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RESUMO

A Leishmania é o protozodrio causador das leishmanioses, doencas tropicais ainda
negligenciadas. O processo de infec¢do causa a liberacdo de ATP (adenosina trifosfato) no
meio extracelular. O ATP sinaliza através de receptores purinérgicos do tipo P2, presentes
em diferentes células, e essa sinalizagéo resulta no aumento de citocinas pré-inflamatorias,
como TNF-q, IL-1 e IL-12. A regulacéo da resposta inflamatéria ocorre pela hidrélise do ATP
em AMP (adenosina monofosfato), pela acdo da enzima CD39 (nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase 1), que, por sua vez € convertida em adenosina pela acédo da enzima CD73
(5'-ectonuclectidase). A adenosina exerce efeitos anti-inflamatérios ao ligar-se aos receptores
da familia P1, especialmente os receptores A2A e A2B. O presente trabalho avaliou o papel
da sinalizagdo purinérgica na resposta imune de macréfagos humanos infectados com
Leishmania amazonensis (MOI 5:1) expressando a proteina fluorescente GFP. A infec¢éo de
macrofagos humanos, derivados de células THP-1, com L. amazonensis aumenta a
expressao dos receptores A2A e A2B, avaliadas por PCR quantitativa em tempo real. O
tratamento de macréfagos humanos com antagonistas seletivos do receptor A2A (ZM241385)
e do receptor A2B (PSB-603) reduzem o parasitismo de macréfagos infectados com L.
amazonensis, avaliadas por citometria de fluxo. Além disso, a inibicdo dos receptores de
adenosina A2A e A2B aumenta a producéo de intermediarios reativos de oxigénio (ROS),
moléculas altamente téxicas para o parasito, avaliada pela sonda fluorescente CM-H2DCFDA,
e aumenta a producao de TNF, IL-1f e IL-6, citocinas inflamatérias que apresentam funcdo
no controle da infeccdo, avaliadas por CBA (Cytometric Bead Array), quando comparados aos
macrofagos ndo-tratados, em células infectados com L. amazonensis. Esses dados sugerem
gue os receptores de adenosina A2A e de maneira mais expressiva o A2B, sdo essenciais
para que a L. amazonensis evite uma resposta imune com perfil pré-inflamatéria, inferindo

uma facilidade de replicagdo durante o processo de infeccéo.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis; sinalizacdo purinérgica; adenosina; macrofagos;

resposta imune.



ABSTRACT

Leishmania is the protozoan that causes leishmaniasis, a tropical disease that is still
neglected. The infection process causes the release of ATP (adenosine triphosphate)
into the extracellular environment. ATP signals through P2-type purinergic receptors,
present in different cells, and this signaling results in an increase in pro-inflammatory
cytokines, such as TNF-q, IL-1 and IL-12. The inflammatory response is regulated by
the hydrolysis of ATP into AMP (adenosine monophosphate), by the action of the
enzyme CD39 (nucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1), which in turn is
converted into adenosine by the action of the enzyme CD73 (5'-ectonucleotidase).
Adenosine has anti-inflammatory effects by binding to P1 family receptors, especially
A2A and A2B receptors. This study evaluated the role of purinergic signaling in the
immune response of human macrophages infected with Leishmania amazonensis
(MOI 5:1) expressing the fluorescent protein GFP. Infection of human macrophages,
derived from THP-1 cells, with L. amazonensis increases the expression of A2A and
A2B receptors, assessed by quantitative real-time PCR. Treatment of human
macrophages with selective antagonists of the A2A receptor (ZM241385) and the A2B
receptor (PSB-603) reduces the parasitism of macrophages infected with L.
amazonensis, as assessed by flow cytometry. In addition, inhibition of the A2A and
A2B adenosine receptors increases the production of reactive oxygen intermediates
(ROS), highly toxic molecules for the parasite, as assessed by the CM-H2DCFDA
fluorescent probe, and increases the production of TNF, IL-1p and IL-6, inflammatory
cytokines that play a role in controlling the infection, as assessed by CBA (Cytometric
Bead Array), when compared to untreated macrophages, in cells infected with L.
amazonensis. These data suggest that the A2A adenosine receptors, and more
significantly the A2B receptors, are essential for L. amazonensis to avoid a pro-
inflammatory immune response, inferring an ease of replication during the infection

process.

Keywords: Leishmania amazonensis; purinergic signaling; adenosine; macrophages;

immune response.
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1. INTRODUCAO
1.1. Leishmanioses

As leishmanioses representam um conjunto de doencas infecciosas causadas
por protozoarios do género Leishmania, que afetam milh6es de pessoas em diversas
regibes do mundo, principalmente em areas tropicais e subtropicais. De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dos 200 paises e territorios que reportaram
a OMS, 90 paises e territorios sdo endémicos para leishmaniose cutanea em 2023.
Essas doencas apresentam uma ampla diversidade clinica, variando desde
manifestacdes cutaneas localizadas até formas viscerais potencialmente fatais,
dependendo da espécie de Leishmania e da resposta imune do hospedeiro (BOGDAN
& ROLLINGHOFF, 1998).

A leishmaniose € transmitida pela picada de flebotomineos infectados,
popularmente conhecidos como "mosquitos-palha”. As formas amastigotas de
Leishmania se multiplicam e sofrem diferenciagdo em promastigotas flageladas dentro
do intestino médio das fémeas de flebotomineos. Essas formas infecciosas do parasito
deslocam-se pelo eséfago até a probdscida do inseto vetor, onde, junto a saliva, séo
transmitidas ao hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo (SEGUIN;
DESCOTEAUX, 2016). A saliva do flebotomineo contém anticoagulante que ajuda na
transmissao, evitando que o sangue coagule no local da picada do inseto. Os
mamiferos séo infectados quando o inseto vetor inocula as formas promastigotas
metaciclicas de Leishmania no local da picada. Essas promastigotas sdo entao
fagocitadas por diferentes tipos de fagocitos recrutados no local, como neutrdfilos,
células dendriticas, mondcitos e, principalmente, macréfagos. Dentro dos macrofagos,
as promastigotas se diferenciam em amastigotas, que, apos a lise das células
hospedeiras, séo liberadas no ambiente para infectar novas células. O ciclo se repete
guando o flebotomineo realiza um novo repasto sanguineo, adquirindo as formas

amastigotas liberadas ou células infectadas (MARZOCHI, 1992)(Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania (mosquito flebotomineo).

