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RESUMO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania spp. e séo
doencas parasitarias negligenciadas com amplo espectro clinico, cujos tratamentos séo
toxicos e apresentam falhas e resisténcia. Leishmania braziliensis (Lb) e Leishmania
amazonensis (La) sdo espécies altamente prevalentes no Brasil. O metabolismo do colesterol
afeta as respostas imunes. A 7-desidrocolesterol redutase (DHCR7) converte 7-
desidrocolesterol (7-DHC) em colesterol e esta enzima regula a polarizagdo dos macréfagos
em direc&o ao perfil M2. O objetivo principal € avaliar o papel da DHCR?7 na resposta imune
e no controle de infecgdes por Leishmania spp. Macréfagos humanos derivados de células
THP-1 foram infectados com L. amazonensis ou L. braziliensis expressando proteina verde
fluorescente (GFP) por 24 horas e tratados com inibidores farmacol6gicos de DHCR7
(tamoxifeno e AY9944) por adicionais 24 horas para analise por citometria de fluxo. Anélise
de transcriptoma publico demonstrou que DHCR7 é menos expressa em lesdes de pacientes
com leishmaniose tegumentar comparado com pele de controles saudaveis. DHCR7 é
negativamente correlacionada com a expressao de moléculas pré-inflamatorias nas les6es de
pacientes. A inibi¢cdo da DHCR?7 reduziu a infecgdo por ambas as espécies de Leishmania em
macrofagos humanos. Além disso, os inibidores de DHCR7 promoveram um aumento na
producdo de intermediarios reativos de oxigénio (ROS) e na produgdo de TNF e IL-1p por
macréfagos humanos infectados com Leishmania spp, avaliados por CBA no sobrenadante.
Esses dados sugerem que os inibidores de DHCR7 controlam a infecg&o por Leishmania spp.

e abrem caminho para novas abordagens terapéuticas para essa doenca negligenciada.

Palavras-chaves: Leishmania spp, 7-desidrocolesterolredutase, macr6fagos, resposta

imune.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is caused by protozoa of the genus Leishmania spp. and is a neglected parasitic
disease with a broad clinical spectrum, whose treatments are toxic and present failures and
resistance. Leishmania braziliensis (Lb) and Leishmania amazonensis (La) are highly prevalent
species in Brazil. Cholesterol metabolism affects immune responses. 7-dehydrocholesterol
reductase (DHCR?7) converts 7-dehydrocholesterol (7-DHC) into cholesterol and this enzyme
regulates the polarization of macrophages towards the M2 profile. The main objective is to
evaluate the role of DHCR7 in the immune response and in the control of Leishmania spp.
infections. Human macrophages derived from THP-1 cells were infected with L. amazonensis
or L. braziliensis expressing green fluorescent protein (GFP) for 24 h and treated with
pharmacological inhibitors of DHCR7 (tamoxifen and AY9944) for an additional 24 h for flow
cytometric analysis. Public transcriptome analysis demonstrated that DHCR?7 is less expressed
in lesions from patients with cutaneous leishmaniasis compared with skin from healthy controls.
DHCRY7 is negatively correlated with the expression of pro-inflammatory molecules in lesions
from patients. Inhibition of DHCR7 reduced infection by both Leishmania species in human
macrophages. Furthermore, DHCR?7 inhibitors promoted an increase in the production of
reactive oxygen intermediates (ROS) and in the production of TNF and IL-1p by human
macrophages infected with Leishmania spp., assessed by CBA in the supernatant. These data
suggest that DHCR?7 inhibitors control Leishmania spp. infection and pave the way for new

therapeutic approaches for this neglected disease.

Keywords: Leishmania spp, 7-dehydrocholesterol reductase, macrophages, immune response.
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1 INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias causadas por protozoarios do género
Leishmania, com amplo espectro de formas clinicas e que representam um sério problema de
satide publica (OMS 1990). O primeiro relato do parasito foi feito na India, por William
Leishman, em 1903, durante uma autépsia em um soldado internado no hospital de Netley com
disenteria e hepatoesplenomegalia (Akhoundi et al. 2016). No Brasil, os primeiros casos de
leishmaniose cutanea e mucocutanea foram descritos em S&do Paulo, em 1909, adquiridos em
areas florestais (Benchimol et al. 2019). As manifestacdes clinicas da leishmaniose podem ser
na forma tegumentar e visceral, que vao ser influenciadas pela espécie de Leishmania envolvida,
a reposta imunolégica do hospedeiro e fatores ambientais. As diferentes manifestacdes clinicas
sdo atribuidas a diversidade de espécies e diferencas intraespecificas do parasito, bem como a
variedade de respostas imunes do hospedeiro (Alvar et al. 2012, Anversa et al. 2018).

