em virus ndo envelopados que adquirem receptores de apoptose ao

sequestrar a membrana da célula hospedeira (figura 8). (AMARA; MERCI, 2015)

PS exposta na superficie ligadora de PS

( T\ | s pr
e chrr A( 3 macropinocityose|
assssaiBhany ssssssasaitt E \
= B
— et § A= “"«“5 | \ )|
VACV ' ey

> w ,~AXLouTYRO3
— 9t

| f — Poslles
AT YN
bn 7 3 @ :
s - 8
DENV &, %
g

TIML. TIM3ou TIM4

Entrada
dependente do
clatrina

Figura 7 — Mimetismo apoptotico viral classico. Virus envelopados
expdoem PS nos folhetos externos de suas membranas como fator de
patogenicidade para a infeccdo da célula alvo e estabelecimento da doenca. E o
caso das infecgbes por EBOV (virus ébola), VACV (virus vaccinia) e DENV (virus
da dengue). Estes virus séo reconhecidos via receptores TAM (Tyro 3, Axl e Mer)
e sao endocitados pela célula hospedeira por endocitose mediada por clatrina ou
macropinocitose (adaptado de AMARA; MERCER, 2015).
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Figura 8 — Mimetismo apoptético viral ndo classico. Virus nao

envelopados como o virus SV40 (virus vacuolante simio) e HAV (virus da hepatite
A) sequestram a membrana da célula hospedeira contendo PS exposto e
conseguem infectar novas células, sem manifestar resposta inflamatéria. O
sequestro das membranas pode ser tanto por formagdo de exossomos,
microvesiculas ou autofagossomos. AXL — receptor tirosina cinase, TIM1 - Dominio
mucina 1 da imunoglobulina de células T, (adaptado de AMARA; MERCER, 2015).

Diversas infeccfes virais estdo relacionadas ao mimetismo apoptético, como

demonstrado na tabela 3.
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Tabela 3 - Infec¢cdes virais ocasionados por virus que realizam o
mimetismo apoptotico (AMARA; MERCER, 2015)

Tipo de
Doencas Virus Funcédo de PS mimetismo
apoptotico
Encefalite Alphavirus Ligacéo, endocitose e infeccéo Cléssico
Virus Pichinde Arenavirus Ligacdo, endocitose e infeccao Classico
Ebola Ebolavirus e Ligagéo, endocitose, infeccéo e Classico
Marburgvirus evasdao sistema imune
Dengue/ febre Flavivirus Ligacdo, endocitose, infeccao e Classico
amarela evasdo sistema imune
Variola Orthopoxvirus Sinalizacédo, endocitose e Cléassico
infeccdo
Poliomielite Enterovirus Infeccao Nao classico
Hepatite A Hepatovirus Desconhecida Nao classico

No microambiente tumoral a PS é externalizada nas células apoptoéticas
(tumorais ou n&o), na vasculatura tumoral imatura, nos exossomos derivados de
tumor e nas células tumorais viaveis. Com a realizacdo de quimioterapia e
radioterapia ocorre um aumento da externalizacdo de PS (SATTENTAU; KARAJI,
2017). A exposicao de PS além de suprimir a resposta imunoldgica com a producéo
de citocinas anti-inflamatérias, promove um fenétipo imaturo das células dendriticas,
o que reflete na menor expressdo das moléculas co-estimulatérias que sé&o
necessarias para apresentacdo eficiente de antigenos, afetando a ativacdo de
linfocito T (KELLEHER, 2015). As linhagens celulares tumorais que externalizam a
PS, mesmo viaveis, sdo: linfoma de Hodgkin's L540, cancer de pulmao H358,
cancer de célon HT29, melanoma B16, cancer de préstata ATI, glioma 9L, glioma
F98, cancer de mama MDA-MB-231, cancer de mama MDA-MB-435, cancer de
pancreas Rip-Tag, cancer de prostata Tramp e cancer de mama PyMT (BIRGE et
al., 2016).

Em bactérias gram-negativas e em Mycobacterium tuberculosis 0 processo de
mimetismo apoptético ocorre de maneira semelhante ao mimetismo nao classico de
virus. As bactérias induzem a apoptose em células infectadas, os macréfagos as
fagocitam juntamente com as bactérias intracelulares, disseminando a infecgéo
(SATTENTAU; KARAJI, 2017).
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2.4.3 — Fosfatidilserina e Leishmania

Os protozoarios Trypanosoma cruzi (DAMATTA et al.,, 2007), Toxoplasma
gondii (SEABRA et al., 2004; DOS SANTOS, 2011) e Leishmania (DE FREITAS
BALANCO et al., 2001) sdo capazes de realizar o mimetismo apoptotico a fim de
suprimir a resposta inflamatéria do hospedeiro e assim conseguir estabelecer e
disseminar a infeccéao.

A exposicdo de PS no folheto externo da membrana de L. amazonensis
ocorre nas duas formas evolutivas do parasito de maneiras distintas. As formas
promastigotas que expdem PS sdo promastigotas metaciclicas que entraram em
morte por apoptose. A morte das promastigotas ocorre de maneira semelhante as
células de organismos multicelulares, sendo induzida pela falta de nutrientes e
alteracdes na temperatura (MOREIRA et al., 1996). As formas promastigotas que
ndo expdem PS séo as células que estabelecem a infeccdo. Porém, foi demonstrado
gue sem a presenca de promastigotas apoptoticas PS-positivas ndo ocorre o
estabelecimento da infeccdo (WANDERLEY et al., 2009), demonstrando assim a
importancia na PS na infeccdo por promastigotas. A exposicdo de PS foi observada
tanto em metaciclicas que se diferenciam in vitro, quanto em experimentos in vivo
com o inseto vetor. Diferentemente, a exposicdo de PS na membrana de formas
amastigotas ndo ocorre como resultado de morte por apoptose. Todas as formas
amastigotas realizam mimetismo apoptético e, portanto, possuem PS exposta em
sua superficie de membrana, sdo células viaveis, sem caracteristicas morfologicas
de apoptose e capazes de estabelecer infeccdo. Na verdade, existe uma correlacéo
positiva entre a exposicdo de PS em amastigotas e sua capacidade infectiva. O
modo como ocorre 0 mimetismo apoptotico no parasito ainda néo esta estabelecido,
porém hipéteses como o sequestro da membrana da célula hospedeira, residuo da
sinalizagdo apoptotica ou 0 resgate por mecanismo desconhecido da morte por
apoptose sao as principais suspeitas (WANDERLEY et al., 2006; WANDERLEY;
BARCINSKI, 2010).

A externalizacdo de PS em ambas as formas de Leishmania é capaz de
modular a resposta imune do hospedeiro para que o parasito consiga infectar e
estabelecer a doenca. As promastigotas PS-positivas sdo responsaveis por regular
negativamente a producédo de NO nos macréfagos que fagocitam promastigotas PS-

negativas, permitindo assim que as promastigotas consigam entrar, permanecer e
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diferenciar nos macrofagos. A PS na superficie de amastigotas permite que a
infeccdo se dissemine, pois além de controlar a producdo de NO no macréfago
infectado € capaz de induzir a producéo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10,

TGF-B e PGE:2 que ir4 suprimir a resposta inflamatoria local (figura 9).
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Figura 9 - Morte apoptética e mimetismo apoptotico durante infecgéo e
estabelecimento da infeccdo por Leishmania. (1) Na infecgcéo pelo flebotomineo
sdo inoculados promastigotas que entraram em apoptose (expondo PS) e as
metaciclicas aptas a infectar. As promastigotas mortas tém a capacidade de
modular a resposta de NO do macrofago, enquanto as metaciclicas vivas sao
responsaveis pela infeccdo. (2 e 3) O reconhecimento por macréfagos da PS
exposta por amastigotas € capaz de induzir uma resposta anti-inflamatéria e
imunossupressora local. Apdés a fagocitose do parasito é induzida a producdo de
citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B. O que ocasiona a diminuigdo da
atividade microbicida dos macréfagos e proporciona o meio ideal para o
crescimento do parasito. Na parte central da figura observa-se que no hospedeiro
vertebrado as amastigotas expéem a PS de forma constitutiva, 0 que permite a
infeccéo constante em novos macréfagos (adaptado de BIRGE et al., 2016).

2.5 - ANTICORPOS ANTI — FOSFATIDILSERINA

A exposicdo da PS no folheto externo da membrana de tumores e de
patdgenos para o estabelecimento e a disseminacdo das doencas, propde a PS
como importante alvo de quimioterapia para o controle da disseminacdo das

manifestagdes clinicas.
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Os primeiros trabalhos que avaliaram o blogueio de PS em modelos de
infeccdo utilizaram a ANX. A ANX € uma proteina pertencente a familia das
anexinas, e possui alta afinidade a fosfolipidios anidnicos, principalmente a PS. A
ligacdo entre ANX e PS é dependente da presenca de altas concentracdes de ions
de célcio, pois os ions de calcio sdo responsaveis por uma mudanca estrutural na
ANX, induzindo a formacdo de um sitio de ligacdo que interage especificamente com
0 residuo de serina do fosfolipidio (SWAIRJO et al.,, 1995). Dessa forma para
melhorar a afinidade entre PS e ANX é necessario aumentar a concentracdo de
célcio, acima dos niveis fisiologicos desse ion (TAIT; GIBSON, 1992), o que é uma
limitacdo para o uso em modelos in vivo.

A ANX foi utilizada em diversos modelos experimentais para auxiliar o
diagndstico e como estratégia de direcionamento terapéutico no tratamento em
alguns tumores. O uso de ANX em modelos tumorais resultou na melhora da
imunidade tumoral mediada por células T e melhora na sobrevida de camundongos
(YAN et al., 2012). Em modelos experimentais de toxoplasmose, o bloqueio de PS
com ANX in vitro foi capaz de reduzir a quantidade de parasitos e aumentar a
producdo de NO por macréfagos (SEABRA; DE SOUZA; DAMATTA, 2004). Em
Leishmania o uso de ANX em infec¢des in vitro com amastigotas, resultou na
reducdo da infeccdo de macrofagos, retencdo no crescimento intracelular do
parasito, aumento da producdo de TGF-B e aumento da atividade inflamatdria de
macroéfagos. (DE FREITAS BALANCO et al., 2001; WANDERLEY et al., 2006).

Com a identificacdo do potencial terapéutico do bloqueio de PS com ANX em
diversas doencas, grupos de pesquisa buscaram o desenvolvimento de anticorpos
capazes de interagir e bloguear a PS de maneira mais especifica e eficiente, que
fossem capazes de reduzir os possiveis efeitos inespecificos in vivo e fossem
independentes da presenca de altas concentracdes de calcio.

Os primeiros anticorpos produzidos foram baseados na capacidade do préprio
organismo em produzir anticorpos antifosfolipidios. Pacientes com a doenca auto-
imune sindrome do anticorpo antifosfolipidico (SAA) sdo capazes de produzir
anticorpos anti-PS com alta especificidade. Camundongos quando estimulados com
micelas de fosfolipidios especificos, sdo capazes de produzir anticorpo
antifosfolipidico, de maneira similar aos pacientes com SAA. O anticorpo 3SB9b foi

um dos primeiros anticorpos anti-fosfolipidicos produzidos utilizando micelas de PS
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para induzir a producéo. O 3SB9b é uma imunoglobulina de classe M (IgM), com alta
afinidade a PS, a ligacdo necessita da presenca de soro e em testes in vitro,
apresentou atividade anti-plaquetaria (ROTE et al.,, 1993). O anticorpo
subsequentemente produzido foi o0 9D2 produzido a partir da imunizacdo de ratos
com células expondo PS. Este anticorpo também € IgM com alta afinidade a PS e
maior especificidade. Interessantemente, o anticorpo 9D2 ndo compete com ANX V,
visto que ndo ocorre competicao pelo sitio de ligagdo (RAN; DOWNES; THORPE,
2002).

A producao de anticorpos IgM que se ligam a PS confere certas limitacoes
(REDDY; CORLEY, 1999). Isto foi resolvido com o desenvolvimento do anticorpo
3G4, produzido de maneira semelhante ao 9D2, porém uma IgG3. Este tem alta
afinidade a fosfolipidios anidnicos, principalmente a PS, e necessita de soro ou da
proteina ponte (2 glicoproteina (B2-GPI) para que ocorra a ligacdo. De forma
semelhante ao anticorpo 9D2 e a ANX V, o anticorpo 3G4 é capaz de se associar
em PS em aglomerados na superficie celular. Este anticorpo € estruturalmente
relacionado com os anticorpos utilizados neste trabalho.

O desenvolvimento do anticorpo 3G4 deu inicio ao melhoramento dos
anticorpos anti-PS para uso terapéutico em humanos. Por ser um anticorpo murino,
0 uso de 3G4 era limitado em humanos, entdo foi desenvolvida uma verséo
quimérica, composta da porc¢ao variavel (Fv) de 3G4 e a cadeia pesada de um IgG1k
humano, chamado Bavituximab. Este anticorpo também necessita da presenca de
B2-GPI para que ocorra a ligagdo com PS. O complexo B2-GPl e PS possui
constante de dissociacdo maior que o complexo PS e ANX, e seu uso in vivo é
favoravel, devido a molécula de 32-GPI ja estar presente no organismo. Em testes in
vivo, Bavituximab foi capaz de provocar regressao tumoral através da ruptura
vascular tumoral e modulagdo da resposta imune no microambiente (DEROSE;
THORPE; GERBER, 2011). Um anticorpo semelhante, o mch1N11 foi utilizado em
modelo experimental in vivo com L. amazonensis. Este anticorpo € um anticorpo
guimérico com a regido constante da cadeia leve de IgG2a de camundongo com e a
regido variavel da cadeia leve e pesada de humano. A interacdo PS e anticorpo é
dependente de B2-GPI e a afinidade do complexo PS/B2-GPl com o anticorpo é
similar a do anticorpo Bavituximab. O tratamento de camundongos infectados com

mch1lN11l promoveu reducdo da quantidade de parasitos na lesdo, porém de
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maneira heterogénea, com alguns camundongos apresentando carga parasitaria
semelhante a camundongos nao tratados. As lesdes dos camundongos tratados
eram menores quando comparados ao nao tratados, porém todos os camundongos
apresentavam lesdes progressivas (WANDERLEY et al., 2013).

Embora os resultados observados no tratamento da infec¢do in vivo com o0s
anticorpos mch1N11 tenham sido promissores, hdo houve reversao da progressao
da doenca, apenas atraso. Isto sugere que PS ndo tem papel preponderante na
infeccdo, ou que o anticorpo ndo esta funcionando da forma correta. A utilizagéo de
anticorpos de IgG ao invés de IgM permite a aumento da taxa de fagocitose das
células que expdem PS, pelo reconhecimento da porcdo Fc do anticorpo. Esta
funcionalidade dos anticorpos IgG é favoravel no que diz respeito ao tratamento de
doencas tumorais e mesmo de algumas infec¢Bes virais. No entanto, ndo € uma
caracteristica interessante no tratamento da infeccdo por Leishmania, j& que este é
um parasito intracelular obrigatério. Além disso, a necessidade de [B2-GPl na
interacdo entre PS e o anticorpo pode ser um complicador, j& que existem outras
proteinas séricas que se ligam a PS fisiologicamente, como MFG-E8 (milk fat globule
protein E8) ou fator Xll e anticorpos que se ligam diretamente a PS se encontram
normalmente no organismo e ndo estéo relacionados com a ocorréncia de nenhuma
doenca, e podem ser usados sem restricdes (ALVING, 2006).