No homem, a leishmaniose se manifesta principalmente em trés grandes
formas clinicas: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e
leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2024). A leishmaniose visceral (LV), também
conhecida como calazar, é a forma mais grave da doenca e é causada principalmente
pelas espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum (anteriormente
Leishmania chagasi na América Latina) (ALVAR et al., 2012). Essa forma da doenca
afeta 6rgdos internos, como o figado, o baco e a medula 6ssea, levando a febre,
anemia, perda de peso, hepatoesplenomegalia, principalmente devido ao aumento da
carga parasitaria nesses 0Orgaos viscerais e, se nao tratada, pode ser fatal. A
leishmaniose cutanea (LC) € a forma mais comum da doenca e € causada por varias
espécies, incluindo Leishmania major, Leishmania tropica, Leishmania guyanensis,
Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis. A LC é caracterizada por lesdo
cutanea ulcerada, geralmente encontrada nos locais onde o flebotomineo pica, que
pode ser Unica ou multipla. A leishmaniose mucocutanea (LMC), por sua vez, é mais
destrutiva e envolve a destruicdo das mucosas nasais, orais e da faringe. Embora

essa forma da doenca tenha uma taxa de mortalidade baixa, pode causar

DN de amastigotas
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deformidades e cicatrizes permanentes. Essa forma € comumente causada por
espécies do subgénero Viannia, como Leishmania braziliensis. Mais de 90% dos
casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil, Etidpia e Peru. (WHO,
2021). De acordo com dados da OMS referentes ao ano de 2023, foram registrados
no Brasil 13.091 casos de leishmaniose cutdnea e 1.461 casos de leishmaniose
visceral. A distribuicdo geogréfica das leishmanioses no Brasil estd associada a
fatores socioambientais, como desmatamento, urbanizacdo desordenada e
precariedade das condi¢cdes de moradia, que favorecem a proliferacéo dos vetores e
aumentam o contato entre humanos e reservatorios naturais (ORYAN; AKBARI,
2016).

Tradicionalmente, o diagnostico laboratorial da leishmaniose baseia-se em
métodos parasitologicos diretos e indiretos, como a visualizacdo direta de amastigotas
em esfregacos de tecidos ou aspirados das Ulceras, e em métodos sorolégicos, que
detectam anticorpos especificos contra Leishmania. A intradermorreacdo de
Montenegro (IDRM), um método indireto, fundamenta-se na resposta de
hipersensibilidade celular retardada, podendo ser negativa nas primeiras quatro a seis
semanas apods o surgimento da lesdo cutanea (NEVES et al., 2011). No entanto, esses
métodos possuem limitagdes, como a baixa sensibilidade em algumas formas clinicas
e a dificuldade de obtenc&o de amostras em certos estagios da doenga. Nos ultimos
anos, técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e testes
sorolégicos tém ganhado destaque como ferramentas diagndsticas devido a sua alta
sensibilidade e especificidade (NEVES et al., 2011). A oligocromatografia-PCR (OC-
PCR) e a amplificacdo baseada em sequéncia de acido nucleico (NASBA) séo
métodos inovadores que oferecem maior sensibilidade e rapidez em comparacao ao
PCR tradicional. No entanto, ambos apresentam limitagcdo quanto a diferenciarem as
espécies de Leishmania (AKHOUNDIet al, 2017).

A droga de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar é
o antimoniato de N-metilglucamina. Como droga de segunda escolha € utilizado o
isotionato de pentamidina e a anfotericina B (GONTIJO; CARVALHO, 2003). O
controle das leishmanioses enfrenta diversos desafios, incluindo a diversidade de
espécies de Leishmania, a complexidade do ciclo bioldégico do parasito e a resisténcia
de alguns vetores aos inseticidas. Além disso, o tratamento das leishmanioses com

antimoniais pentavalentes ou anfotericina B é limitado e envolve medicamentos com
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efeitos adversos severos, como toxicidade cardiaca, hepética e renal, além de serem
administrados por via intravenosa, o que prejudica a adesédo ao tratamento (PASSAES
et al, 2023; ORYAN; AKBARI, 2016). Diante disso, é essencial o desenvolvimento de
novas estratégias de prevencdo e controle, assim como terapias mais eficazes e

acessiveis para as populacdes afetadas.

1.2. Leishmania amazonensis

Leishmania (L.) amazonensis € o agente causador de 3 formas diferentes de
leishmaniose cutanea encontrada no Brasil, sendo elas: a Leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e a leishmaniose cutanea
disseminada borderline (BDCL) (SILVEIRA et al., 2004). Lesdes em pacientes com
LCL causadas por L. amazonensis apresentam grande infiltracdo na borda da leséo,
e juntamente com sua histopatologia, ddo uma pista sobre o agente causador. Nessas
lesbes, ha um infiltrado denso de macréfagos vacuolados na derme, que sédo cheios
de amastigotas e dao ao infiltrado a aparéncia de um granuloma macrofagico. A
infeccao por L. amazonensis gera aumento da expressdao de mRNA de IL-4 em les@es.
(MORAES & SILVEIRA, 1994; SILVEIRA et al., 2004).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) € uma manifestagéo rara de leishmaniose
cutanea sendo caracterizada pela auséncia de resposta celular especifica (anergia)
para antigenos de Leishmania. A anergia celular esta associada a acentuada
proliferacdo dos parasitos e a disseminagcdo da infeccdo. A L. (L.) amazonensis é
considerada a Unica espécie causadora de LCD no Brasil (BRASIL, 2017). A leséo
exibe uma infiltracdo macica de macrofagos repletos de amastigotas, resultante da
auséncia de linfécitos e plasmaocitos na area afetada. Esse padréo de infiltracdo
confere a lesdo a aparéncia de um granuloma macrofagico. No entanto, apesar da alta
concentracdo de macréfagos, a resposta imune € ineficaz devido a falta de células T
e de citocinas essenciais para o combate a infeccdo (MORAES, P. & SILVEIRA,F.T.,
1994; SILVEIRA et al., 2004). A LCD é clinicamente caracterizada por uma infiltracéo
difusa da pele, na qual aparecem muitos nodulos, papulas, tubérculos e placas
infiltradas que raramente se tornam ulceradas (SILVEIRA et al., 2004). Essa condi¢cao
€ particularmente preocupante, pois a L. amazonensis esti associada a uma resposta

imune alterada no hospedeiro, com producdo desregulada de citocinas inflamatorias
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e supressoras, o que dificulta o controle da infeccdo e contribui para a cronicidade da
doenca (PEREIRA & ALVES, 2008; JI et al., 2003). A LCD apresenta uma resposta
imune CD4+ Th2 predominante, com expressao mais fraca de mRNA para IFN-y e
expressdo mais forte de mMRNA para IL-4 (SILVEIRA et al., 2004; RIBEIRO-DE-JESUS
et al., 1998).

Nos casos de BDCL causados por L. amazonensis, as lesfes apresentam-se
de maneira mais tardia, ap6és 6 meses, em comparacdo com a L. braziliensis que
apresenta lesdes apos 2 ou 3 meses, além do menor nimero de lesGes metastaticas
(SILVEIRA et al., 2004). Na derme destes casos € possivel encontrar grandes
colecbes de macréfagos vacuolados e fortemente parasitados, rodeados por grupos

de linfécitos e plasmacitos.

Essa espécie possui um ciclo zoon6tico mantido em reservatorios silvestres,
roedores do género Proechymis e o Oryzomys, o que facilita sua disseminacdo em
areas florestais e periurbanas, especialmente em regides impactadas pelo
desmatamento e outras altera¢cées ambientais. Além disso, a L. amazonensis tem se
expandido para outras regides do, como o Nordeste e o Centro-Oeste, pois seu
principal vetor, Lu. flaviscutellata, apresenta ampla distribuicdo geogréfica, sendo
encontrado em diferentes habitats, contribuindo para o aumento da incidéncia de

leishmaniose cutanea no pais (BRASIL, 2017).

1.3. Respostaimune a L. amazonensis

A resposta imunolégica do hospedeiro desempenha um papel crucial na
determinacao da gravidade da infeccéo e na capacidade do organismo de controlar a
progressdo da doenca. A interacdo entre o sistema imunologico e o parasito
Leishmania envolve mecanismos complexos, que podem resultar tanto na eliminagao
do parasito quanto na sua persisténcia crénica no hospedeiro, diferenciando as formas
clinicas apresentadas pela doenca. Esta resposta inflamatéria dependera ndao apenas
do histdrico genético do hospedeiro, do estado nutricional e da imunocompeténcia,
mas também em grande parte da espécie de parasito que inicia a infec¢do, do vetor e
de fatores ambientais e sociais (COSTA-DA-SILVA, et al 2022). A eficacia da resposta
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imune inata, mediada por células fagociticas, como macréfagos e neutréfilos, é

determinante no controle inicial da infeccéo.

Quando as formas promastigotas da Leishmania sé&o introduzidas na pele, pela
picada do inseto vetor, elas se deparam com algumas células, como macréfagos
residentes, células de Langerhans e mastdcitos, que compdem o sistema imune da
pele. Através de alteracbes de membrana, os parasitos conseguem resistir ao sistema
complemento e infectar os macréfagos com sucesso. Essas modificacdes podem
envolver mudancas na estrutura dos lipofosfoglicanos (LPG), regulacdo positiva da
expressao de gp63 e mudancas no conteado enzimatico, dependendo da espécie de
leishmania analisada (ALEXANDER et al., 1999). As moléculas de LPG ajudam a
sobrevivéncia dos parasitos a resposta imune do hospedeiro de inUmeras formas,
dificultando a ligacdo do complexo MAC do sistema complemento ao parasito, atraves
do alongamento na estrutura do LPG (CASTELLANO, 2005). Além disso, inibem a
fusdo do fagossomo-endossomo (DESJARDINS E DESCOTEAUX, 1997) e a
atividade da proteina quinase C (PKC) (GIORGIONE et al.,, 1996) e suprimem a
expressdo de NOS2 de macréfagos e a producédo de NO (PROUDFOOT et al., 1996).

A metaloproteinase 63 (GP63) € uma molécula expressa na superficie do
parasito, em abundancia nas formas promastigotas metaciclicas (YAO et al, 2005). A
GP63 cliva o C3b em C3bi, 0 que ajuda o parasito a evitar a lise mediada pelo sistema
complemento (OLIVIER et al, 2012). Além disso, as moléculas C3b e C3bi se ligam
aos receptores do sistema complemento CR1 e CRS3, respectivamente, facilitando a
adeséao e fagocitose dos promastigotas de Leishmania (KANE & MOSSER, 2000).
Supressao da explosao oxidativa, protecdo da citolise e degradacdo lisossomal
também foram associados as atividades da GP63 (ALEXANDER et al, 1999). Além
disso, a lipofosfoglicana (LPG) e a metaloprotease gp63 protegem o0s promastigotas
das enzimas hidroliticas presentes no intestino do flebotomineo. A LPG também
desempenha um papel crucial na adesao dos promastigotas ao epitélio intestinal do
inseto, facilitando sua sobrevivéncia e desenvolvimento (ALEXANDER et al., 1999).