Dessa forma, utilizamos uma nova geracédo de anticorpos anti-PS, derivados
do clone 11:31 e denominados PGN632, tanto na forma completo quanto a porcao
Fab purificada. O anticorpo PGN632 é uma IgG2 que realiza interacdo especifica
com PS, independente de f2-GPI (MOODY et al., 2010)
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3 — JUSTIFICATIVA

O mimetismo apoptotico € um mecanismo largamente utilizado por patégenos
intracelulares para estabelecimento e disseminacéo da infeccdo. O estudo de novas
estratégias terapéuticas e suas implicacdbes no desenvolvimento de infeccdes é
fundamental, visto que as terapias atuais possuem diversas limitacdes, como
toxicidade e resisténcia. A utilizacdo de anticorpos como farmacos, os chamados
biofarmacos, ja é eficiente no tratamento de alguns tumores, doencas virais,
autoimunes, inflamatorias, entre outras (TOVEY; LALLEMAND, 2012). Portanto é
promissora a possibilidade de utilizar esta abordagem em doencas parasitarias,
utilizando como alvo um mecanismo de patogenicidade bem conhecido. Estes
estudos sao particularmente importantes em doencas negligenciadas, como é o caso

da leishmaniose.
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4 — OBJETIVOS

4.1 - OBJETIVO GERAL
° Avaliar a acdo de anticorpos monoclonais bloqueadores de PS no

controle da infeccéo por Leishmania amazonensis.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Avaliar a eficiéncia de anticorpos anti-PS independentes de B2GPI e
suas respectivas por¢des Fab purificadas no controle da infeccéo in vitro;

° Avaliar a inibicdo da infeccdo de amastigota L. amazonensis apds o
tratamento com anticorpos monoclonais anti-PS em cultura de macréfagos in vitro;

) Avaliar resposta inflamatéria de macrofagos infectados com L.
amazonensis tratadas com anticorpos monoclonais anti-PS in vitro;

° Avaliar a eficiéncia de anticorpos anti-PS independentes de B2GPI e
suas respectivas porgdes Fab purificadas no controle da infecgéo in vivo;

° Avaliar alteracbes de lesdo em camundongos tratados de forma
sistémica com anticorpos monoclonais anti-PS;

° Avaliar alteracfes nas populacdes celulares de linfonodos cervicais ex
Vivo;

) Identificar alteracdes histopatolégicas em lesées de camundongos

tratados com anticorpos monoclonais anti-PS;
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5 — MATERIAL E METODOS

5.1 - ANIMAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 e BALB/C com até 8 semanas,
derivados do biotério da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(Biotério Central - UENF) e da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB -
UNICAMP). Os animais ficaram mantidos no biotério de experimentacdo do Instituto
de Macaé de Ciéncia e Tecnologia, em gaiolas contendo com agua e racdo ad
libitum. O uso dos animais foi aprovado pelo comité de ética e uso de animais da
UFRJ (MACO047). Foram realizados dois experimentos com infecgdo in vivo
utilizando os camundongos C57BL/6, com cinco animais em cada tratamento (11:31,
11:31 Fab, C44 e PBS), totalizando o uso de 40 animais.

5.2 - CELULAS

5.2.1 — Macrofagos derivados de medula 6ssea

Os macrofagos foram obtidos através de lavado da medula éssea dos 0ssos
fémur e tibia de camundongos C57BL/6 com meio Dulbecco's Modified Eagle
(DMEM - Gibco™) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), 1%
de piruvato de sodio (SIGMA), 1% de L-glutamina (SIGMA), 1% de penicilina
(SIGMA) 1000 unidades/mL e estreptomicina (SIGMA) 1000 unidades/ml e 50 uM B-
mercaptoetanol. Nas placas de Petri tratadas TPP foram colocados 1 mL do meio
com medula 6ssea e mais 9 mL de DMEM completo suplementado com 30% de
sobrenadante de L929. Apds o quinto dia de cultura foi realizado a troca de 5 mL do
meio por DMEM completo contendo 30% de sobrenadante de L929. Os macrofagos

foram utilizados ap6s 10 dias de diferenciacao.

5.2.2 — Linhagem de fibroblastos L929
Os fibroblastos foram cedidos pela Prof2. Bartira Bergman do IBCCF/UFRJ.
As culturas foram mantidas em DMEM completo, em estufa de CO2 a 37°C. Foram
plaqueados 5x10° de células em uma garrafa de cultura de 25 cm? que foi mantida
por 4 - 5 dias em estufa, posteriormente as células foram transferidas para uma
garrafa de cultura de 75 cm? e mantidas em estufa por 4 — 5 dias. Apds esse periodo
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as células foram transferidas para 4 garrafas de 150 cm? e deixadas por 15 dias ou
até o meio de cultura adquirir a coloracdo alaranjada. O sobrenadante foi colhido,

filtrado e armazenado para o uso.

5.3 - PARASITOS

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

5.3.1 - Promastigotas

Promastigotas foram cultivadas em meio Schneider drosophila (Gibco)
contendo 10% de SFB (Cultilab), em estufa B.O.D. a 23°C. Os parasitos foram
mantidos em cultura por até 6 passagens in vitro. As passagens foram feitas sempre

ao final da fase logaritmica de crescimento.

5.3.2 — Amastigotas

Camundongos BALB/c foram infectados na pata com 2 x 10° de
promastigotas. As formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c por
no maximo 12 semanas. A purificacdo de amastigotas foi realizada com a
homogeneizagdo da lesdo em DMEM em homogeneizador de tecido de vidro tipo
Grinder. A solucdo formada foi centrifugada a 50 g por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado a 1750 g por 17 minutos a 4°C. O
precipitado foi ressuspendido e centrifugado a 1750 g por 17 minutos a 4°C por 3
vezes com 10 mL de DMEM contendo 1% de antibiético. Apds a Ultima centrifugacéo
o0 sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 10 mL de
DMEM contendo 4% de SFB e 1% de antibiético e incubado por 2 horas com 100
rpm de agitacdo, a 34°C. ApOs a incubacdo as amastigotas foram centrifugadas a
1750 g por 17 minutos a 4°C por duas vezes e incubadas durante a noite em DMEM
contendo 4% de SFB e antibidticos, a 34°C. Apds esta incubacdo as amastigotas
foram centrifugadas a 1750 g por 17 minutos a 4°C por 3 vezes e o precipitado final
foi ressuspendido em DMEM contendo 4% de SFB e 1% de penicilina (SIGMA) 1000
unidades/ml e estreptomicina (SIGMA) 1000 unidades/ml
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5.4 — ANTICORPOS ANTI-PS

Foram utilizados os anticorpos monoclonais 1gG2 PNG632 (11:31) anti-PS
completo e sua respectiva fragdo Fab purificada (11:31 Fab), ambos sé&o
independentes da presenga de 2-glicoproteina. O anticorpo C44 foi utilizado como
controle do isotipo de anticorpo, por ser um isotipo de IgG2. Os anticorpos foram
doados pela empresa Peregrine Pharmaceuticals (MTA 27829). Como controle do
blogueio de PS in vitro foi utilizado ANX (BD) 1:10 diluida em tampéao de ligacdo de
ANX (ABB). O tampé&o ABB € preparado com 10 mM de sal de sédio de HEPES, 150
mM de cloreto de sodio (NaCl) e 2,5 mM cloreto de sédio bi-hidratado (CaClz 2H20),

em agua

5.5 - INFECCAO
Para infeccbes in vitro foram utilizados macrofagos e amastigotas na

proporgéo 5:1.

5.5.1 — Infeccdo em macrd6fagos com parasitos tratados com anticorpos
monoclonais anti-PS

Para adeséao foram plaqueados 2x10° macréfagos derivados da medula éssea
em placas de 24 pocos, contendo laminulas de 13 mm?, e incubados em meio
DMEM suplementado, durante a noite em estufa de CO2 & 37°, para adesdo nas
laminulas. ApGs o periodo de adesao, foi retirado o meio dos macrofagos e repuxado
PBS (pH 7,3) com pipetas automaticas de 1000 pL, para realizar a lavagem dos
pocos. Os parasitos que foram adquiridos conforme o item 3.2 foram incubados com
os anticorpos 11:31 e 11:31 Fab nas concentracdes 1,25 e 5 pg/mL e com os
controles, C44 e anexina V, por 30 minutos em geladeira (4 - 8°C). Em seguida da
incubacgéo, os parasitos foram centrifugados e resuspendidos em meio DMEM
suplementado e adicionados nos po¢os com macrofagos. Apos 2 horas de infec¢des
todos os pocos foram lavados com PBS. Os pocos destinados as analises da
infeccdo de 2 horas foram fixados com metanol e 0os pocos destinados as analises
48 horas de infeccéo tiveram acréscimo de meio DMEM suplementado, apos as 48
horas de infeccdo os pogos foram novamente lavados com PBS e fixados com

metanol. Foram realizados trés experimentos, com duplicadas em cada.

49



5.5.2 — Infeccdo in vivo e tratamento com anticorpos

Os camundongos C57BL/6 foram anestesiados com quetamina (1 pL / peso)
e cloridrato de xilasina (0,75 pL / peso) e inoculados de forma intradérmica no
pavilhdo auricular com 10 pL de solucdo salina com 1x10° promastigotas. Os
anticorpos 11:31, 11:31 Fab e C44 foram aplicados na concentragédo de 100 pg por
via intraperitonial um dia apds a infeccdo e de trés em trés dias, durante sete

semanas.

5.6 - AVALIACAO DE EXPOSIGAO DE FOSFATIDILSERINA

Formas amastigotas purificadas das lesbes de camundongos BALB/c foram
incubadas com anexina V conjugada com Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, 34
Oregon, EUA) em 20 pL de tampédo ABB o e 0,7 pg/ml de iodeto de propidio (PI -
Sigma, Saint Louis, EUA), um indicador de viabilidade. Os parasitas foram
analisados por citometria de fluxo (FACS Calibur/ Cytek, N/S E3591). A analise foi
feita utilizando software FlowJo CE (Cytek).

5.7 — PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO

Os parasitos obtidos conforme o item 3.2 foram tratados com anticorpos na
concentracdo de 5 ug/mL e os respectivos controles e foram incubados por 30
minutos na geladeira. Apos a incubacao foram lavados com DMEM contendo SFB e
utilizados para infectar macréfagos. Apos 2 horas de infeccdo os macréfagos foram
lavados com PBS e ativados com 100 ng/mL de IFN-y e 1 pg/mL de LPS. O
sobrenadante da cultura foi colhido em 8h, 24h e 48h apds a infeccao.

A quantidade NO liberado pela célula, foi mensurada indiretamente pela
reacao de Griess (Sigma) e analisado por espectrofotometria (EspectraMax 190) no
comprimento de onda de 540nm.

5.8 — PREPARACAO DE ANTIGENO

Promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio Schneider,
suplementado com glutamina, antibiéticos e SFB. O repique (renovacao de meio) era
realizada a cada 3 dias. O antigeno de Leishmania (SLA) foi preparado a partir de

culturas de promastigotas em fase estacionaria de crescimento. As promastigotas
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foram lavados trés vezes em 5 mL de PBS estéril e submetidas a cinco ciclos de
congelamento (-18°) e descongelamento (t.a), a suspensao foi centrifugada a 8.000
x g por 20 min a 4° C e o sobrenadante contendo SLA foi coletado e armazenado.

As concentragfes de proteina foram estimadas pelo método de Bradford.

5.9 - ATIVACAO DAS CELULAS DERIVADAS DOS LINFONODOS CERVICAIS

Linfonodos cervicais dos camundongos infectados foram obtidos apos
eutanasia dos animais. Foi obtida uma suspenséao celular a partir da maceracéo dos
linfonodos em um filtro. As células foram quantificadas em uma camara de Neubauer
e separadas em dois grupos: ativadas com LSA e ndo ativadas. 2x10° de células
foram colocadas em placas de cultura de 96 po¢os com fundo U com meio DMEM,
nas células ativadas foram adicionados 50 pg de SLA em cada pog¢o. Apos cinco
dias de incubacédo os sobrenadantes foram retirados e armazenado para analise das

citocinas.

5.10 - DETECCAO DE CITOCINAS

Os sobrenadantes das culturas das células ndo ativadas foram agrupados em
uma Unica amostra e os sobrenadantes das células re-estimuladas com LSA foram
agrupadas em duas amostras. As concentracbes das citocinas presentes nos
sobrenadantes das culturas foram determinadas pelo método Cytometric Bead Array
(CBA - BD), de acordo com as recomendacfes do fabricante. Foram analisadas as
citocinas IL-12p70, TNF-a, MCP-1, IL-6, IL-10 e IFN-y.

5.11 - ANALISE DA CARGA PARASITARIA IN VITRO

Macrofagos infectados em cultura foram fixados em metanol, corados com
Giemsa e a infeccdo foi avaliada através de microscopia 6tica. A infeccao foi
expressa através do indice de infectividade. Foram contados 300 macrofagos totais
e analisados o produto da porcentagem de macrofagos infectados pela proporcao de
amastigotas por macrofago infectado. (indice de infectividade= [macréfagos

totais/macrofagos infectados] *[amastigotas/macréfagos infectados]).
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5.12 - HISTOPATOLOGIA

As orelhas infectadas foram coletadas e fixadas em paraformoldeido 4% em
tampéo fosfato 0,1 M t, a fim de serem encaminhadas para o Laboratério de
Morfologia e Patologia Animal da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF). Em sequéncia, foi selecionado a regido exata onde se localizava a
lesdo causada pela infeccdo. Estes fragmentos de tecido foram desidratados em
solucdes seriadas de alcool etilico nas concentracdes de 70%, 80%, 90% e 100%,
clarificada em xilol, embebidas e incluidas em parafina. Logo apoés, foram
seccionadas em micrétomo, obtendo cortes histolégicos de 5 pm. Estes cortes foram
fixados em laminas de microscopia, corados com hematoxilina (Wcor) e eosina

(Wcor) e analisadas por microscopia optica (Olympus BX41).

5.13 — ANALISE DO TAMANHO DOS VACUOLOS PARASITOFOROS.

Os tamanhos vacuolos parasitoforos de lesdes de camundongos tratados com
anticorpo anti-PS, isotipo ou PBS foram observados no microscopio Axioplan (Zeiss)
e as imagens foram capturadas com camera digital MRC5 AxioCam e processadas
com o software ImageJ versao 1.47t (Wayne Rasband - NIH). Foram contados 200

VPs e os valores sdo referentes a area em pm>.

5.14 - ANALISE MORFOLOGICAS DAS CELULAS DO LINFONODOS CERVICAIS

Linfonodos cervicais dos camundongos infectados foram obtidos apos
eutanasia dos animais. Foi obtida uma suspenséao celular a partir da maceracdo dos
linfonodos em um filtro. As células foram quantificadas em uma camara de Neubauer
e avaliadas por citometria de fluxo (FACS Calibur/ Cytek, N/S E3591). A analise foi
feita utilizando software FlowJo CE (Cytek), utilizando apenas os parametros nao-

fluorescentes FSC (forward scatter) e SSC (side scatter).