Os parasitos promastigotas fagocitados pelos macrofagos ficam dentro de um
vacuolo parasitéforo, o fagolisossoma, formado pela fuséo do fagossomo contendo o
parasito com os lisossomos contendo enzimas liticas. Esses fagocitos reconhecem o

parasito através de receptores do tipo Toll (TLRsS) e a interacdo do LPS com o TLR2
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induz a ativacdo dos macrofagos, que resulta na producéo de NO (6xido nitrico), ROS
(intermediarios reativos de oxigénio), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina-12 (IL-12), essenciais para a ativacdo de uma resposta imune efetora
(GUPTA et al, 2014). E bem estabelecido que a producdo de ROS e NO s&o mais
efetivas contra Leishmania (LIEW et al, 1990; BOGDAN, 2001; GREEN et al, 1991).
A entrada via receptores do tipo CR3 é vantajosa ao parasito, pois permite a infeccédo
silenciosa dos macréfagos sem inducéo de estresse oxidativo e reducao da producéo
de IL-12, devido a um aumento da fosforilacdo de Erk 1/2 (MARTH & KELSALL, 1997,
SUTTERWALA et al., 1998) (COSTA-DA-SILVA et al, 2022). Além da capacidade de
facilitar a infeccdo das células hospedeiras, os parasitos do género Leishmania
possuem diversos mecanismos para modificar a resposta imune, proporcionando sua
sobrevivéncia e manutencéo da infeccéo (OLIVIER & GREGORY, 2005).

Um dos principais mecanismos de evasao imunoldgica é a inibicdo da produgéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de o6xido nitrico (NO), substancias
microbicidas cruciais para a eliminagéo intracelular de patégenos (BOUSSOULAS et
al., 2019). O ¢éxido nitrico (NO), que desempenha um papel crucial na resposta imune
contra patdgenos, é gerado pela enzima 6xido nitrico sintase Il (NOS IlI), também
chamada de NOS induzivel ou iINOS. A sintese de NO pela iINOS ¢é estimulada por
diversas citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a e IL-1. Por outro lado, essa
producdo pode ser suprimida por citocinas com acao anti-inflamatoria, como TGF-,
IL-3, IL-4 e IL-10 (JORENS et al, 1995). Além disso, o parasito modula a producéo de
citocinas, favorecendo um ambiente anti-inflamatério por meio da inducdo de
producdo de interleucina-10 (IL-10) e do fator de crescimento transformador beta
(TGF-B) por macréfagos infectados, que inibem a ativacao efetiva dos macrofagos e
a resposta imune adaptativa e esta intimamente relacionado a um retardo na
expressdo de iINOS (BOGDAN & ROLLINGHOFF, 1998; STENGER et al., 1994;
SUTTERWALA et al., 1998; CUNNINGHAM, 2002; COSTA et al., 2020). Um dos
mecanismos da L. amazonensis de evadir o sistema imune é através da sua
capacidade de inibir a producdo de NO pelos macréfagos, o que favorece a
sobrevivéncia do parasito no interior da célula (BALESTIERI et al., 2002; ALMEIDA et
al., 2012; CALEGARI-SILVA et al., 2009). Essa inibicdo parece estar associada a uma
reducdo na atividade da iNOS e a uma expressao deficiente dessa enzima, de forma
dependente de NFkB, em macrofagos infectados (CALEGARI-SILVA et al., 2009).
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A resposta adaptativa, mediada principalmente pelas células T CDA4+,
desempenha um papel fundamental na defesa contra a infec¢éo por Leishmania. E
amplamente reconhecido que o controle eficaz da infeccéo depende de uma resposta
imune celular predominantemente do tipo 1, caracterizada pela ativacéo de linfécitos
CD4+ e CD8+ e pela liberagao de citocinas como IL-12, IFN-y, TNF-q, linfotoxina, além
de quimiocinas derivadas de macréfagos (COELHO et al, 2010; SOONG L., 2012).
Pesquisas indicam que uma resposta Thl robusta, marcada pela producdo de
interferon-gama (IFN-y), desempenha um papel crucial no controle da infecgao,
estimulando a ativacdo dos macréfagos e a subsequente producdo de 6xido nitrico
(NO) (SILVA & ALMEIDA, 2017; CECILIO et al, 2014). Por outro lado, a predominancia
de uma resposta Th2, associada a producéo de interleucinas como IL-4, IL-5, IL-13,
IL-10 e TGF- favorece a progressao da doenga, uma vez que essas citocinas inibem
a ativacdo dos macréfagos e promovem um ambiente permissivo a replicacdo do
parasito (SMITH et al., 2018; CECILIO et al, 2014)(Figura 2). A variabilidade clinica
das leishmanioses reflete, em parte, as diferentes respostas imunes geradas pelo
hospedeiro, e, de maneira geral, citocinas do tipo Th2 aumentadas, que restringem a
resposta do tipo Thl, levam a um ambiente imunoldgico permissivo a replicacao do
parasito (GABRIEL et al,2019). As infec¢cdes por L. amazonensis ocasionam um
aumento de células Treg CD4+CD25+CD86+, juntamente com uma expressao
aumentada de FoxP3, TGF-B e IL-10R (JI et al., 2005). A Leishmania amazonensis
também escapa da resposta imune ao inibir a producdo precoce de citocinas e
qguimiocinas inflamatérias, além de impedir o desenvolvimento de células Thl

especificas de antigeno na presenca de baixos niveis de citocinas Th2 (JI et al., 2003).
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Figura 2. Resposta imune a infeccéo por L. amazonensis.

Portanto, a compreensdo dos mecanismos imunologicos envolvidos na
infeccdo por Leishmania é crucial para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e vacinais. Estratégias que favorecam a indugdo de uma resposta Thl
protetora, a modulacdo de citocinas imunossupressoras como IL-10 e TGF-B e
citocinas inflamatoérias como IL-1B, TNF, IL-6 e IL-12 sdo essenciais para o controle

eficaz da doenca.

1.4. Sinalizacdo Purinérgica

A sinalizacdo purinérgica tem emergido como um importante mecanismo
regulador das respostas imunoldgicas, desempenhando um papel crucial tanto na
homeostase do sistema imune quanto na modulacdo de respostas inflamatorias. A
sinalizacdo mediada por nucleotideos extracelulares, como ATP e adenosina, ocorre
por meio de receptores purinérgicos expressos em diversos tipos celulares, incluindo
macrofagos, células dendriticas e linfécitos, e esta intimamente associada a regulacéo

da inflamacdo e imunidade durante infec¢des, autoimunidade e cancer
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(BURNSTOCK, 2016)(Figura 3). Durante certas condigcbes, como processos
infecciosos e inflamatdrios, hipdxia e isquemia, ocorre uma liberacéo significativa de
ATP (adenosina trifosfato) para o meio extracelular. O ATP pode ser liberado por
varios mecanismos, incluindo a lise celular, a exocitose de vesiculas ricas em ATP, a
abertura de canais permeaveis a nucleotideos, a liberacdo de vesiculas
transportadoras que entregam proteinas para a membrana celular, além de vias
lisossomais e de hemicanais formados por panexinas e conexinas. (FREDHOLM et
al., 2011; BURNSTOCK & BOEYNAEMS, 2014).
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Figura 3. Sinalizacao purinérgica.

Os receptores purinérgicos sao classificados em dois grandes grupos:
receptores P1 acoplados a proteina G (metabotropicos), ativados pela adenosina, e
receptores P2, que respondem a nucleotideos como ATP e ADP (BURNSTOCK &
KENNEDY, 2011). Dentro dessa classificacdo, os receptores P1 incluem quatro
subtipos (A1, A2A, A2B, e A3), enquanto os receptores P2 sao divididos em dois
grupos principais: os P2X, que sado canais ionicos, e os P2Y, que sao acoplados a
proteina G (RALEVI & BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2004). A ativacdo desses

receptores gera respostas distintas que podem ser tanto pro-inflamatorias quanto anti-

e e e
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inflamatérias, dependendo do contexto e do receptor envolvido. Quando o ATP é
liberado para o meio extracelular as ectoenzimas CD39 (nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase 1) e CD73 (5-ectonucleotidase), enzimas expressas em diferentes
tipos celulares, incluindo analogos em parasitos protozodrios, atuam na hidrélise de
ATP/ADP em AMP e de AMP em adenosina, respectivamente. Dessa forma, a
atividade enzimatica de CD39 e CD73 regulam a duragdo, intensidade e natureza dos
sinais purinérgicos, controlando a resposta inflamatéria. A transformacéo de ATP/ADP
e AMP para adenosina, acarreta uma mudanca na atividade das células imunes pré-
inflamatorias conduzidas por ATP para um estado anti-inflamatério mediado por
adenosina. A expresséo e atividade de CD39 e CD73 sofrem mudancas dindmicas de
acordo com o contexto fisiopatolégico no qual estdo inseridos (ANTONIOLI et al.,
2013). Em infeccbes por L. amazonensis, a atividade da E-NTPDase é regulada
diferencialmente ao longo do ciclo de vida do parasito, estando significativamente
aumentada em amastigotas e promastigotas metaciclicos, ambas formas infectantes
em hospedeiros mamiferos (PAES-VIEIRA et al, 2021).

O ATP extracelular sinaliza através de receptores purinérgicos do tipo P2. As
subfamilias P2YR e P2XR consistem em oito (P2Y1, 2, 4, 6, 11-14) e sete (P2X1-7)
membros, respectivamente (DI VIRGILIO et al., 2017). O receptor P2X7, por exemplo,
€ amplamente conhecido por promover a producdo de citocinas inflamatorias, como
IL-1B e IL-18, através da ativacao da via do inflamassoma NLRP3 (DI VIRGILIO et al.,
2017). De maneira geral a ligacdo do ATP aos receptores do tipo P2 gera um aumento
na producédo de diversas citocinas inflamatérias, como IFN-y, TNF-q, IL-1 e IL-12 (LA
SALA et al, 2003; LANGSTON et al, 2003). A ativacao dos receptores da subfamilia
P2X estd relacionada a processos como percepg¢do sensorial, agregacdo de
plaguetas, morte celular, além da ativacdo de IL-18 e TNF-a (NORTH, 2002; FERRARI
et al.,, 2006). Em contrapartida, a interacdo com receptores P2Y estd associada a
proliferacdo celular, apoptose, processos inflamatérios, maturacdo de células
dendriticas e, dependendo do subtipo, ao aumento da producdo de IL-13
(ABBRACCHIO et al., 1998; SCHNURR et al., 2000).

A adenosina, através da ativacdo de receptores P1, desempenha um papel
central na resolucdo de respostas inflamatérias. Os subtipos dos receptores de
adenosina séo distribuidos de maneira diferente por cada célula-alvo. Por exemplo,

ADORA2B ¢é altamente expresso em células endoteliais vasculares, enquanto
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ADORAZ2A ¢ altamente expresso em células imunes, como neutréfilos e linfocitos
(ELTZSCHIG et al, 2012). A ligacdo de adenosina aos receptores A2A e A2B limita a
producéo de citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a e IL-12 e induz aumento
na producdo de IL-10 pelas células, promovendo uma resposta imune mais regulada
e prevenindo danos teciduais (HASKO et al., 2008). Os receptores A2 s&o capazes de
estimular a adenilato ciclase, levando ao acumulo de AMPc, o que prejudica a
expressao de CD40, a geracado de mediadores inflamatorios, a producédo de IL-12 e a
atividade microbicida (FIGUEIREDO et al, 2017). A infec¢cdo por L. amazonensis,
dependente da ligacdo do receptor A2B, prejudica a ativacdo de células dendriticas
(DC), ao diminuir a expressao de MHC classe I, CD86 e CD40 (FIGUEIREDO et al,
2012). Além disso, a sinalizacao via A2A tem sido associada a inducao de células T
reguladoras (Tregs), que sdo essenciais para o controle da inflamacéo crénica e a
manutencdo da tolerancia imunoldgica (SITKOVSKY, 2020). Durante o término da
sinalizacdo, a adenosina € metabolizada em inosina através da adenosina
desaminase (ADA) ou em AMP através da adenosina quinase (ELTZSCHIG et al,
2012).