5.15 - ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados obtidos foram realizadas no programa
GraphPad Prism 6.01. Mdultiplas comparacdes com distribuicdo normal foram
analisadas pelo teste de ANOVA. Diferencas de p<0,05 foram consideradas

significantes.
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6 - RESULTADOS

6.1- EXPOSICAO DE FOSFATIDILSERINA EM AMASTIGOTAS EXTRAIDAS DE
LESOES DE CAMUNDONGOS BALB/C

Formas amastigotas de L. amazonensis expdem fosfatidilserina em sua
superficie, como jA demonstrado anteriormente (DE FREITAS BALANCO et al.,
2001; WANDERLEY, 2006). Para confirmar esta exposi¢cdo, amastigotas que
utilizamos neste trabalho foram obtidas de lesdes de camundongo BALB/c com
infeccOes de oito semanas. A exposicdo de PS por marcacdo com ANX e iodeto de
propideo (PI) foi realizada por citometria de fluxo. Os parametros FSC e SSC foram
avaliados para selecdo da populacdo que apresentou as caracteristicas de
amastigotas viaveis (figura 10A). Os eventos fora da area de selecdo (gate) foram
referentes a outros componentes da lesdo como hemacias, células mortas e debris
celulares. No gate de amastigotas foram avaliados os parametros de FL1 e FL2.
Média de 80% das células ANX positivas (pos) e IP negativa (neg) foram obtidas,
confirmando que as formas amastigotas majoritariamente expdem PS em sua
superficie (figura 10B).
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Figura 10 - Exposicdo de PS em amastigotas extraidas de lesdes de
camundongos BALB/c. Amastigotas foram extraidas de lesées de camundongos BALB/c
infectados, purificadas e analisadas por citometria de fluxo. (A) andlise de FSC e SSC das
células extraidas e gate na populacdo com parémetros caracteristicos de amastigotas
viaveis. (B) Marcacdo com ANX conjugada com Alexa Fluor 488 e iodeto de propideo da
populacédo do gate selecionado (amostra representativa). FSC - (Forward Scatter) tamanho.
SSC - (Side Scatter) granulosidade FL1 — canal de fluorescéncia 1. FL2 — canal de
fluorescéncia 2.
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6.2 - INIBICAO DE INFECGCAO IN VITRO POR AMASTIGOTAS COM USO DE
ANTICORPOS ANTI-PS

A importancia de PS para a infeccdo de amastigotas em macrofagos foi
descrita por De Freitas Balanco et al. em 2001. Neste trabalho, foi feito o bloqueio de
PS com ANX, que € uma proteina que se liga em fosfolipidios aniénicos em geral.
Devido a isso avaliamos a capacidade de anticorpos monoclonais (11:31) ou apenas
a porcao Fab (11:31 Fab) dos anticorpos anti-PS de inibir o indice de infeccdo em
macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 apos interacédo
com amastigotas de L. amazonensis.

Os macroéfagos foram infectados com amastigotas tratadas previamente com
11:31 ou 11:31 Fab e analisado o indice de infec¢do. Apos 2 horas de infeccdo o
tratamento com o anticorpo ou a por¢éo Fab tende a bloquear a infeccdo de maneira
dose-dependente, ja que amastigotas tratadas com 5 ug/mL de anticorpos
apresentaram maior reducdo do indice de infectividade (figura 11) quando
comparado com PBS ou os anticorpos na concentragdo de 1,25 uyg/mL. Nao foi
possivel identificar diferencas significativas entre os anticorpos 11:31 e 11:31 Fab. O
uso de 5 ug/mL de anticorpo ou seu Fab foi capaz de inibir a infeccdo de maneira
semelhante a inibicdo com uso de ANX (figura 11). Nas infeccdes de 48 horas, 0s
anticorpos foram capazes de reduzir significativamente o indice de infectividade
guando comparados com o tratamento controle com PBS. Porém, o indice de
infectividade é maior quando comparado com a infeccdo com amastigotas tratadas
com ANX (figura 11).

Ao contrario do que foi encontrado em infeccbes de 2 horas, o efeito dos
anticorpos apo6s 48 horas de infeccdo ndo foi semelhante quando comparado o
anticorpo 11.31 e sua por¢cao Fab purificada. O anticorpo 11:31 inibiu de maneira
dose dependente, e na maior concentracdo observou-se reducdo da infeccado de
maneira significativa quando comparado ao PBS. Esse efeito foi semelhante ao
observado com ANX. Ao contrario, os anticorpos 11:31 Fab ndo apresentaram efeito
nas concentragfes utilizadas e néo apresentaram diferencas estaticas quando

comparados com o PBS (figura 11).
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Figura 11- indice de infectividade de macrofagos apos o tratamento com
0s anticorpos anti-PS. Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/c foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou apenas a porgdo Fab (11:31 Fab), nas
concentracbes de 5 e 1,25 ug/mL. O indice de infectividade foi observado em
culturas com 2 e 48 horas apés a infec¢do. Foram utilizados como controle negativo
PBS e como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina anexina V (ANX). * p=
0,05: comparacdo com o indice de infectividade de macréfagos infectados com
amastigotas tratadas com PBS em culturas de 48h apéds a infec¢ao.

O indice de infectividade € o produto entre a porcentagem de macréfagos
infectados e a média do nimero de amastigotas por macrofago. Dessa forma, os
dois fatores podem contribuir para alteracbes na avaliacdo da infec¢do. Portanto,
avaliamos a porcentagem de macréfagos infectados (figura 12) e o nimero médio de
amastigotas por macrofagos infectados (figura 13), separadamente.

O uso dos anticorpos anti-PS alterou a porcentagem de macrofagos
infectados (figura 12). Observamos tendéncia de redugcdo na porcentagem de
macrofagos infectados, de forma dose dependente, apds tratamento de amastigotas
com os anticorpos anti-PS 11:31 e 11:31 Fab. Nao observamos diferencas entre os
anticorpos utilizados e nos dois intervalos de tempos observado, 2 e 48 horas, perfil
semelhante de indice de infectividade foram encontrados. Em 48 horas os anticorpos
reduziram a porcentagem de macrofagos infectados quando comparados com 0s
infectados com amastigota sem tratamento, porém apresentaram porcentagem

maior do que os infectados com amastigotas tratadas com ANX (figura 12).
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Figura 12 - Porcentagem de macrofagos infectados com amastigotas de
L. amazonensis. Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou a porgédo Fab purificada (11:31 Fab),
nas concentragdes de 5 e 1,25 pg/mL. A porcentagem de macrofagos infectados foi
determinada em culturas de 2 e 48 horas ap0s a infeccdo. Foram contados 300
macrofagos para ser determinada a porcentagem. Foram utilizados como controle
negativo PBS e como controle positivo do bloqueio de fosfatidilserina, anexina V
(ANX).

O numero médio de amastigotas por macrofagos apés 2 horas de infeccao
nao foi significativamente diferente entre os tratamentos. Porém, percebemos que o0s
macrofagos infectados com amastigotas tratadas com a concentragao de 5 uyg/mL de
11:31 Fab, continham menos amastigotas que 0s outros tratamentos, traco nao
encontrado em nenhuma outra situagéo experimental (figura 13).

Em infeccbes de 48 horas néo foi observado um padréo claro na média do
numero de amastigotas por macrofago infectado (figura 13). Macréfagos infectados
com amastigotas tratadas com PBS ou ANX apresentaram numero de amastigotas
semelhantes. Macréfagos infectados com amastigotas tratadas com o anticorpo
11:31 apresentaram tendéncia de menor niumero medio de amastigotas quando
comparado ao tratamento dos parasitos com PBS ou ANX. Macréfagos infectados
com amastigotas tratadas com anticorpo 11:31 Fab apresentaram namero menor de
amastigotas quando comparado ao tratamento com PBS na concentragéo de 1,25

Mg/mL do anticorpo. No entanto, numero semelhante de amastigotas por macréfago
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foram observados quando comparado o tratamento com PBS ou ANX e o tratamento

com 5 pg/mL do anticorpo.
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Figura 13 — Numero médio de amastigotas por macrofagos infectados
com L. amazonensis. Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas
com anticorpo anti-fosfatidilserina (11:31) ou a porcao Fab purificada (11:31 Fab),
nas concentragdes de 5 e 1,25 pg/mL. A propor¢cdo de amastigotas por macréfago
infectado foi determinada em culturas de 2 e 48 horas ap0s a infeccdo. Foram
contados 300 macrofagos totais para ser determinada a propor¢éao. Foram utilizados
como controle negativo PBS e como controle positivo do blogueio de fosfatidilserina,
anexina V (ANX).

6.3 - PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM INFECCOES COM AMASTIGOTAS

TRATADAS COM ANTICORPOS ANTI-PS

A producdo de Oxido nitrico € o principal mecanismo leishmanicida dos
macrofagos (MAUEL, 1996). Em nossos experimentos podemos identificar que
macrofagos infectados com amastigotas de L. amazonensis produzem NO apo6s 8
horas de infec¢do, sendo encontrados nitrito apenas em culturas com 24 e 48 horas
apos a infeccdo. Aléem disso foi identificado que os anticorpos anti-PS nédo foram
capazes de acentuar a producdo de NO apos o bloqueio com PS, pois o0s
macrofagos infectados com amastigotas previamente tratadas com os anticorpos

apresentaram producao de NO similar aos das amastigotas néo tratadas (figura 14).
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Figura 14 - Producao de NO por macrofagos infectados com amastigotas
de L. amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 foram infectados com amastigotas de L. amazonensis previamente tratadas
com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), por¢cdo Fab purificada (11:31
Fab) e o anticorpo isotipo (C44). Foram utilizados como controle negativo do
bloqueio de fosfatidilserina a incubacdo com PBS e como controle positivo a anexina
V (ANX). Apds duas horas de infeccdo os macréfagos foram ativados com LPS e
IFN-Y, exceto o macréfago controle. Os sobrenadantes foram colhidos em 8, 24 e 48
horas apds o inicio da infeccdo, para a mensuracdo da producédo de NO< (nitrito).
Para determinacdo de NO= produzido foi utilizado o reagente de Griess. Atv -
ativado

6.4 - ALTERACOES NAS LESOES DE CAMUNDONGOS C57BL/6 E TRATADOS

COM ANTICORPOS ANTI-PS

Para avaliar as caracteristicas histolégicas e imunolégicas da leséo,
camundongos C57BL/6 foram infectados na orelha com formas promastigotas de L.
amazonensis e tratados de forma sistémica (i.p.) durante 7 semanas, com anticorpo
11:31, 11:31 Fab e o isotipo (C44). Lesbes nos pavilhdes auriculares de
camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis apresentaram padrdes
morfolégicos distintos ap6s o tratamento com os anticorpos anti-PS (figura 15).
Camundongos tratados com PBS e C44 apresentaram lesdes com perfis
semelhantes, nas quais apés 7 semanas as lesdes eram pequenas, nao
apresentaram vestigios de ulceragdo e nem rubor local (figura 15 A — B). Ao

contrario, camundongos tratados com o0s anticorpos 11:31 e 11:31 Fab
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apresentaram lesdo desenvolvida, targida, com rubor local e em alguns

camundongos foi encontrado sinais de ulceracao na leséo (figura 15 C- D).

Figura 15 - LesOes de camundongos C57BL/6 infectados com L.
amazonensis. Camundongos foram infectados com 1x10°® promastigotas no
pavilhdo auricular e tratados de forma sistémica (i.p) durante 7 semanas com PBS
(A); C44 (B); 11:31 (C), 11:31 Fab (D).

6.4.1 - Alterac@es histopatologicas

Os tratamentos com o0s anticorpos anti-PS foram capazes de causar
alteragbes histopatoldgicas nas lesbes de L. amazonensis em camundongos
C57BL/6 (figura 16 - 19). Nossos resultados demonstraram que as duas versdes do
anticorpo anti-PS 11.31 foram capazes de induzir o aumento do infiltrado inflamatoério
granulomatoso, hiperplasias, necrose tecidual e a redugdo nos tamanhos dos
vacuolos parasitoforos,

Orelhas de camundongos tratados com PBS (figura 16) e C44 (figura 17)
apresentaram perfis histopatoldgicos classicos da infec¢ao por L. amazonensis, com

grande quantidade de infiltrado inflamatério granulomatoso, sendo formado
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principalmente por células mononucleares, principalmente macréfagos. Os
macrofagos apresentavam citoplasma vesiculado, devido a formac&o dos vacuolos
parasitéforos espacosos e com presenca de varias amastigotas em um uUnico
vacuolo (figura 16 e 17).

Orelhas de camundongos infectados com L. amazonensis e tratados com
anticorpos anti-PS 11:31 (figura 18) e 11:31 Fab (figura 19) apresentaram alteracfes
histopatoldgicas quando comparados com as orelhas dos camundongos controles
(PBS e C44). As alteracBes encontradas foram o aumento do infiltrado inflamatorio
granulomatoso, hiperplasia, aumento de células necroéticas e reducdo no tamanho

dos vacuolos parasitéforos (figura 20).
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Figura 16 - Cortes histolégicos das orelhas de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados com PBS. A — Camundongos
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhdo auricular e tratados de
formas sistémica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado inflamatério
mononuclear e com presenca de grandes vacuolos parasitoforos. B- Detalhe. # -
infiltrado inflamatério mononuclear. * — vacuolo prasitéforo. Setas — parasito.
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Figura 17 - Cortes histolégicos das orelhas de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados com isotipo C44. A -
Camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhdo auricular e
tratados de formas sistémica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado
inflamatério mononuclear e com presenca de grandes vacuolos parasitéforos. B-

Detalhe. # - infiltrado inflamatério mononuclear. *— vactolo prasitoforo. Setas —
parasito.
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Figura 18 - Cortes histolégicos das orelhas de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados com 11:31. A — Camundongos
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhdo auricular e tratados de
formas sistémica (i.p.) durante 7 semanas, apresentam infiltrado inflamatério
mononuclear, com reducdo no tamanho dos vacuolos parasitéforos, aumento de
necrose e hiperemia. B- Detalhe. # - infiltrado inflamatério mononuclear. * —

vacuolo prasitéforo. Setas — parasito. Cabeca de seta — vasos sanguineos.
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Figura 19 - Cortes histolégicos das orelhas de camundongos
infectados com L. amazonensis e tratados com 11:31 Fab. A — Camundongos
C57BL/6 infectados com L. amazonensis no pavilhdo auricular e tratados de
formas sistémica (i.p.) durante 7 semanas. Apresentam infiltrado inflamatdrio
mononuclear, com redugdo no tamanho dos vacuolos parasitéforos, aumento de
necrose, hiperemia e matriz extracelular. B- Detalhe. # — infiltrado inflamatério

mononuclear. Cabeca de seta — vasos sanguineos. * — vacuolo prasitoforo. Setas
— parasito.
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Embora a diferenca no tamanho dos vacuolos parasitoforos seja percebida
nas analises morfologicas, a area dos vacuolos parasitoforos foi morfométricamente
determinada através do programa ImageJ, com a medida de 200 vacuolos
parasitoforos contendo amastigotas. O uso do anticorpo 11:31 e 11:31 Fab resultou
na diminuicAo na éarea dos vacuolos parasitéforos nos macréfagos quando
comparados com o grupo que recebeu apenas PBS e o anticorpo isotipo, de maneira
significativa. Porém entre os tratamentos, o anticorpo 11:31 Fab reduziu o tamanho
dos vacuolos parasitéforos de maneira significativa até mesmo quando comparado

com o tratamento 11:31, se mostrando mais eficiente (figura 20).
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Figura 20 - Quantificacdo morfométrica da éarea dos vacuolos

parasitéforos em lesdes de camundongos. Tamanho de vacuolos parasitoforos
das lesb6es de camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis tratados com
PBS, anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), por¢cdo Fab purificada (11:31
Fab) e o anticorpo isotipo (C44). **** p <0,0001 comparado ao PBS; # p <0,05
comparado ao 11:31.
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6.5 - ALTERACOES NA RESPOSTA IMUNE IN VIVO NO TRATAMENTO COM

ANTICORPOS ANTI-PS

Com o intuito de avaliar alteracdes provocadas pelos anticorpos anti-PS na
resposta imune dos camundongos C57BL/6 contra infeccdo de L. amazonensis,
avaliamos as populagbes das células nos linfonodos cervicais (LFC) e o
direcionamento da resposta imune, através da identificacdo do padrdo de citocinas
produzidas pelas células de linfonodos, ativadas com LSA e mantidas em culturas.

6.5.1 - Analise das populacdes celulares dos linfonodos cervicais

A celularidade nos linfonodos drenantes de um sitio lesionado € um indicativo
da ativacdo da resposta imune tecidual. Dessa forma, realizamos a analise
morfoldégica das células dos LFCs através de citometria de fluxo, onde foram
discriminadas as diferentes populacdes celulares através do perfil observado pelos
parametros FSC e SSC. As populacbes foram diferenciadas em células

polimorfonucleares (PMN), monaociticas e linfociticas (figura 21).

1K

PN

800

600

SSC

400

200 - / 'M‘onécitos
L0
“Linfocitos

B EEEN NEAER REEA DA ED
200 400 600 800 1K

FSC
Figura 21 - Estratégia de gate para distinguir entre populacdes de
células dos linfonodos cervicais. Analise da populacédo de células dos linfonodos
de camundongos infectados com L. amazonensis, por citometria de fluxo e o perfil
FSC e SSC utilizado para distinguir células monociticas, linfociticas e granulociticas
(PMN). FSC - (Forward Scatter) tamanho. SSC - (Side Scatter) granulosidade

As andlises das populacdes celulares apresentaram alteracdes nas

proporcdes das células dos LFC apds os tratamentos com 0s anticorpos anti-PS. As
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populacdes de linfécitos foram reduzidas nos LFCs de camundongos tratados com
0s anticorpos anti-PS, em relacdo aos camundongos tratados com PBS. Porém
apenas nos camundongos tratados com o anticorpo 11:31 foi notada diferencas
estatisticas (figura 22 A). Os tratamentos com 0s anticorpos anti-PS foram capazes
de estimular o aumento da populagéo granulocitica, quando comparado aos tratados
com PBS, sendo identificado apenas nos camundongos tratados com 11:31 a
diferenca estatistica (figura 22 B). As populacdes de macréfagos nao apresentaram
alteracdes nos camundongos tratados com o anticorpo em relagdo aos tratados com
PBS (figura 22 C).
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Figura 22 - Analise morfol6gica das células de linfonodos cervicais de
camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS. Porcentagem de
células derivadas de linfonodos cervicais de camundongos C57BL/6 infectados na
orelha com L. amazonensis e tratados i.p. durante 7 semanas com 100 ug de
anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), por¢cado Fab purificada (11:31 Fab) e
o0 anticorpo isotipo (C44), 2 vezes na semana. (A)% de linfocitos. (B)% de
granulociticas (PMN). (C)% de monacitos. * P <0,05.

Determinados a quantidade de células absolutas nos LFCs dos camundongos
apos os tratamentos com o anticorpo anti-PS, foi identificado que os tratamentos os
camundongos aumentaram as populacdes celulares de linfocitos, mondcitos e PMN

de maneira similar com o uso dos dois anticorpos anti-PS (figura 23).
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Figura 23 - Quantidades absolutas de células derivadas de linfonodos
cervicais de camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS.
Quantidade absolutas de células derivadas de linfonodos cervicais de camundongos
C57BL/6 infectados na orelha com L. amazonensis e tratados i.p. durante 7 semanas
com 200 pg/mL de anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), porcdo Fab
purificada (11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44), 2 vezes na semana. (A) células
linfociticas, (B) células granulociticas (PMN), (C) células monociticas.

6.5.2 - Analise do perfil imunolégico das células derivadas dos

linfonodos cervicais

Para analisar se anticorpos anti-PS sdo capazes de modular a resposta
inflamatéria na infeccdo por L. amazonensis em camundongos C57BL/6, foram
analisadas citocinas produzidas pelas células derivadas dos LFCs.

As células foram extraidas dos LFCs e mantidas em DMEM com presenca ou
nao de antigenos de leishmania (LSA) por 5 dias, em triplicatas, os sobrenadantes
foram coletados e utilizados para a dosagem da quimiocina MCP-1 e as citocinas
IL12p-70, TNFa, TGFB MCP-1, IFNy, IL-10 e IL-6 pelo kit CBA-BD (cytokine bead
array). Para a dosagem dos mediadores imunologicos as amostras foram agrupadas

para as analises. Os sobrenadantes das células ndo ativadas de cada grupo de
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tratamento foram agrupados em uma amostra e o0s sobrenadantes das células
ativadas foram agrupadas em duas amostras respectivo ao grupo do tratamento.

Foram observadas pequenas alteracbes na producdo de mediadores
imunolégicos entre 0s grupos que receberam os tratamentos com anticorpos anti-
PS, em comparacdo com o grupo que recebeu PBS. A produgcdo da quimiocina
MCP-1 e citocinas TNFa, IFNy, IL12p-70, IL-10 e IL-6 por células ndo ativadas,
apresentaram uma pequena reducdo na producdo, em ceélulas derivadas de
camundongos que receberam os tratamentos dos anticorpos anti-PS, quando
comparados com os tratados com PBS, porém sem diferencas estatisticas.

Nas células mantidas em meio com LSA, apenas as células derivadas dos
camundongos tratados com o anticorpo 11:31 Fab apresentaram alteracfes quando
comparadas com as células derivadas dos camundongos controle (PBS). Nota-se o
aumento de TNFa, IFNy, IL-10 e IL-6 e diminuigdo na producéo de IL-12. Mesmo
nao apresentando diferencas estatisticas entre os grupos, quando avaliamos
separadamente as amostras, uma amostra do grupo 11:31 Fab destaca se com
alteracOes relativas as outras amostras na producado de TNFa, IFNy, IL-10 e IL-6 e
com alteragdes significas na produgéo de IFNy, com p<0,001 e na producgéao de IL-1,
com p<0,001 (tabela 4).

Ndo foram encontradas diferencas estatisticas nas producbes dos
mediadores imunoldgicos, quando comparamos células ndo ativadas com as

ativadas com LSA (figura 24).

Figura 24 - Producdo ex vivo de mediadores imunolégicos. Células
derivadas de linfonodos cervicais de camundongos C57BL/6 infectados com L.
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amazonensis e tratados i.p. com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31),
porcdo Fab purificada (11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44), foram mantidas em
culturas com meio + LSA (ativado) ou apenas meio (ndo ativado). Os sobrenadantes
das culturas foram retirados apos 5 dias e utilizados para determinacdo de MCP-1,

IL-12p70, TNFa, IFNy, IL-10 e IL-6, através de citometria de fluxo com o kit CBA-BD.
LSA - antigeno de leishmania.
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Tabela 4 - Concentracdo dos mediadores imunolégicos das células

ativadas (pg/mL)
11-12p70 TNF IFN-X MCP-1 IL-10 IL-6

Controle 353,06 41519 652,02 214,64 210,56 430,38

Controle 34215 425,56 654,05 222,95 2191 43538

C44 344 58 421,11 652,83 217,53 213,47 431,73

Cé44 346,39 419,63 653,47 219,39 213,65 433,56

11:31 Fab 335,79 412,22 652,02 217,36 213,11 430,00

: 11:31Fab 336,70 44019 695,72 ** 219,39 268,93 *** 45788

11:31 343,36 416,85 654,05 217,86 214,38 433,85

11:31 335,79 414,07 651,27 213,80 211,29 428,94

Amostras individuais das producbes de mediadores imunolégicos pelas
células dos linfonodos cervicais de camundongos infectados com L. amazonensis e
tratados com anticorpo completo anti-fosfatidilserina (11:31), por¢cdo Fab purificada
(11:31 Fab) e o anticorpo isotipo (C44). Destaque na amostra de 11:31 Fab que
apresentou alteracfes significativas comparadas as outras amostras. **p<0,001; ***

p< 0,0001
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7 - DISCUSSAO

Diversos parasitos intracelulares como Toxoplasma gondii e Leishmania spp.
e algumas células tumorais expdem PS na superficie da membrana plasmatica. Este
fosfolipidio funciona como fator de patogenicidade participando do processo de
estabelecimento da infeccdo no organismo. Coletivamente, o mecanismo no qual PS
participa no estabelecimento da infeccdo é chamado de mimetismo apoptotico, pois
€ similar ao processo de reconhecimento e endocitose de células apoptoticas e seus
corpos apoptoticos por células eucaridticas. No inicio do processo de morte
programada por apoptose, as células expdem PS na sua membrana externa como
um dos sinais de “eat-me”. Estes sinais sdo essenciais para que células fagociticas
reconhecam e eliminem células apoptoticas sem ocasionar inflamacdo e dano as
células viaveis proximas (BIRGE et al., 2016). Visto que PS é uma importante
molécula para o estabelecimento de diversos tipos de tumores, infec¢des virais,
bacterianas e parasitarias, € importante determinar a influéncia do blogueio de PS no
desenvolvimento de doenca e de possiveis novas estratégias terapéuticas.

Os primeiros trabalhos que avaliaram o bloqueio de PS em modelos de
infeccdo utilizaram a ANX e o blogueio foi capaz reprogramar a resposta
imunoldgica, ativando-a e tornando-a capaz de inibir o crescimento tumoral
(HUANG; BENNETT; THORPE, 2005), extinguir infeccdes virais (SOARES; KING;
THORPE, 2008) e diminuir a taxa de infeccdo por Leishmania (DE FREITAS
BALANCO, 2001; WANDERLEY et al., 2006; WANDERLEY; BARCINSKI, 2010).
Atualmente sdo produzidos anticorpos monoclonais anti-PS para realizar o bloqueio
de PS nas células tumorais (HUANG; BENNETT; THORPE, 2005). O primeiro
anticorpo produzido foi o 3G4. O Bavituximab é a versdo quimérica de 3G4 e
demonstrou ser capaz de reativar a resposta imunologica contra tumores (YIN et al.,
2013) e virus (SOARES; KING; THORPE, 2008), controlando o crescimento tumoral
e desenvolvendo uma resposta imunologica eficiente contra os virus. Tem sido
usado como monoterapia ou em terapias combinadas com outros agentes
guimioterapéuticos para o tratamento de tumores no pulmado, mama e outros.

O uso de anticorpos na infeccdo por Leishmania amazonensis foi avaliado
através do anticorpo mch1N11 por Wanderley et al. (2013). Foi possivel perceber
uma reducdo da quantidade de parasitos na leséo, porém de forma heterogénea e

insuficiente para impedir a progressdo da infeccdo (WANDERLEY et al., 2013).
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Dessa forma, utilizamos uma nova geragdo de anticorpos anti-PS, derivados do
clone 11:31 e denominados PGN632, tanto na forma completa quanto a por¢céao Fab
purificada, que realiza interacdo especifica com PS, independente de B2-GPI
(MOODY et al., 2010).

No presente trabalho, foi demonstrado que o uso do anticorpo completo
(11:31) e porcdo Fab purificada (Fab) foi capaz de induzir uma reducdo na carga
parasitaria de maneira similar e dose dependente, em infeccdes in vitro de 2 horas
(figura 9). A reducdo da carga parasitaria em duas horas esta relacionada com a
capacidade do anticorpo em se ligar a PS e inibir a internalizagdo do parasito.
Devido a relacdo dose dependente ndo ter atingido o platd, outras concentracfes
devem ser testadas para conseguir identificar o ICso do anticorpo. Porém a
concentragdo maxima utilizada nos experimentos de 5 pg/mL bloquearam a
internalizacdo do parasito de maneira bastante similar a ANX. A inibigdo observada
estd de acordo com o modelo descrito para a infeccdo de macrofagos por
amastigotas de L. amazonensis de modo dependente de PS. Este modelo foi
denominado, em células apoptéticas de eferocitose (KUMAR; CALIANESE; BIRGE,
2017) e depende de um ligante que promova adesdo entre a célula fagocitica e a
célula alvo, que no caso de amastigotas normalmente sao anticorpos anti-
amastigotas (WANDERLEY et al., 2006); e de um ligante que promova ativacao do
citoesqueleto e macropinocitose, normalmente PS (HOFFMANN et al., 2001;
WANDERLEY et al., 2006).

No entanto, por ndo termos observado diferencas entre o tratamento com o
anticorpo completo e a por¢cao Fab purificada, podemos deduzir que a por¢cédo Fc do
anticorpo 11:31 ndo € capaz de induzir a opsonizacao e internalizacdo do parasito
via FcyRs (Fc gamma receptors). Os receptores FcyR sdo importantes mediadores
da resposta imune celular e humoral e sdo capazes de reconhecer a porcao Fc dos
anticorpos 1gG. S&o responsaveis por diversos mecanismos imunes para a
eliminagdo de antigenos como a fagocitose, citotoxicidade celular dependente de
anticorpo (ADCC: antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity), geracdo de
espécies reativas de oxigénio, liberacdo de enzimas lisossomais, eliminacdo de
imunocomplexos e regulacdo da producdo de anticorpos. Sua atividade funcional é
determinada pelo tipo celular, tipo do FcyR e a classe da IgG. Considerando que o

anticorpo utilizado foi uma 1gG2 e as células utilizadas no experimentos eram
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macréfagos, o0s principais FcyRs relacionados com a participacdo do
reconhecimento do anticorpo sdo os FcyRlla- R131 e FcyRlla- H131, ambos
induzem a fagocitose, ADCC, endocitose, internalizacéo, producédo de ROS e TNF-a
e inibem a producdo IL-4. No entanto, consultando trabalhos anteriores que
relataram a importancia da interacdo de anticorpos para opsoniza¢ao do parasito e
fagocitose via FcyRs em macrofagos (PETERS et al., 1995; GUY; REBECCA;
BELOSEVIC, 1993), observamos que é relatado que a 1gG2 reconhecida por FcyRI
ndo é utilizada para a entrada de amastigotas (GUY; REBECCA; BELOSEVIC,
1993), podendo esse ser um dos motivos do anticorpo 11:31 né&o ter induzido maior
fagocitose da amastigota, em comparacao com a por¢ao Fab.

Em infeccBes de macréfagos por 48 horas encontramos diferencas na carga
parasitaria nos distintos tipos de tratamento. O 11:31, inibiu a infeccdo de forma
dose dependente, padrédo ndo encontrado nas infec¢des bloqueadas com 11:31 Fab.
O controle da carga parasitaria observada no tratamento com o 11:31 apos 48 horas
de infeccdo, pode ser devido ao reconhecimento da por¢do Fc do anticorpo pelos
receptores FCRys e a estimulagédo da producédo de TNF-a, que € uma molécula que
ativa o macrofago para a eliminacdo do parasito (LIEW et al.,, 1990), mesmo n&o
ocorrendo intensificacdo na producdo de NO (figura 14) a maior concentracdo do
anticorpo 11:31 foi capaz de reduzir a carga parasitaria de maneira significativa
guando comparado com as infec¢bes sem tratamento.