1.5. Justificativa

A leishmaniose € endémica em 99 paises, com uma média de 52.645 casos
por ano e mais de 12 milhdes de pessoas infectadas, estando na lista das 10 principais
doencas tropicais negligenciadas, segundo a OMS. A doenca afeta
predominantemente populacdes de paises em desenvolvimento, situados em regiées
tropicais e subtropicais, onde o investimento em salde e pesquisa cientifica para
desenvolvimento de novos medicamentos e vacinas é reduzido. As ferramentas de
controle e prevencdo ainda s&o limitadas, pois carecem de mais pesquisas e do
entendimento mais profundo dos mecanismos de evasao da resposta imune pela
Leishmania, se tornando, dentro desse contexto, fundamental para um efetivo
combate a essa doenca negligenciada. Essa situacdo € agravada pela escassez de
medicamentos eficazes e pela elevada toxicidade das terapias disponiveis, que

frequentemente causam efeitos adversos severos e limitam a adesao ao tratamento.

Na imunopatologia de diversas doencas infecciosas, como a leishmaniose, a
sinalizacao purinérgica desempenha um papel dual, regulando tanto a ativagdo imune

necessaria para o controle do patégeno quanto a modulagéo da inflamacéao excessiva,
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gue pode levar a danos teciduais. Assim, compreender a dindmica da sinalizacao
purinérgica na resposta imune pode oferecer novas oportunidades terapéuticas. A
manipulacdo de receptores purinérgicos, seja para aumentar a atividade
imunossupressora em doencas autoimunes ou para modular a inflamagdo em
infecgBes crbnicas, como a leishmaniose, representa uma estratégia promissora para
o desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. O avan¢o no entendimento
dessa via de sinalizacdo oferece insights valiosos para o controle da resposta
inflamatodria e da imunidade, sendo essencial para o tratamento de diversas patologias

inflamatorias e infecciosas, incluindo as leishmanioses.

Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda carecem de investigacdes
aprofundadas. O presente estudo busca entender como a expressao dos receptores
de adenosina, A2A e A2B, participam da infeccao por L. amazonensis em macrofagos
humanos, principal célula hospedeira desse parasito. O nosso interesse especifico por
essa espécie se baseia, primeiramente, no aumento da expressao de outros
receptores purinérgicos durante a infeccdo por L. amazonensis encontrados na
literatura, e, ainda, pelo amplo conhecimento da capacidade desse parasito de
promover uma resposta imune alterada, com desregulacéo na producao de citocinas
e baixa resposta pré-inflamatéria. Espera-se que os conhecimentos obtidos sobre a
funcéo da sinalizacdo purinérgica no processo de infec¢cdo por L. amazonensis, com
base nos resultados obtidos, ndo apenas contribuam para esclarecer os mecanismos
de infeccdo dessa espécie, mas também possibilitem o desenvolvimento de novas

abordagens para tratamento e prevencgao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da sinalizagdo purinérgica nas infec¢cdes por Leishmania

amazonensis.
2.2. Objetivo especificos

- Avaliar a expressdo dos receptores adenosina A2A e A2B, em macrofagos

humanos infectados com Leishmania amazonensis e controles saudaveis;

- Investigar os efeitos da inibicdo dos receptores de adenosina, A2A e A2B, na

carga parasitaria de macréfagos humanos infectados com L. amazonensis;

- Avaliar os efeitos da inibicdo dos receptores de adenosina, A2A e A2B, na

resposta imune de macréfagos humanos infectados com L. amazonensis;
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aspectos éticos

Esse estudo dispensa aprovacdo de comité de ética de pesquisa por ser

realizado com macréfagos humanos de linhagem celular imortalizada (THP-1).

3.2. Infecc¢des in vitro

Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis expressando a proteina verde
fluorescente (GFP) foram cultivadas em meio Grace (Sigma-Aldrich), suplementado
com 20% de soro fetal bovino (SFB; Gibco), 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml penicilina
e 100 ug/mL de estreptomicina, todos da marca Sigma-Aldrich, a 26°C. Os parasitos
foram mantidos em placas de 24 pocos por até seis passagens e utilizados em
experimentos durante a fase estacionaria do crescimento (6° dia de cultivo). A proteina
verde fluorescente (GFP) foi utilizada como um marcador de viabilidade celular do
macrofago e sobrevivéncia do parasito, uma vez que a fluorescéncia ndo € emitida na

auséncia de infecgdo e cessa quando os parasitos morrem.

Células da linhagem monocitica humana THP-1 foram cultivadas em meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) com 50 ug/mL de gentamicina, 2 mM de L-glutamina e
10% de SFB inativado. Essas células foram diferenciadas em macréfagos com 100
ng/mL de PMA (Forbol 12-miristato 13-acetato; Sigma-Aldrich) por 24h, a 37 °C/5%
CO2, sendo posteriormente lavadas e incubadas com meio RPMI suplementado por
24 horas adicionais (dos Santos et al., 2017). Os macroéfagos diferenciados de células
THP-1 foram tratados ou ndo com 10 uM de antagonistas seletivos dos receptores de
adenosina A2A (ZM241385; Sigma-Aldrich) ou A2B (PSB-603; Sigma-Aldrich). Apos
1 hora de tratamento, as células foram infectadas com promastigotas de L.
amazonensis-GFP (MOI 5:1) por 24 horas, a 36 °C e 5% de CO.. As taxas de infeccéo
foram analisadas por citometria de fluxo, avaliando a porcentagem de macrofagos
infectados (GFP+) e a média de intensidade de fluorescéncia do GFP (MFI). Para
analise da expresséo dos receptores A2A e A2B, o RNA total foi isolado por coluna de
silica (Total RNA Purification Kit; Cellco Biotecnologia), conforme protocolo do
fabricante, e convertido em cDNA com iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad),

analisadas por PCR guantitativa em tempo real.
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3.4. Expressao de genes

Foi avaliada a expressdo de mRNA para os receptores de adenosina A2A e
A2B por PCR quantitativa em tempo real, conforme previamente estabelecido
(Galdino et al., 2014), usando os pares de primers ACCGCTACATTGCCATCCGCAT
e TCCTTTGGCTGACCGCAGTTGT, para ADORA2A; e
GGGCTTCTGCACTGACTTCT e  CCGTGACCAAACTTTTATACCTG, para
ADORAZB.