Nas infecg¢des in vitro, tratadas com o anticorpo 11:31 Fab n&o observamos
reducdo significativa na carga parasitaria apés 48 horas de infeccao (figura 11),
porém a porcentagem de macrofagos infectados teve a tendéncia de reduzir de
maneira dose dependente (figura 12). Estes resultados podem estar relacionados
com o restabelecimento da atividade microbicida do macréfago. Sabe-se que um dos
papéis fundamentais da exposicao de PS na infeccdo de Leishmania é supressao da
resposta imune, com a produgdo de citocinas anti-inflamatorias IL-10, TGF-B e
PGE2, ativagdo da arginase-1 e inibicdo da iNOS, o que possibilita a sobrevivéncia e
disseminacao do parasito dentro dos macréfagos.

O bloqueio de PS nas amastigotas em infeccbes de macrofagos de
camundongos BALB/c restaura a atividade microbicida do macrofago e reduz a
carga parasitaria (WANDERLEY et al, 2006; WANDERLEY et al., 2019, [submetido,

anexo 1]). Porém, ndo encontramos esse padrao em infecgcbes de macrofagos de
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camundongos C57BL/6, ja que o bloqueio de PS com os anticorpos néo intensificou
a producao de NO (figura 14), indicando que o anticorpo nédo € capaz de estimular a
producdo de NO do macrofago através do bloqueio de PS. Devido a por¢do Fab ndo
induzir fagocitose pelo receptor de FcyR nem a produgdo de mediadores
inflamatérios como TNF-q, os parasitos que conseguiram entrar por outras vias de
endocitose, como a opsonizacdo por anticorpos oriundos da lesdo ou via
complemento (GUY; BELOSEVIC, 1993) conseguem sobreviver e proliferar dentro
dos macroéfagos.

Interessantemente, macréfagos obtidos de camundongos C57BL/6 quando
ativados e infectados com L. amazonensis sao capazes de responder e controlar a
infeccdo, devido a producéo de citocinas inflamatorias como IL-13 e a consequente
estimulacdo de NO. A producdo de IL-1B nesse caso esta relacionada com a
ativagdo do inflamassoma associado a NIrp3, que é ativado pela infeccdo por L.
amazonensis (LIMA-JUNIOR et al., 2013). Considerando que as amastigotas de L.
amazonensis expdéem PS (figura 10) e os macréfagos obtidos de camundongos
C57BL/6 ainda assim produziram NO, mais estudos devem ser realizados para
determinar a relacdo de PS e as infeccdes de macrofagos desta linhagem,
principalmente no que diz respeito a relacdo entre a inibicho da via o
reconhecimento de PS e a ativacao da producéo de citocinas via inflamassomas.

Em nossos experimentos foram utilizados macréfagos derivados de medula
O0ssea de C57BL/6 e o uso dos anticorpo anti-PS nao foi capaz de aumentar a
producdo de NO (figura 14), porém como ndo estd claro como a PS exposta pela
amastigota participa na infeccdo dessa linhagem de macrofagos, ndo podemos
confirmar que os anticorpos falharam ao modular a resposta macrofagica. Mais
experimentos devem ser realizados para confirmar a importancia de PS na infeccao
desse modelo celular e a capacidade dos anticorpos em modular a resposta
macrofagica. Além disso, este foi o primeiro trabalho utilizando os anticorpos da
versdo PGN632 para observar o blogueio de PS na superficie de amastigotas de L.
amazonensis. Wanderley et al. (2013) utilizaram o anticorpo mch1N11, o qual tinha
estrutura diferente e dependéncia de B2-GPI para a ligagdo a PS. Dessa forma,
alguns parametros ainda precisam ser estabelecidos como a ligagdo do anticorpo

com PS na superficie de formas amastigotas, ensaios de competicdo com ANX e
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com mchlN11l e andlise da capacidade do anticorpo bloquear a sinalizagdo via
reconhecimento de PS.

Outra consideracédo a ser feita é sobre a eficiéncia da porcédo Fab no blogueio
do reconhecimento de PS. A porcao Fab dos anticorpos € formada pela cadeia leve
completa, ligada a porcdo variavel (Fv) e um fragmento constante (Fc) da cadeia
pesada (figura 25). Este fragmento tem vantagens do ponto de vista terapéutico
como maior penetrancia nos tecidos, maior facilidade de excrecdo e auséncia de
ativacdo de FcyR (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016). No entanto, este
fragmento pode apresentar especificidade e afinidade menor ou diferente do
anticorpo completo (CRIVIANU-GAITA; THOMPSON, 2016). Alternativas a isso
podem ser o fragmento Fab’, que consiste no fragmento Fab, mas com a ligacéo das
duas subunidades por uma ponte dissulfeto (figura 25). Além disso, é possivel obter
também o fragmento F(ab’)2. Este fragmento consiste em um anticorpo completo
sem as porc¢les constantes (Fc) da cadeia pesada (figura 25). Ou seja, nesse caso,
€ incomum a perda de especificidade e afinidade (CRIVIANU-GAITA, THOMPSON,
2016), j& que todas as porcbes do anticorpo original, envolvidas com o
reconhecimento do antigeno sdo mantidas. Todos estes fragmentos podem ser

obtidos através de clivagem enzimatica do anticorpo inteiro.

-

Fab
— Fab \
/
Fab'
— Fc . ',
F(ab’)2

Figura 25 - Fragmentos de anticorpos obtidos por clivagem enziméatica e
utilizados terapeuticamente. Anticorpos sao proteinas formadas por quatro cadeias
polipeptidicas: duas cadeias pesadas (heavy chain - H) e duas cadeias leves (light
chain - L). Cada uma dessas cadeias é formada por porcdes constantes (C) e
variaveis (V). O fragmento Fab é composto pela cadeia leve (VL+CL) e por duas
porcdes da cadeia pesada (VH e CH). O fragmento Fab' tem a mesma composicéo,
no entanto as duas subunidades sé&o conectadas por pontes dissulfeto. O fragmento
F(ab)2 é formado pelo anticorpo completo sem as duas por¢cdes constantes
terminais da cadeia pesada (CH2 e CH3).
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Camundongos infectados e tratados sistemicamente (i.p.) com 0s anticorpos
anti-PS apresentaram intensificacdo nos sinais inflamatorios quando comparados
aos controles como aumento da leséo, eritema e necrose (figura 15). Nas analises
histologicas foi possivel verificar o0 aumento do infiltrado inflamat6rio PMN, aumento
de células em necrose e aumento da quantidade de vasos sanguineos (figuras 16 a
19), corroborando os sinais morfologicos que os anticorpos intensificaram a resposta
inflamatoria no local na lesdo. Vale ressaltar que € necessario confirmacédo das
populacdes celulares quantificadas morfologicamente, tanto por imunohistoquimica
guanto por citometria de fluxo.

Ambos os tratamentos induziram aumento nos sinais inflamatérios, porém as
orelhas tratadas com o anticorpo anti-PS completo (figura 18) apresentaram infiltrado
inflamatério mais denso e maior quantidade de células em necrose do que as
orelhas dos camundongos tratados com a por¢cao Fab (figura 19). Estes resultados
corroboram o trabalho de De Freitas Balanco et al. (2001) sobre a importancia de PS
nao apenas na internalizacdo do parasito, mas também na inibicdo da atividade
inflamatéria de macréfagos. A resposta inflamatéria pode também ter sido
estimulada devido o anticorpo utilizado ser da classe IgG, pois estes sao capazes de
aumentar o infiltrado inflamatério de monécitos e macréfagos no local da lesdo
devido o reconhecimento da porcdo Fc do anticorpo pelos receptores Fcy (RAN et
al., 2005).

O anticorpo 11:31 Fab ndo é capaz de ativar mecanismos inflamatorios
induzidos por FcyRs e o complemento (KOCHI; JOHNSON; DALMASSO, 1993). No
entanto, em nossos resultados, foi observado o aumento do infiltrado inflamatorio
nas lesbes dos camundongos tratados com a por¢cdo Fab do anticorpo,
contradizendo alguns trabalhos anteriores que relatam que o uso da porcdo Fab de
anticorpo é capaz de inibir a resposta inflamatéria local (YOSHINO; MIZUTANI,
2016). Camundongos geneticamente modificados com auséncia da cadeia gama de
FcyRs, infectados com L. amazonensis apresentaram reducdo no tamanho da lesao
e na populacdo de macréfagos no local da infeccdo quando comparados aos
controles (KIMA et al., 2000). De forma semelhante, camundongos geneticamente
modificados com a auséncia de FcyRs e infectados com L. major apresentaram
tamanho de lesdo menor e a carga parasitaria menor do que o camundongo controle

(PADIGEL; FARRELL, 2005). Isso sugere que a inducdo de resposta inflamatoria
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observada in vivo pode estar diretamente relacionada ao bloqueio de PS e néo a
modulacdo da atividade de FcyRs. Estes resultados abrem novos questionamentos,
como se a porcdo Fab do anticorpo anti-PS fosse capaz de ativar a resposta
imunolégica no local da lesdo, através da ativacdo do macréfago por outras
moléculas expressas pelo parasito. Andlises no local da lesdo como dosagem da
expressdo de citocinas, imunofenotipagem e até mesmo a avaliacdo da carga
parasitaria devem ser realizadas para melhor esclarecermos o0s resultados
promissores encontrados.

Os VPs formados na infeccdo por L. amazonensis sdao amplos contendo,
muitas vezes, varios parasitos (figura 2). Porém seu tamanho é mantido mesmo
guando tem poucas amastigotas, e podem ser visualizados em macréfagos ja nas
horas iniciais pés-infeccdo. Sado semelhantes aos macropinossomas, que sao as
estruturas formadas ap0s a macropinocitose. Ramos (2014) demonstrou que a
internalizacdo da L. amazonensis ocorre através da fagocitose, no entanto pode
também acontecer através de receptores de macropinocitose, reforcando o trabalho
de Wanderley (2006) onde foi observado que o reconhecimento da PS das formas
amastigotas induz a internalizacdo através de processos macropinociticos (DE
CARVALHO; BARRIAS; DE SOUZA, 2015).

Em nosso trabalho, anticorpos anti-PS foram capazes de alterar o tamanho
dos VPs nas lesdes dos camundongos infectados com L. amazonensis (figura 20),
demonstrando que o blogueio de PS induz a internalizacdo do parasito por outra via
endocitica que ndo a macropinocitose. O tamanho aumentado do VP das
amastigotas da espécie L. amazonensis, assim como das outras espécies do
complexo mexicana é importante para a infeccdo. De acorda com Wilson et al.
(2008) essa caracteristica esta associada a nutricdo do parasito, ja que o aumento
do tamanho do VP ocorre através da fusao de vesiculas endociticas do macréfago,
levando a disponibilizagdo de nutrientes externos para o parasito. Além disso, o
tamanho aumentado do VP possibilita a diluicdo das substancias toxicas produzidas
pelo macréfago, como ROS e NO, possibilitando a sobrevivéncia das amastigotas
(SACKS; SHER, 2002). Dessa forma, nossos dados sugerem haver uma correlagéao
entre a modulacdo do tamanho do VP e as alteracdes inflamatérias observadas na
lesdo (WANDERLEY, 2019, [submetido, anexo 1])

78



A resisténcia e suscetibilidade a infeccdo por leishmania em camundongos
estdo relacionadas ao tipo de resposta inflamatéria desenvolvida no momento da
infeccdo e o direcionamento da resposta de linfocitos T. O IFN-y esta relacionada
com a resposta Thl e a resisténcia a infec¢do, enquanto que IL-4 e IL-10 estédo
relacionadas com a resposta Th2 e com a suscetibilidade a infec¢cdo. Camundongos
resistentes sdo caracterizados pela alta producéo de IFN-y e baixa quantidade de IL-
4, enquanto que camundongos suscetiveis se comportam de forma contraria. Em
modelos experimentais, este paradigma é particularmente correto na infeccéo por L.
major. Porém em modelos de infeccdo por L. amazonensis, os camundongos
desenvolvem uma resposta inflamatéria heterogénea e nao polarizada (AFONSO;
SCOTT, 1993; DE SOUZA et al, 2000; JI; SUN; SOONG, 2002).

As citocinas desempenham papéis determinantes no perfil de resisténcia ou
suscetibilidade a infec¢des, pois sdo responsaveis pela diferenciacdo e propagacao
das células do sistema imune contra o patdégeno. Dessa forma, obtivemos células de
linfonodos dos camundongos infectados e tratados com anticorpos anti-PS, re-
estimulamos as células in vitro e quantificamos algumas citocinas importantes para a
resposta inflamatéria e adaptativa. As células de linfonodo de camundongos tratados
com a por¢cao Fab do anticorpo apresentaram alteracfes na producdo de algumas
citocinas, como uma singela tendéncia no aumento na producdo de TNF, IFN-y, IL-
10 e IL-6 e uma pequena tendéncia reducao na producao de IL-12 (figura 24). Uma
amostra especifica deste grupo de animais apresentou diferencas significativas no
aumento da producao de IFN-y e IL-10 (tabela 4).

Em infec¢cdes com L. brasiliensis a intensificacdo da producdo de IFN-y e
TNF-a esta relacionada o aumento da leséo tecidual e o desenvolvimento de lesdes
progressivas, porém sua producdo é importante para o controle do parasito
(ANTONELLI et al, 2005; MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A IL-12 possui
papel semelhante ao IFN-y no controle do parasito, pois é uma citocina essencial
para a diferenciacdo de células Thl na leishmaniose. Ao contrério, a producéo de IL-
6 esta relacionada com a suscetibilidade da infeccdo com L. amazonensis. A IL-10
por sua vez, possui papéis divergentes na infeccéo, pois € responsavel por suprimir
a resposta imune celular e a produgéo de citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF-
a, e permitir a persisténcia do parasito no local da infeccdo. Porém, é responséavel

também por inibir uma imunopatologia exagerada, como graves danos teciduais
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apo6s o aumento da producdo de citocinas inflamatérias e desempenha um papel
central na regulacdo do remodelamento tecidual durante a cicatrizacado das lesbes
(MASPI; ABDOLI; GHAFFARIFAR, 2016). A MCP-1 é uma quimiocina importante na
imunidade precoce em infec¢des cutaneas, sendo responsavel pelo recrutamento de
macréfagos, monocitos e células NK, em conjunto com IFN-y é capaz de ativar
macrofagos para eliminas os parasitos (OGHUMU et al, 2010).

Assim como observado em outros trabalhos, o perfil geral de producédo de
citocinas das células de linfonodo de animais infectados com L. amazonensis néo foi
alterado significativamente (JI; SUN; SOONG 2002; WANDERLEY et al., 2013). No
entanto, as alteracfes encontradas nos grupos de camundongos tratados com a
porcdo Fab sugerem que essa porcdo é capaz de modular a resposta inflamatéria.
As duas principais alteragdes observadas estao relacionadas com as citocinas IFN-y
e IL-10, que séo citocinas que estao relacionadas com o desenvolvimento da leséo.
Em conjunto com os resultados da histologia e da analise morfolégica, podemos
sugerir que a porcao Fab do anticorpo € capaz de alterar a resposta inflamatoria na
lesdo. Contudo, mais experimentos devem ser realizados para identificar o padréo
da alteracdo e a relacdo com tamanho da lesdo e carga parasitaria, para podermos
confirmar se a alteracdo na resposta inflamatdria esta relacionada com o controle da
infeccéo.

Nos oOrgdos linféides secundéarios acontece o direcionamento da resposta
imunoldgicas contra patdgenos, pois sao neles que ocorre a interagdo entre sistema
imune inato e o adaptativo. Células dendriticas e macrofagos sdo as principais
células relacionadas com o transporte de antigeno do local da infeccdo para o os
linfonodos. Na infec¢cdo por L. amazonensis, ocorre a inibicdo da migracdo de
células dendriticas do sitio da lesdo para o linfonodo, como forma de escape da
resposta adaptativa (HERMIDA et al, 2014). No entanto a blastogénese, que € uma
das formas de medigdo da ativacdo linfocitaria € mantida de forma relativamente
normal nos primeiros meses de infeccdo (PEREZ; BOLIVAR, 1985). Isso significa
gue ocorre ativacdo de linfocitos e geracao de células diferenciadas para atuar no
sitio lesionado. Isso pode ser visualizado na histopatologia mostrada nas figuras 16
e 17, com a presenca de infiltrado inflamatério mononuclear, assim como a
intensificacao da resposta com tratamento com os anticorpos anti-PS, mostrada nas

figuras 18 e 19. Além disso, observamos também um aumento do numero total de
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células linfociticas, monociticas e granulociticas nos linfonodos cervicais, drenantes
do sitio de infeccdo, nos camundongos tratados com anticorpos anti-PS, tanto
completos quanto a porcéo Fab (figura 23). Isto indica que a resposta sistémica esta
sendo estimulada, ja que linfocitose, monocitose e neutrofilia sdo esperadas durante
a infeccdo por L. amazonensis e a intensidade dessas alteragBes leucocitarias é
diretamente proporcional a resposta contra a infeccdo (DE OLIVEIRA CARDOSO et
al 2010). Além disso, observamos que percentualmente, o numero relativo de células
linfociticas diminuiu nos mesmos linfonodos dos camundongos tratados, indicando
que o tratamento esta aumentando a migracdo destas células para o sitio de
infeccdo (figura 22A). Podemos observar o efeito contrario na populacdo de células
granulociticas (figura 22b). Este resultado reflete 0 aumento do nimero total dessa
populacdo celular nos linfonodos drenantes dos animais tratados com anticorpos
anti-PS, j& que os neutrofilos e outros PMNs ndo sédo preferencialmente atraidos
para a lesdo causada por L. amazonensis, pelo contrario, estas células tendem a
diminuir gquantitativamente, devido ao bloqueio da atividade inflamatoria exercido
pelo parasito (POMPEU et al., 1990).
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8 - CONCLUSOES

) Os anticorpos anti-PS PGN632 sédo capazes de inibir parcialmente a
internalizacao de amastigotas de L. amazonensis in vitro;

° O anticorpo completo foi capaz de controlar a multiplicacéo intracelular
do parasito, em infec¢Ges de 48h;

) O bloqueio de PS com os anticorpos PGN 632, ndo foi capaz de
modular a producédo NO, nas infeccBes de macréfagos de camundongos C57BL/6;

° Os anticorpos anti-PS foram capazes de modular a resposta imune
local da lesdo e de forma sistémica dos camundongos infectados, pois foi
responsavel pelo aparente aumento da lesdo, do infiltrado inflamatério de células
granulociticas, da ocorréncia de morte por necrose e por hiperemia, sustentando a
inflamatoria aguda, mesmo depois de 7 semanas de infec¢ao.

) Nos linfonodos cervicais, o tratamento com anticorpos anti-PS
expandiu a populagdo celular de linfocitos, mondcitos e granuldcitos e o anticorpo
completo reduziu a porcentagem de linfécitos e aumentou a porcentagem de

granulécitos.
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CD4+* T Cell-Dependent Macrophage
Activation Modulates Sustained PS
Exposure on Intracellular
Amastigotes of Leishmania
amazonensis
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Loishmamia amazonenss amasiigotes can make use of suface-exposed
phogphatidylsanine (PS) molecules to promote infection and non-classical activation of
macrophages (M), leading to uncontrolled intracalluiar prolifaration of the parasites.
This mechanism was quoied as apopiolic mimicry. Morsover, the amount of PS
molecules exposed on the surface of amastigoles comelates with the suscaptibility
of the host. In this study, we tested whether host celular responses influence PS
axpression on intracellular amastigotes. We found that the level of PS axposure on
intracellular amastigotes was modulated by CO4+ T cell and Me actvation status
in vitro and in vivo. L. amasonenss infeclion generated a Thi/Th2-mixed cytokine
profile, providing the optimal Me stimulation that favored PS exposure on intraceliular
amastigotes. Maintenanca of PS exposad on the parasite was dopendent on low, but
sustained, lewals of nitic cxide and polyamine production. Amastigotes obtaned from
wmphopenic nude mice did not axpose PS on their surface, and adoplive transfar of
CD4* T calls reversed this phanotype. In addition, histopathological analysis of mice
tressted with anti-FS antibodies showed increased inflammafion and similartes to nude
mowse lesions. Collectively, our data confirm the role of pathogenic CO4+ T calls for
dissasa progression and pant to PS as a ontical parasite strategy to subvert host
IMMUMNa responses.
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INTRODUCTION

Leishmania amazonensis (L. amazonensis) is the causative agent
of cutaneous Lelshmaniasis in South America. This species is
associated with most cases of diffuse/disseminated cufaneous
Leishmaniasis (L), 2 very severe clinical manifestation (Leon
et al, 1950). Experimentally, most inbred mouse sirains develop
progressive cutaneows lesions, although the disease severity varies
among mice of different genetic backgrounds (Terabe et al,
2004). Both DCL patients and experimentslly infected mice
show deficient cellular immune respanses to the pathogen, as
judged by delayed-type hypersensitivity (DTH) responses or
cytokine/chemokine profiles (i et al., 2003; Silveira et al., 2005).
In fact, when compared to the classical L. major infection models,
L omezonensis-infected mice falled to elicit a polarized Th
respanse beczuse activated CDM+ T cells produced 3 mix of
ThlTh2Thl7 and modulatory cytokines (71 et 21, 2003; Ramer
et al, 200¢; Vargas-Inchaustegui et al., 2008). This phenotype
is consistent with the poor activation presented by infected
dendritic cells, which is not sufficient to turn these cells into
efficient, functional antigen-presenting cells (Xin et 2, 2008;
‘Wanderley et al., 2013). Consequently, macrophages (M=), the
preferential host cells for parasite growth, are not effidently
activated and not capeble of controlling the infection. Competent
M4 activation is necessary for disease control, since those
cells are the main effector cells for parasite killing, wsually

on the expression of nitric oxide synthase (iNOS)
{¥ie et 2l, 1993) or the production of reactive oxygen species
(Carneiro et al, 2018). On the other hand, sMemnative or
non-clasgcal M activation leads fo an incressed activation
of arginzse [, an enzyme responsible for the first step of
polyaming synthesis, which is mandatory for parsite growth
(Francz-Costa et 2l, 2015) and restrains MO prodwecion by
competing for the same substrate, L-arginine (Wanasen and
Soong, 7008). Those intracellular pathways control the fate of the
intracellular parasite.

Apoptotic cells zre known to display several distinctive
mobecular patterns, which are recognized by phagooytic cells
for effident internalization (Poon et 2l 2004). In addition.
phagocytes stimulsted by apoptotic cell recognition are prompled
to produce modulztory cytokines such = TGF-E and IL-10
(Fadok et al, 1998). Phosphatidylserine (P5) is a structural
phospholipid that is actively maintained in the cytoplasmic beaflet
af the plasma membrane but is transloczsted to the surface
at the early stages of apoplotic death (Fadok et al, 1952).
Recognition of P5 exposed at the surface of apoptotic cells is
sufficient to induce apoptotic cell clearance and non-clzssical
activation of phagocytic cells (Hoffmann et al., 2001). 'We had
previowsly shown that the amastigote forms of L amazonensis,
when purified from mice lesions, exposed PS at their surface
without additional signs of apoptotic death. Since PS-exposing
amastigndes are fully vizhle and highly competent in infecting
and maintaining a productive disezse in mice, we termed this
phenatype apoptotic mimicry (de Freitas Balanco et al, 7001)
Az in the case of apoptotic cell/phagocyte interactions, the host
cell is induced to prodwce immunosuppressive cytokines, whidh,
in turn, signal for Md non-classical adivation and conseguent

parasite growth (de Freitas Balanco et 2l 2001; Wanderley et al,
1004). PR exposure on Lo ommazomensis amastigotes oorrelztes
with the severity of the disease, since amastigotes purified from
BALR/c mice, which are highly susceptible to the infection,
exhibit 2 higher density of PS5 moieties than do those from
parasites purified from semi-resistant C57BL'G mice (W anderley
et 2, 2006). In addition, in vivo treatment of infected mice with
anti-P5 monodonal antibodies delays disezse progression and
up-regulztes the efficiency of dendritic cells to present antigen
and activate parasite-specific T cells (Wanderley et al, 20130 P§
exposure on pathogens operates in several different models of
infaction, such as those using Trypanosoma cruer (Damatia et al,
1007), Toxoplasma gondii (Seabra et al, 2004), enveloped and
nan-enveloped viruses in which they confirm PS5 as a strategy to
silently invade host cells (Sesbra et al., 2004; Damatia et al, 2007;
Mercer and Helenius, 2008; Feng et al., 2013). Additionally, by
inducing transient P5 exposure on the surface of host cells, viral
infiections can spread signals derived from PS5 recognition, such
as TGF-p and IL-10 production by neighbor phagocytes, to avoid
fiall activation of the immune system (Soares et al., 2008).

In this sudy, we tested whether PS5 exposure is an
adaptive response of L ammmonensis amastigotes to the hostile
environment of the parasitophorous vacuole generated by M
immune activation. We observed that intracellular amastigotes
infecting activated Mds are shle to increase IS exposure. This is
dependent on iNOS and arginase [ concomitant expression. We
confirmed owr findings by demonstrating that PS exposure on
amastigotes purified from lesions of T cell-deficient nude mice
wzs nearly shsent, but the adoptive transfer of primed CD4*
T cells recovered this phenotype. We also demonstrated that
lesions of anti-P% antibody-treated infected mice were similar to
lesions of immunodeficient mice. Our data lead us to conclude
that PS exposed by intracellular amastigotes of L. amazomensis is
a phenotype acquired as 2 respanse o host immune activation,
and thus an important adaplive strategy employed by those
intracellular parasites.

MATERIALS AND METHODS

Mice and Parasites

Female nude BALBAC mice (C.Cg/AnNTac-Foxmi™ NED),
Cs7BL/6 mice deficient in INOS (CS7BLAENTac-Mosz™ IN12),
and their comesponding wide-type (WT) controls  were
purchased from Taconic Farms (Germantown, NY) or Harlan
Sprague [rawley (Indianapolis, IN), respectively. All mice were
maintained under specific pathogen-free conditions and used at
-8 weeks of age, sccording to the protocols approved by the
Animal Care and Use Committee of the University of Texas
Medical Branch (#98030164). Promastigotes of L amazomensis
(LV78) were cultured 2t 23°C in Schneiders Drasophila medium
(Invitrogen, Carlsbad, CA), pH 7.0, supplemented with 20%
FBS (Sigma, 5t Lowis, MO} and 50 pg'ml of gentamicin. Axenic
amastigotes of L amazonenss (LY 78) were cultured at 33°C in
complete Grace's insect cell culture medium (Invitrogen), pH 5.0,
supplemented with 20% FBS. Parasite infectivity was maintained
by im wivo passages in BALB/C mice, and cultures of <& passages
were used for infection.
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Reagents

(Mherwise stzted, zll recombinent cytokines were purchased
from Peprotech (Rocky Hill, NI, USA). Superoxide scavenger
MATBAP (Mn® tetrakis (4-benzoic acid) porphyrin chloride)
was purchased from Enzo Life Sciences (Farmingdale,
NY, USA), iNOS inhibitor L-MIL- [L-NS-{liminoethyl)
lysing], and (0D decarbowylase imhibitor DEMO {DL-z-
Difluoromethylomithine, Hydrochloride) were purchased from
Calbinchem (Darmstadt, Germany).

Amastigote Purification

Infected tisswes or infected Mds were finely minced and
homogenired with a tissue grinder (Thomas Scientific, NI). The
cell suspension was centrifuged at 50 for 10min at 4°C. The
supernatant was carefully collected, and further centrifuged and
washed for 3 more times at 1,450g for 17min at 4°C After
2h incubation under rotztion at 34°C to liberate endocytic
membranes (Saraiva et al, 1983), amastigotes were further
centrifuged and inoubated for 16h 2t 34°C to complete release
of endocytic membranes and to test for baclerial contamination
After this time, they were centrifuged and washed 3 times before
use. Prior to amastigote purification from in vitro infected cells,
M s were thoroeghly washed with HESS.

Generation of Bone Marrow-Derived

Macrophages (BMM®5)

BMMds were generated from mice by cultivating fresh bone
marrow cells in complete IMDM (Invitrogen) containing 10%
FBS, supplemented with 20ng'ml of recombinant M-CSE
{eBioscience, San Diego, CA). To generate BMMds, we replaced
the medium at 5-6 days of culture and harvested adhered cells
after 10-12 days. To recover adhered Mds, we washed the petri
dishes twice with warm PBS (Invitrogen) and incubated the
cells with 5ml of cell dissociation solution (CellGro, Manassas,
WA) for 20min 2t room temperature. We detached the cells by
pipetting up and down znd washed the cell pellet twice with
complete medium prior o use.

Flow Cytometry

Parasites were quantified and 10° amastigotes were washed and
suspended in annexin ¥ binding buifer, which contains 10 mM
HEPES, 150mM Nall, and 25mM CaCly, at pH 7.2 Cells
were incubzsted at room temperzture for 15 min with annexin
V-FITC (Moleoular Probes, Eugene, OR) at the concentration
indicated by the manufacturer and diluted in the binding bafer.
All incubation procedures were performed on ice. At the time of
acquisition, 0.4 jLg/ml of propidium iedide (P1, Sigma) was added
o the contro] and Annexin V-FITC-labeled samples to determine
parasite vishility. Datz were collected in 2 BD BACSCalibur®
{20,000 gated events per szmple) and anslyzed by Cellquest Pro™
{BD Biosciences, 5an Jose, CA) and Flowlo software (TreeSiar,
Ashiand, OR).

Generation of Supernatant (SN) From
Stimulated Lymph Node Cells

Miice were infected in the fooltpad with 2 % 10° promastignte
forms of L. amazonensis. After 5-7 weeks of infection, popliteal

lymph nodes {LNs) were harvested, and 2 single-cell suspension
wzs obtained. Total LN cells from infected or nalve mice were
plated in U-bottomed, 96-well plates, 4 = 10¢ cells per well, in
the presence of 40 Lg'ml of soluble Leishmenial antigens (SLAJ
After 4 days of culture, supernatants from stimulated LN cells
from nafve mice or infected mice were pooled, fillered, and stored
in aligwots at —70°C. To generate SLA, promastigote forms were
submitted to 5 cycles of freeze-and-thaw and centrifugation to
dispose of insoluble materials.