3.5. Avaliacéo da Resposta Imune

A producao de citocinas inflamatérias IL-1B, TNF e IL-6 foram avaliadas por
CBA (Cytometric Bead Array), com kits comerciais, nos sobrenadantes das culturas
de células THP-1 diferenciadas em macrofagos tratadas com antagonistas seletivos
dos receptores de adenosina A2A(ZM241385; Sigma-Aldrich) ou A2B(PSB-603;
Sigma-Aldrich) e infectadas por L. amazonensis. A producdo de ROS foi avaliada
utilizando a sonda fluorescente CM-H2DCFDA, que emite fluorescéncia ao ser clivada

por espécies reativas de oxigénio, sendo entdo analisada por citometria de fluxo.

3.6. Analises Estatisticas

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo (SD). Os testes t
de Student, One-way ou Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, foram

utilizados para as analises estatisticas. A significancia foi estabelecida em p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Infeccdo por L. amazonensis aumenta a expressdo dos receptores de
adenosina A2A e A2B

Os receptores do tipo A2 séo responsaveis pela resposta anti-inflamatéria da
adenosina e esses efeitos se devem pelo aumento de AMPc intracelular, inibicdo de
citocinas pré-inflamatérias e alteracéo do equilibrio Th1/Th2 induzindo uma resposta
do tipo Th2 (ABBRACCHIO & CERUTI, 2007). J& foi anteriormente descrito na
literatura que a ativacao do receptor A2B pode ser usada por L. amazonensis para
inibir a funcdo de DC e evitar a resposta imune (FIGUEIREDO et al, 2012). Além disso,
a infeccado por L. amazonensis regula positivamente a expressao de CD73, o que esta
associado a inibicdo da resposta imunolégica devido a maior producédo de adenosina
(BAJRACHARY et al., 2022). A expresséo dos receptores P2Y2 e P2Y4 também é
regulada positivamente durante infec¢do por L. amazonensis (MARQUES-DA-SILVA
et al., 2011), sugerindo, junto com outros estudos, um papel significativo do parasito
na regulacdo de diversos receptores envolvidos na sinalizacdo purinérgica. No
entanto, por mais que a indugcédo da expressédo génica dos receptores de adenosina
A2A e A2B ja tenha sido descrito em infec¢Bes por L. donovani, a participacdo da L.
amazonensis na regulacdo dos receptores nunca havia sido avaliada em macrofagos
humanos (BASU et al., 2020).

Assim, decidimos avaliar se a infeccao por L. amazonensis afetaria a expressao
dos receptores de adenosina A2A e A2B, em comparagdo com um grupo controle n&o
infectado. Para isso, foi realizada a sintese de cDNA a partir do RNA total isolado do
sobrenadante de células THP-1 infectadas, ou ndo, com L. amazonensis,
possibilitando a analise da expressao génica por PCR quantitativo em tempo real.
Como mostrado na Figura 1, a infec¢do de macrofagos com L. amazonensis aumenta
a expressao dos receptores de adenosina A2A (Fig. 4A) e A2B (Fig. 4B), quando
comparados aos macrofagos ndo infectados. Dado o conhecimento sobre os efeitos
anti-inflamatérios da adenosina através da ligagdo aos seus receptores,
principalmente o A2A e o A2B, a modulagéo da expressao de seus receptores pela L.
amazonensis parece indicar um meio de regulacdo do sistema imune vantajoso para

a sobrevivéncia e replicacéo do parasito.
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Figura 4. Expressao dos receptores A2A e A2B em macrdéfagos THP-1 infectados com L.
amazonensis. Células THP-1 diferenciadas em macréfagos foram infectadas com L. amazonensis por
24 horas e PCR quantitativo em tempo real foi usado para verificar a expressdo do receptor de
adenosina ADORA2A (A2A) (A) e a expressao do receptor de adenosina ADORA2B (A2B) (B). Barras
representam a média * desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *
p < 0,05, comparado ao controle.

4.2. Tratamento com antagonista dos receptores A2A e A2B diminui infeccéo

Um trabalho anterior demonstrou que o bloqueio do receptor A2B com
antagonista seletivo reduziu a sobrevivéncia do parasito no interior das células
murinas estimuladas com IFN-y e LPS (GOMES, 2015). Para confirmar se os
receptores de adenosina apresentam, durante infec¢cdo por L. amazonensis, funcéo
na regulacédo da resposta imune e consequente sobrevivéncia do parasito, foram
utilizadas formas promastigotas de L. amazonensis-GFP para infectar células THP-1
diferenciadas em macrofagos que foram pré-incubadas com antagonistas seletivos
dos receptores de adenosina A2A (ZM242385) ou A2B (PSB-603). O bloqueio dos
receptores A2A e A2B reduziu a porcentagem de células infectadas (GFP+; Figura
5A) e a intensidade média de fluorescéncia das células (MFI; Figura 5B), de maneira
mais acentuada quando A2BR foi inibido, quando comparado as células sem o
tratamento. Esses dados indicam que os receptores de adenosina desempenham um
papel importante na sobrevivéncia do parasito em macrofagos humanos, ja que a
inibicdo desses receptores promove a eliminacdo, ainda que parcial, de L.

amazonensis.
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Figura 5. Papel dos receptores de adenosina na infeccdo de macrdfagos humanos por L.
amazonensis. Células THP-1 diferenciadas em macrofagos foram tratados com 10 uM de antagonistas
seletivos de A2A (ZM241385) e A2B (PSB-603) e, apés 1 hora do tratamento, as células foram
infectadas com promastigotas de L. amazonensis-GFP (MOI 5:1). As taxas de infeccdo foram avaliadas
por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de macrofagos infectados (GFP+). (B) Média de intensidade
de fluorescéncia do GFP (MFI). Barras representam a média = desvio padrao de trés experimentos

independentes realizados em duplicata. * p < 0,05, comparado ao controle.