Adoptive Cell Transfer

BALRSc WT or nude mice were infected in the footpad with
1-2 = 10% promastigote forms of L amazonensis. Afler 6-8
weeks of infection, poplitez] LMs from WT mice were harvested
and a single-cell suspension was abtained CDd* or CDs*
T cells were purified by selected cell isolation kits (Miltenyi
Riotech, Alburmn, CA), following the manufacturer's instructions,
Infected BALR/c nude mice were iv. injected with 1-3 = 10°
purified CD4™ or CD&™ T cells. Al 2-3 weeks post-transier,
mice were euthanized to obtain popliteal LNs and lesion-derived
amastigotes to evalwste T cell activation and PS exposure on
amastigotes, respectively.

Macrophage Infection

Thinghycolate-dicited peritoneal Mds or BMMds were placed
on 24-well plates znd zllowed to attach overnight. Cells were
incubated with axenic amastigotes or promastigotes in a 31
ratio. After 4h at 33=C, free parasites were removed by washing
and, if necessary, cells were activated andfor treated with 5N,
cytokines or drugs. Cultures proceeded for an additional 24-
h period. In some cases, Md&s were attached on 13-mm? glass
coverslips (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) and, after infection
and activation/ireatment, were stzined with Giemsa {Sigma) to
evzluate host cell morphology and infection efidency.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

Total BNA was extracted from 1 = 10f Mds 24h post-
infection and'or activation by wsing the EMeasy system
(QIAGEN, Valencia, CA). Immediately cDNA was generated
by using wp to 5 g of total BEMA and the Superscript 100
Synthesis System ([ovitrogen) and following the manufacturer’s
instructions. Amplifications of specific cONAs were performed
by using the GoTeg™ Green Master Mix system (Promega,
5an Luis Obispo, CA). Briefly, Arginsse 1 cDMNA was
subsequently amplified by use of the following cDMA primers:
serse, 5-AGACATCGTGTACATTG-¥ and  antisense, 5'-
GAGTTCCGAAGCAAGOCAAG-Y.  Amplification  occurred
over 30 cycles. with the fArst cycle for primary densturing
at 95°C for 2mim; the next 2& cycles each comprising three
steps for denziuring {34°C, 35s), primer annealing (59°C for
455} and primer extension (72°C, 4558k and a final cycle of
denaturing {25°C, 30s), annealing (63°C, 305), and extension
(72°C, 5min). To amplify inducible nitric oxide synthese
(iN0S5) and f-actin cDNA, we used the following cDMNA
primers:  iNO5  sense, §-GTTTCTGGCAGCAGCGGRETC-
3; antisense, 5-GUTCCTOGCTCAAGTTCAGC-F. f-actin
sense, 5-CGTGGGCOGOOCTAGGCACCAGGG-3'; antisense,
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5 GGLAGGAAGAGGATGOCGCAGTGG-3.  Amplification
ocourred over 36 cycles, by using the following approaches-the
first cycle for primary denaturing at 95°C for 2min; 34 cydes
each comprising three steps for densiuring (95°C, 30s),
anpealing (65°C, 30s), extension (72°C, 20s); and a fnal
cycle of denzturing (%5°C, 30s), annesling (65°C, 30s), and
extension {72°C, Smin). All rezctions were performed by using
& GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems, Foster City,
CA), and the PCR products were separated by electrophoresis
on 1.2% agzrose gels. Resl-time BT-PCR assays were performed
with TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Foster City, CA. USA). using the following primer-probe sets
purchased from Applied Bicsystems: imos (Mm00440502_m1),
arginase | (Mm00475288_m1), and A-actin endogenous contraol.
The reactions were performed using Bio-Rad CEX96 Real-Timse
PCR detection system. Drata were normalized fo the expression
of #-actin.

Cytokine Production

Cyiokine production was measured in the supermatant of LN
cell or M cultures by using the Bio-Plex Pro-Mouse Cytokine
23-plex Assay from Bio-Ead (Hercules, CA) and following
the manufacturer’s instructions. Total and binlogically reactive
TGF-fr were measured by wsing the ELISA Ready-5ET-Co
system (eBioscience), and data for biological reactive TGF-f are
presented, The level of nitric oxide was messured by wsing a
Griess assay (Caymann Chemical, Ann Arbor, MI)

Parasite Quantification by Real-Time PCR
Parasite loads were guantified by measuring the gene of L
amazonensis Coysieine proteinsse isoform 1 (Ldecysi), which
is a single-copy gene per haploid geoome znd expressed
in both developmental stages (Lasakosvitsch et al, 3003).
Infected Mds were collected for DNA exiraction with a
DNezsy kit (Qiagen. Valenciz, CA) DMA (10 ng) was
used for parasite detection by the UTME Resl-time PCR
Core Facility (all resgents were purchased from Applied
Biosystems, Foster City, CA) FEach sample was run in
duplicate and normalized by the amount of tofal DMNA
extracted. The mumber of parasites per sample was calculated
based on a sandard curve, as described in our previous
studies (Xin et al., 2010).

Histopathological Analysis

Mice were infected Ld in the right ear with 10° promastigotes.
After 2 weeks of infection and ewvery 3 days thereafier they
wele given ip. injections of 100 pg of PGN&35, a second-
generzation fully humanized znti-PS monoclonal antibody {Zhow
et al, 2014). Other groups of mice received PRS or the isotype
control C44 antibody that binds to colchicine (Edmond Rowan
et al, 1985). Mice were trested for & weeks and the infected
ears were collected, fixed in 4% paraformaldebyde, delydrated,
embedded in paraffin, and mounted sides were stained with
hematoxylin and eosin.

Parasitophorous Vacuole

Morphometric Evaluation

The sizes parasitophorous vacwoles from lesions of mice treated
with anti-P5, isotype antibodies or PBS were observed under an
Axioplan {#eiss) microscopy and images were capiured wsing a
MEBcs AxioCam digital camerz and processed with the sofiware
Image] version 1.47t (Wayne Rashand-MITH). Values are shown
as the area in pum? for at lezast 300 PVs in each tested sample.

Western Blot

BMM®s (1 = 105) wene infected with axenic amastigotes =t a
3:1 parasite-to-cell rztio. At 24 h post-infection andfor indicated
treziments, cells were harvested, washed, znd suspended in 10
pl of PBS and 10 pl of 2X bsis buffer (2% Triton X-100,
1omM Tris-Cl, s00mM MNa(l, 10mM EDTA, 2mM PMSE,
2s0mM sucrose) that contained an inhibitor cocktail (Roche,
Indianapolis, [M). Frotein concentrations were determined
by wsing the BCA protein assay kit (Pierce Biotechnology).
Fqual amounts of proteins were loaded onto 10% SD5-
polyacrylamide gels, and then transferred to pobyvinylidene
difluoride membranes (BioFad Lasborstories, Hercules, CA).
Rabbit anti-mouse iNOS and arginase | antibodies were
purchased from Santa Crur Biotechnology (Santa Crue, CA).
Mouse anti-adin mAb {Sigma) was abtained from Dr. Jiaren Sun
{Department of Microbiology and Immunolagy, UTMBE, TX).
Membranes were incubated with primary Abs (difuted 1:200 in
THS buffer containing 5% non-fat milk and 3.05% Tween-20) at
4= gwernight, washed, and incubzated with an HRP-conjugated
seoondary Ab (1:2000) for 1h. Bloks were developed with the
enzyme chemiluminescence kit BCL (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ.

Statistical Analysis

One- or two-way ANOVA was uwsed for multiple group
comparisons  (GraphPad Software v5.0, 3an Diego, CA)
Statistically significant vzlues are refermed to as follows: *, p =
005 ™™, = 0U00; ™™, 0 = U000

RESULTS

Increase of PS Exposure on Intracellular

Amastigotes Depends on Macrophage
Interactions With Lymph Node Cells

We previously showed that lesion-derived amastigotes purified
from BALB'c mice expose higher amounis of PS5 than
do those parasites derived from Cs57BLAS mice (Wanderley
et al, 2006), 2 finding that may indicate that the host can
mpdulate this phenotype of the parssite To evaluate the
role of host macrophages (Mds) in modulating PS exposure
on the parasite, we obtzined thiogiycollate-elicited periiomnezl
Més from BALB/c and CS7BL'& mice, infected them either
with promastigotes or lesion-derived amastigotes and collected
mtracellular amastigotes every 24h to evaluste PS exposure
by flow cytometry. We found no major differences between
parasites derived from BALB/c va. C57BELf6 Mds (Figure 1A},
regardless of the form of parzasite used for infection or the time
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post-infection. Consequently, we suspected that the interaction
between Mds and other types of immune cells was responsible
for the differential levels of PS5 on lesion-derived parasites in
vive. To investigate this possibility. we obtzined ymph node
(LM} cells from infecied BALBSc mice and incubated them
with peritonezl Ms infected with lesion-derived amastigotes.
These interactions stimulated an shout 30% higher PS exposure
on intracellulsr amastigotes compared to that in parasites
obtained from isolsted Mds, in a dose-dependent manner
(Figare 1B).

To determine whether cyiokine production by LN cells was
2 requirement 1o indwce P5 exposure on intracellular parasites,
we genersted supernstznts from LN cells obtained from naive
(05N} or infected (B5MN) mice and stimulated with 5LA for
4 days We frested Mdbs infected with axenic amastigotes
with different concentrations of those supernatants (SMs) and
evalueate PS5 exposure on intracellular amastigotes 24h post-
infection and stimulation As shown in Figare 1C, axenic
amastigndes exposed very low amounts of PS, which represented
2 technical advanfage for minimiring background levels of PS
exposure and indicated that parasite-host interactions should
be necessary to stimulate PS exposure on amastigotes. Indeed,
intracellular amastigotes from unsimulzted Mdés "no 5N7)
increased PS om their surface, 24 h post-infection. In addition,
treatment of imfected Mdés with i5Ns induced P35 exposure
on intracellular amastigotes. This effect was dependent on the
activation of those LN cells, since i8N was significantly maore
efficient than nSN amd a clesr positive correlation with the
concentration of 58 was observed: 10% of i8N added to the
culture induced a 50% increase, while 25% of i5M induced
zbout 2 70% increzse in P5 exposure on intracellular amastigotes
(Figare 1C).

As expected, the cytokine profile of those SNs corroborzied
the previows data regarding T cell activation durimg [
amazonensis infection in the mice (Ji et al, 2003). Maoderate
zmounts of Thi, Th2, and modulatory cytokines such s 11L-
4, IL-13, 1PNy, IL-18, TGF-f. and IL-10 (Figare 1)), were
present, especially in the 5M generated from re-stimulated, in
vivo-primed cells (iSN), which indicates that this response is
antigen-specific. One of the hallmarks of the apoptotic mimicry,
described to operate during amastigote infection, is the fact that
amastignies exposing PS5 are perfectly viable and infective and do
not display any other sign of apoptotic dezth (de Freitas Balanco
et al, 1001; Wanderey et al., 2006). To evaluate whether M
activation leads to PS exposure on intracellulzr amastigntes dwe
to apoptotic mimicry, we mezssured parasite loads on infecied
Mds at 24 and 72h post-infection. As shown in Figare A,
M@ activation with SNs derived from stimulzted LN cells from
either infected or naive mice promoted parasite proliferation
71h post-infection, & opposed to LPS and [FINy activation. In
addition, the morphological characteristics of L amazomensis
infection are maintained, and inchede, for example, enlarged
parasitopharous vacuoles with parzsites sttached to the vacuole
internal membrane (Figare 2B). Our data supgest that M
activation through interactions with primed LN cells and their
soluble products modulate active PS5 exposure by intracellular
ameastigodes in an apoptotic mimicry fashion.

Balanced Expression of iNOS and Arginase
| Controls cytokine-Dependent PS

Exposure on Amastigotes and

Parasite Survival

It i5 known that the survival of Leishmmic parssiles inside
macrophages (Md&s) is mostly mediated by the balance between
INOS and arginase | activation. These are induced enzymes
and therefore their activity is direcily related to their cellular
expression. Arginase | is the first enzyme in the polyamine
synthesss pathway, while INOS is the enzyme responsible for all
steps of N0 synthesis. Those intracellular sigmaling pathways
compeie with each other, since they depend on the same
substrate. In addition, some molecules, produced as secondary
metabolites, act &5 cross-inhibitors (W anasen and Soong, Z008).
Interactions between infected Mds and other immune cells
determine which pathway is activated, since inflammatory
cytokines stimulate iN0OS expression and decrease mAMNA levels
of arginzse 1 and vice-versa (Corraliza et 2, 1985 Modolell
et al, 1985). Since M4 activation seems to be important for
the cytokine-dependent PS5 exposure by intracellular parzsites,
we gimed to understand the role of those pathways in this
mechanism. We observed that 5N from re-stimulated, in vivo-
primed LW cells induced the expression of both arginase [
and INOS at the mRNA and protein levels (Figures 34,8 and
Figure 51). The expression of both enrymes was the highest
when 25% of 5N was used to stimulate infected Mds, the same
concentration that induced an optimz] increase of P5 exposure
on intracellular amastigotes. However, iSM stimalation was wealk,
when compared to that in the positive controls for arginase [
and iNOS expression, TGFp+11-4 or IFNy+ THFx, respectively
(Figures 3A4,B). The expression of both enrymes by activated
Ms correlates with the profile of cytokines present on those
5Ms, since they are constituted by 2 mix of Thl/Th/modulstory
cytokines {Figare 100,

To wunderstand the contribution of both  pathways
individually, we activeted infected M<$s in the presence of
L-MIL, a relatively selective inhibitor of iN05, or, 25 a contraol,
we used MnTBAF a superoxide scavenger maolecule. L-NIL has
1Csp walues of 0.4-3.3pM for INOS 25 opposed to 8-38 and
17-02 M for eNOS and nNOS, respectively (Moore et al,
1924; Stenger et al. 1995 At 24h of infection, we evaluated
PS exposure an purfied intracellular amastigotes. The iNQOS
immhibitor abrogated the cytokine-dependent imduction of PS
exposure, while scavenging superoxide molecules had no effect
(Figura 4A). Treztment with both inhibitars brought the levels
of PS exposure on amastigotes to the same levels of L-NIL
alone, indicating that there was no synergistic efect between
NO and superoxide to induce PS exposure on the parasite
(Figare 4A). To further demonsirate the role of 1N0S expression
by Més in the induction of PS5 exposure on amastigotes, we
generated BMM s from wild-type (WT) and iNOQ&—/— C57BLig
mice, infected them, and purified intracellular amastigotes
from activated M= to evaluzte PS exposure on the parasite.
Cs7BLe-derived Mds were more sensitive to activation, since
25% of nSN was able to induce the same levels of P5 on the
parssite when compared with i5N (Figore 4B).  Activation
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of infected INOS™/~ Mds did not increase PS exposure on
amastigotes regardless of the source or the concentration of SN
{Figare 4B). Similar to what happened in BALB/c-derived M®s,
the differences observed on amastigotes purified from WT or
INOS—/— Cs7BL/6 Mds were not related to the death of the

amastigotes, since parasite loads 72h post-infection were not
altered among the ditferent SN treatments (Figare 4C). Despite
the increased iNOS expression, M@ activation with 10 or 25% of
iSN or nSN did not induce detectzble amounts of NO, evaluated
by Griess reaction (FiguredD). To test whether polyamines
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play a role in the induction of PS5 exposure on amastigotes,
we purified zmastigoies from infected- and activated-Mds
treated with different concentrations of difluoromethylornithine
{DFMO), 2n spedfic and irreversible inhibitor of ornithine
decarboxylzse, the enryme responsible for metsboliving 1-
arginine-derived omithine into the polyamine putrescine
{Canellakis et al, 1579). Independent on the concentration of
DEMO used, this dmeg had no efiect on the PS exposure on the
zmastigodes {Figare 4E}). However, when we quantified parzasite
loads on infected-Mds activated with 25% of i5N, we observed
that DFMO treatment was detrimental for the proliferation of
iniracellular parasites &t 7Xh post-infection (Figare 4F). This
finding may indicate that polyamine synthesis is 8 requirement
for parzsite proliferztion and maintenance in these conditions,
25 described in other models (Majumder and Kierszenbaum,
1993; Vannier-Santos et 2., 2008). Mevertheless, our data imply
that P5 exposure on intracellular amastigotes is modulated by
cytokine-mediated, INOS-dependent M & activation, rather than
by arginase | expression. Arginase I, however, is necessary for
parasite profiferation and survival in activated Mds.

CD4+ T Cells Are Required for PS Exposure

on Intracellular Amastigotes in vivo

Ta further understand the role of diferent cellular populations
present in the bymph nodes (LMs) for the modulation of
PS exposure on intracellular amastigotes, we infected WT

or nude BALB'c mice in the footpad and purified lesion

derived amastigotes to evzluate 'S exposure on 2 weekly basis.
Confirming previous data from the literature, we observed a
delzy in the development of lesions in immunodeficient mice,
which, eventually, reached the same size of lesions from WT
mice {Soong et al, 1997 FigareSA). PS5 exposure on lesion-
derived amastigotes purified from WT mice was 2- to &-limes
higher than on parasites obtained from nude mice, depending
on the time post infection (Figare SB). confirming previouws
results (Franca-Costa et al, 2012} Since CDd+ T cells are
the major regulators of host mmune response to Leishmania
mfection, we hypothesized that the modulation of P'S exposure on
intracellular parasites observed by incubating infected Mds with
LM cells or culture SNs was due to CO4+ T cell-dependent b
activation. To test this hypothesis, we purified CD4% T cells from
drzining LNs of infected WT mice and adoptively transferred
these cells to infected nude mice. After 2-3 weeks post-transfer,
we purified lesion-derived amastigotes to evaluzste P5 exposure.
The adoptive transfer of CD4* T cells increased PS exposure
on the amastigntes by 2- or 3-fold, wheress transfer of COs+
T cells, used =5 a control, did not alter the parasite phenotype
(Figuares SC,I0).

In addition to the decreased P8 exposure on

derived from nude mice {Franca-Costa et al., 2012; Figare 5B),
histopathobogical analysis of BALBc nude mice kesions showed
a marked decrease in the size of the parasitophorous vaowobes of
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infected Mdbs (Franca-Costa et al, 2012). This is also observed
in lesions from MHC class [[-/- mice {Soong et al, 1997).
‘We observed that infected mice trezted intraperitoneally with
anti-F5 mAb displayed decreased parssitophorous vacuwole
sime  {Figures 6-F) when compared fo unfrested mice
(Figures 64-C). The ditfference in the vacucle size was not
observed in infected mice treated with isotype confrod antibodies
(Figare 6 and Supplementary Table 1). Our data demonstrate
that P5 exposure on intracellular amastigotes is 2 response of the
parasite when it senses M activation through primed CD4+
T cells.

DISCUSSION

L. amazonensis, particularly ils amastigotes, can infect host
cells without triggering overt cellular activation. Aciually, those
parasites are able to down-modulate signaling pathways involved
in dendritic cell activation, suppress cytokine production and
expression of MHC dass [1 molecules and, therefore, to inhibit
antigen presentation (Frina et al, 2004; Xin et 2., 2008). In
addition, the inhibitory effects of L. amazerensis amastigotes on
macrophages (Mds) are also well known, including sequestration
and degradation of MHC class [ maolecubes, mhibition of
endosomal proteases and blodking of MO production (Prina et al.,
1980, 1593; Antoine et al, 199%). Consequently, L. amazonensis

mfection models are typically characterized by presenting a
wezk and non-polarized T cell response that is not sufficient
to induce proper M& activation and control of parasite boads
(Soong et al., 1997; Ji et al, 2002, 2003).

(rur group has previowsly shown that the ability of amastigotes
af L. emrzomensis o sllently infiect host cells is mainly due to
the exposure of PS5 molecules at their surface in a mechanism
referred to as apoptotic mimicry (de Freitas Balanco o al,
2001; Wanderley et al, 2006). The recognition of this molecule
and opsonixing ligands such = antibodies and complement
factors mediste amastigote uptake by Mds In addition PS5
B highly effective in triggering anb-inflammatory cytokine
production by Mds, Ccreating 8 permissive environment for
parasite intracellular proliferation (de Freitas Balanco ef al,
2001; Wanderley et al, 2006; Birge et al, 2016). Interestimgly,
P5 exposure on amastigotes is comelated with disease severity,
since amastigotes derived from BALBC mice, which develop a
more severe disease when exposed to higher amounts of PS
than do those obtained from moderately susceptible CS7BLAS
mice (Wanderley et al, 2006). In the context of parasite/host
intetactions, there ane several reports showing 2 similar etfect in
the opposite direction: infection modulating hest cell functions
swch as apopiosis, and expression of molecubss involwed with
microbicidal effects or immune functions (Osorio y Fortes et al,
M07; Soong, 2008; Lecoeur et al, 2010; Muxel et al., 2017h).
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Howewer, the presence of this phenotype suggests that, inthe case
of BALB/c mice infection, the host is able to modulate parsite
virulence by inducing or selecting amastigotes with an increased
capacity to expose PA. Definitely, this modulation depends an
hast cell types and activation status, since the internalization of
axenically-cultured amastigotes by Mds induces a basal level
of M5 exposure on these parasites, which is absent im wifro.
Howewer, Mds with different genetic backgrounds are not able,
by themselves, to diferentially modulate PS5 exposure by the
intracellular parasites. Ditferential modulation only ocours in the
presence of lymph node (1M} cells or soluble molecubes produced
by antigen-stimulated LN cells.

P5 recognition is clearly related to the internalization of
amastigodes by Mds (de Freitas Balanco et al, 2001; Wandesley
et al, 7006} and to the modulation of dendrtic cells and M3
respansss by both promastigotes and amastigotes (Wanderley
et al, 2006, 2009, 2013; Francz-Costa et al., 2012). These events
are dependent on P5 recogmition by surface receptors expressed
by M&s and other phagocytic cells. However, our results indicate
that P'S exposure on intracellular amastigotes is 3 counteraction
of M activation, suggesting that the parasite is able to modulzte
the host cells from within the parasitophorous vacuosle. Therefore
it should be determined whether there are endosomal PS
receptors expressed by the Md, especally those ones invalved
in the regulation of host cell inflammatory activation such as
TAM receptors (Axl, Tyro3, and Mer; Rothlin et al , 2007). Since
signal transduction can be mediated by endosomeal receptors it is
likely to assume that PS5 receptors either coopted from the plasma
membrane during parzsite uptake or specifically traficked to the
parasitophoroes vacuobe

It s kmown that the T cells respanse dicited by L. amazonensis
infection is not suificient to induce parasite killing, which was
confirmed by our resulis. Cylokines produced by both in wive
primed (13Ns) or natve LN cells (nSNs) stimulated with SLA
were able to induce increased PS5 exposure, although this effect
is prominent when in wive primed cells were used, due to
higher cyiokine concentrations. In addition to this effect, we
are demonstrating thet M$ stimulastion with soluble factors
produced by LN cells stimulated with L amazonensis antigens
generates 3 unique condition that triggers PS exposure on
intracellular amastigotes, thereby increasing parasite virubenoe
(Wanderley et al, 2006). We tried to activate infected M$s with
different combinations of cytokines, such as I[FM-y and THF-
i, in an attempt to create the exact conditions that drive PS
exposure on the intracellular parasites. Althouagh some induction
of PS exposure was observed, it did not reach the same efficiency
when compared to i8N (data not shown). We understand that
P5 exposure depends on a very unique combinstion of time-
dependent and concentration-dependent cytokines, which favar
parasite survival over parasite killing, but maintzin stress-signals
sufficient to induce M5 exposure. This issue could be addresed
by using SMs from LM cells from other infected mice strains,
such as C57BLAS or C3H_He mice (de Oliveira Cardoso et al.,
2010). There are several reports demonstrating that CD4+ T
cells are pathogenic for L. amazomensis infection; howewer, the
mechanisms underdying this effect are not fully understood. It
is well known that C57BL/E mice deficient in the CIITA, MHC

class 11, and BAG2 genes or nude C57BLYE mice exhibit a delay in
lesion development and smaller parasite loads in infected tissues,
indicating that CD4+ T cells play a mole in lesion pathology and
disease progression {Soong ot al., 1967). However, those mice are
persistently infected, developing lesions =t later ime points. The
administration of competent CO4+HCD25+ regulatory T cells is
capable of transiently inhibiting those pathogenic effector cells,
ameliprating the disease (J1 et al., 2005). Actually, amastigotes
derived from BALB/C nude mice expose low amounts of P5,
when compared to those in parssites obtzined from their WT
counterparts {Franca-Costa et al, 2012). The adoptive transfer
of CD4* T cells to infected mude mice stimulated PS exposure
on kesion-derived amastigotes. These data reinforce the assertion
that pathogenic CD4+ T cells affect Leishmania infection and
sugpest that these cells ane necessary to generate amastigotes with
high amounts of P5 at their surface that, therefore, are highly
capable of re-infecting new host cells, modulating Md functions
and avoiding immume survelllance.

The outcome of Leishmanis infection is determined by the
efficiency of Md& activation znd by the enzyme metsholiring
the aminpecid L-arginine. Classicz]l M& activation through
inflammatory cyiokines lesds to iNDS expression, NO
production and parasite killing, whereas regulatory or anti-
inflammatory cytokines lead 1o non-classical M$ activation,
arginase [ polyvamine production and parasite
survival and growth (Wanasen and Soomng, 2008; Acuna et al,
2017; Muxel et al, 20072). Both pathways wse L-arginine = a
primary subsirate. Infected Mds stimulated with supernatants
from re-stimulated LN cells bed to the simultaneows expression
af iNOE and arginase [ This activation provides the necessary
stimuli to increase PS5 exposure on intracellulsr amastigotes
without interfering with the parasites’ viability and proliferative
capacity. The presence of very low concentrations of NO 25 a
result of iNO3 activation was sensed by intracellular amastigodes,
triggering 'S exposure, while arginase [ expression and possble
polyamine synthesis were necessary for maintenance of parasite
visbility and persistence in the host. NO is known to induce
apoptosis in intracellular amastigotes (Murray and Mathan,
1959). However, it is possible that the low levels of NO
produced, undetected by the Griess reaction, are sufficient to
trigger PS5 exposure that does not lead to cell death due to the
simultaneous presence of polyamines derived from arginzse
TR0 activity. The Latter can act as a protective factor, throuwgh
DMNA stabilization, protecting cells from DNA degradation
or inducing autophagic processes, 2= shown in other models
(Rowlatt and Smith, 1981; Ha et al, 1998; Madeo et 2, 20100,
However, our data do mot exclude 2 possible participation
polyamines derived from the parasite, since trestment with
DFMO could block ODC expressed by the parasite. We are
currently determining the optimal concentration of different
NO-donor molecules. to induce PS5 exposure on  axenic
amastigotes. This information i5 necessary to study both the
ability of M{ to indwce this phenotype and to better understand
the role of polyzmines for parasite survival This mechanism
configures 2 positive feedback cycle that is beneficial for the
parasite. The poor activation of specific CD4™ T cell responses
generates stimulatory conditions that indwoe non-classical Mdé
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activation, leading to concomitant and low expression of both
iNOS and arginzse | Won-classical M& activation in turm,
stimulztes increased and sustzined PS exposure on intracellular
amastigodes, generating parasites more competent 1o infect new
hst cells and spread the anti-inflammatory signals detived from
P5 recogmition. This mechanism seems to operate in BALB/
mice. The differential activation of CD4+ T cells in other mouse
strains, such as CS5THLAG, can explain the vanations on PS5
cxposure described in lesion-derived parasites from different
mouse strains {Wanderley et al., 2006), and need to be further
investigated. In addition, it is important to determine the impact
of P5-dependent infection in human infections. Previows work
showed that there is a positive correlation between PS exposure
on parasites isolated from patients and the dewelopment of
diffuse cutaneous Leishmaniasis ([MCL). This correlation is also
observed when comparing the level of P5 on the surface of
the isolated parasites and the number of lesions in the patient
and the duration of the disease (Framcz-Costa et al, 2012)
DML pztients are characterized by low inflammetory and T
cell response that leads to uncontrolled parssite dissemination
and besion development (Barroso et al, 2018). It i possible to
suppose that in DCL patients, there is a unique combination of
cytokines that induce augmented P35 exposure on the parssite
therefore leading 1o more severe discase.

One of the hallmarks of L smazonenss infection is the
peculiar parzsitophorous vacuoles formed in infected Mbe
These vacuoles are large organelles shared by several parasites
that continuously undergo fusion with lysosomes, exosomes
and endosomes (Veras ef al, 19%6; Hesl et al, 2008). This
feature is important for amastigotes to uptake nutrients (Borges
et al, 1998), to dilute microbicidal molecules (Sacks and Sher,
2002; Wilson et al, 2008) and to evade the immune response
{Antoine et al, 1998). Interestingly, different suthors showed
that enlarged vacuoles are less present in immunodeficient
mice (Spong et al, 1957; Franca-Costa et al. 2012), suggesting
that vacuole enlargement is also @ counteractive Tesponse
from amastigotes against 2 stressful environment We observed
that mice trested with znt-P5 antibodies showed a marked
and significant decrezse in vacuole size when compared to
untreated or isofype-treated mice Surely, the antibodies are
binding to released amastigodes since they do not have
acoess to the parasitophorows vacuole. PS5 blockade could
lead to a deviation in the endocyitic psthway of parssite
internalization since PS-dependent amastignte internalization
oomurs by macropinocytosis (Wanderley et al, 200&), which
is characterized by the formation of enlarged endosomes
{Basagiannis et al, 201&). The effect of anti-P5 blocking
antibodies on vaowole size provides a further explanstion for the
decreased parasite load of mice treated with ant-P5 blocking
antibodies (Wanderley et 2l, 2013). These results suggest that
M activation by T lymphocytes stimulate PS5 exposure and
the consequences of this exposure are the alternative activation
of Mds, increase amastigote infectivity and enlargement of the
parasitophorows vacuoles. The direct mechanism that link PS5
exposure and vacunle enlargement warrant further investigation.

In summeary, this work describes that cytokine-dependent
interactions between CD4% T cells and infected Més are

sensed by intracellular parssites, which counteract by exposing
P5. Exposed PS5, in turn, down-regulates the M& microbicidal
capacity {Wanderey et al, 2006, 2013). Such cross-talk is
obtzined by a fine-tuned balance between iINOS% activation,
sufficient for stress-indwced PS5 exposure, and arginase [
activation, required for maintaining parasite survival and
profiferation. We provide evidence that the increased PS5
exposure observed on amastigodes in witro or from mouwse
lesions is due to Md stimulstion by oriokines produced
by CD4+ T cells Therefore, the cellular immune response
agzinst the parasite can be exploited by the pathogen,
geneTating amastigotes that are more competent to disseminate
the discase and to escape from the host's immune system
(Wanderley et al., 2006). In addition, we have provided further
explanation for the pathogenic role of CDet T cells during
L. amazonensis infection.
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