4.3. Tratamento com antagonista dos receptores A2A e A2B aumenta a producao

de ROS em infecc¢ao por L. amazonensis

E bem documentado que a producdo de ROS gerada pela ativacdo do
macréfago € muito efetiva para a eliminagdo de Leishmania spp., por ser altamente
toxico para o parasito (LIEW et al, 1990; MURRAY, 1982). Conforme demonstrado em
um estudo anterior, células infectadas com L. amazonensis liberam quantidades
menores de ROS, o que poderia explicar a dificuldade de eliminacdo do parasito
(Almeida et al., 2012). Além disso, o ROS tem um papel fundamental na regulacéo da
resposta inflamatéria, mediando a apoptose adequada de neutrofilos em resposta a
infeccdes (Carneiro et al., 2018). Para compreender os efeitos da inibicdo dos
receptores de adenosina no controle da infeccdo por moléculas téxicas, foi realizada

a dosagem de ROS.

A producdo de ROS foi avaliada por citometria de fluxo, com a leitura da
fluorescéncia gerada pela clivagem da sonda fluorescente CM-H2DCFDA em

resposta a presenca de ROS, apds infecgcdo com L. amazonensis e tratamento com
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antagonista seletivo A2A (ZM242385) ou A2B (PSB-603). O aumento na producgéo de
ROS gerado pelo tratamento com PSB-603 (Figura 6) correlaciona-se com 0s
resultados apresentados anteriormente. O bloqueio do receptor A2B, com PSB-603,
promove um ambiente mais pro-inflamatério, aumentando a producao de ROS pelos
macréfagos e resultando em uma reducdo na taxa de parasitismo, observada

anteriormente. Nenhuma alteracéo significativa foi observada em células tratadas com

0 antagonista do A2A.
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Figura 6. Producédo de ROS em macrd6fagos THP-1 infectados com L. amazonensis. Células THP-
1 diferenciadas em macréfagos foram tratados com antagonistas seletivos de A2A (ZM241385) e A2B
(PSB-603) e infectadas com promastigotas de L. amazonensis por 24h. 10mM da sonda fluorescente
CM-H2DCFDA, foi adicionada as células, 30 minutos antes da infeccdo por L. amazonensis, e a
producgdo de ROS foi quantificada por citometria de fluxo. Barras representam a média + desvio padrdo
de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0,05, comparado ao controle.

4.4. Macrofagos infectados por L. amazonensis e tratados com antagonistas dos
receptores A2A e A2B apresentam aumento na producdo de citocinas pro-

inflamatorias

Os macréfagos infectados com L. amazonensis produzem menos TNF, mesmo
na presenca de IFN-y (GOMES et al., 2002). Além disso, a infeccdo com L.
amazonenis ja demonstrou diminuir e retardar a producao de citocinas inflamatoérias,
como IL-12, IFN-y, IL-1a e IL-1B, nos tecidos dos pés e nos linfonodos de drenagem,
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em comparagdo com 0s nhiveis observados em controles infectados com L. major
(JONES et al.,, 2000). Para confirmar o papel dos receptores de adenosina na
regulacdo de citocinas na resposta imune a L. amazonensis, a expressao de citocinas
foi avaliada por meio do kit CBA com analise subsequente por citometria de fluxo.
Observou-se que o antagonismo de receptores A2A e A2B promove um aumento na
producdo de citocinas proé-inflamatérias TNF (Figura 7A), IL-1B (Figura 7B) e IL-6
(Figura 4C), por macrofagos humanos infectados com L. amazonensis, em
concordancia com os dados obtidos anteriormente. A regulacdo de citocinas é um
mecanismo bem documentado de evasao imune utilizado pela L. amazonensis, onde
a reducdo de citocinas pro-inflamatorias e o aumento de citocinas anti-inflamatorias
criam um ambiente mais favoravel ao parasito. Correlacionando com o aumento da
producao de ROS e a diminui¢do da taxa de infeccdo, percebe-se que antagonizar 0s
receptores de adenosina impede que a L. amazonensis mantenha-se em um ambiente
anti-inflamatorio, possivelmente via indugdo de uma maior expressdo desses
receptores, favorecendo uma resposta imune mais eficaz. As citocinas anti-

inflamatérias avaliadas nao apresentaram diferencas significativas.
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Figura 7. Producado de citocinas pré-inflamatérias em macr6fagos THP-1 infectados com L.
amazonensis. Células THP-1 diferenciadas em macrofagos foram tratados com antagonistas seletivos
de A2A (ZM241385) e A2B(PSB-603) e infectadas com promastigotas de L. amazonensis por 24 horas.
O sobrenadante foi coletado para a analise da producéo de citocinas CBA/citometria de fluxo. (A)
Producédo de TNF. (B) Producédo de IL-1B. (C) Producéo de IL-6. Barras representam a média + desvio
padréo de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0,05, comparado ao controle.
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5. CONCLUSAO

A infeccdo de células humanas por L. amazonensis aumenta a expressao dos
receptores de adenosina A2A e A2B. O uso de antagonistas especificos para esses
receptores, como o0 ZM241385 (para A2A) e o PSB-603 (para A2B), reduz
significativamente a taxa de infeccdo por L. amazonensis e estimula a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e de citocinas pré-inflamatorias, incluindo TNF,
IL-18 e IL-6. Ao bloquear esses receptores, cria-se um ambiente hostil para o parasito,
caracterizado pela producéo de ROS e citocinas pré-inflamatérias, que promovem um
efeito leishmanicida e, consequentemente, reduzem as taxas de infec¢cao por meio da
eliminacao das leishmanias. Esses resultados sugerem que a L. amazonensis regula
a expressdo dos receptores de adenosina como uma estratégia de evasao

imunologica.
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