As infeccbes causadas por L. braziliensis podem causar lesdes cutaneas localizadas
(LCL, com 1 a 10 lesdes ulceradas), disseminadas (LD, com mais de 10 lesGes em diferentes
partes do corpo) e cutaneo-mucosas (LCM, com lesdes desfigurantes na mucosa nasal, oral ou
nasofaringea). As infeccbes por L. amazonensis podem causar, além da LCL, a leishmaniose
cutanea difusa (LCD), caracterizada por numerosas lesdes verrucosas, raramente ulceradas,
com resposta imune anérgica (auséncia de resposta das células T) e de dificil tratamento
(Ashford 2000, Gontijo & de Carvalho 2003, Silveira et al. 2009). No caso da Leishmaniose
visceral, causada pela L. infantum (LV), o parasito tem tropismo por érgaos internos, causando
hepatoesplenomegalia, febre, perda de peso, anemia, pancitopenia e hipergamaglobulinemia
(Alvar et al. 2012, Anversa et al. 2018, Azevedo et al. 2019). A forma mais agressiva e
mutilante € a leishmaniose mucocuténea, caracterizada pela infiltragdo, ulceracdo e destruicao
dos tecidos da cavidade nasal, faringe e/ou laringe, apresentando alto risco de deformidades
permanentes, sendo o diagnostico precoce essencial para a eficacia do tratamento e prevencéo de
sequelas.

Estima-se que ocorram 1 milhdo de novos casos de leishmaniose tegumentar (LT) e 400
mil novos casos de leishmaniose visceral (LV) anualmente em todo 0 mundo. O Brasil registra
aproximadamente 12-16% dos novos casos de LT (conhecida nas Ameéricas como Leishmaniose
Tegumentar Americana - LTA) e 1-1,5% dos novos casos de LV a cada ano. Embora as taxas
de incidéncia de LV sejam menores que as de LT, as taxas de mortalidade associadas a LV s&o

mais altas, ocorrendo em cerca de 7% dos casos (Anversa et al. 2018). No Brasil, a Leishmania
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(Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis sdo as principais espécies
causadoras da LT, enquanto a Leishmania (Leishmania) infantum é a espécie causadora da LV
(Alvar et al. 2012, Anversa et al. 2018). Nacionalmente, sdo registrados cerca de 20.000 casos
por ano (Figura 1), com um coeficiente de incidéncia de 10,3 casos por 100.000 habitantes nos
ultimos 5 anos. Em 2015, a regido Norte apresentou o maior coeficiente (51,1 casos por 100
mil habitantes), seguida pelas regides Centro-Oeste (19,0 casos por 10.000 habitantes) e
Nordeste (9,1 casos por 100.000 habitantes) (Borges et al. 2018). H& a necessidade de politicas
publicas para o enfrentamento das leishmanioses, além da necessidade de maior investimento

em pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos (Ponte-Sucre et al. 2017).

Numero de Casos

25.000

20,000
15.000 W
10,000

5.000

Figura 1. Nimero de casos de Leishmaniose cutanea no Brasil entre 2015-2020. Fonte: DATASUS
(2022).

Os hospedeiros vertebrados das vérias espécies de Leishmania incluem mamiferos,
como roedores, canideos, marsupiais, primatas e humanos. Os vetores sdo as fémeas dos insetos
conhecidos como flebotomineos, pertencentes a ordem Diptera, familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, nos paises do Velho Mundo, e género Lutzomyia, no Novo Mundo.
Cerca de 700 espécies de flebotomineos foram descritas, das quais aproximadamente 30 séo
vetores confirmados das leishmanioses e mais de 40 sdo suspeitas de serem vetores (Soong et
al. 2012). Durante o repasto sanguineo, as fémeas de fletomineo infectadas inoculam
promastigotas metaciclicas de Leishmania. As formas promastigotas metaciclicas sdo
fagocitadas por células, especialmente macréfagos, e, no interior desses macréfagos, sdo
diferenciadas em formas amastigotas, que sofrem multiplicagdo por divisdo binaria, podendo

infectar outras células e outros insetos vetores (Ashford 2000, Akhoundi et al. 2016, Scott &
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Novais 2016) (Figura 2).

Nature Reviews | Immunology

Figura 2. Ciclo bidlogico da Leishmania spp. Fonte: Sacks e Trauth. Nat Rev Immunol 2, 845-858 (2002).

Vérias sdo as estratégias de tratamento nas leishmanioses, tais como quimioterapia,
termoterapia e crioterapia. Ndo existem vacinas disponiveis para as leishmanioses. O
tratamento, no Brasil, € realizado com antimoniato de meglumina, isetionato de pentamidina e
anfotericina B (desoxicolato e lipossomal), todas de uso sisttmico (Almeida & Santos 2011,
Oliveira et al. 2011, Ponte-Sucre et al. 2017). O uso desses medicamentos pode resultar em
disfuncBes renais, hepéticas, pancreaticas e cardiacas. Em casos em que ndo ha resposta ao
tratamento com antimonial ou na impossibilidade de seu uso, a anfotericina B e o isotionato de
pentamidina sdo as drogas de segunda escolha. No entanto, o uso de anfotericina B esta
associado a altos indices de toxicidade cardiaca e renal (Almeida & Santos 2011, Oliveiraet al.
2011, de Menezes et al. 2015, Ponte-Sucre et al. 2017, Anversa et al. 2018). A eficacia do
tratamento da leishmaniose é complexa e depende de vérios fatores do hospedeiro, como
caracteristicas genéticas, resposta imunologica, forma clinica da doenca, dose dos farmacos,

efeitos colaterais e caracteristicas do parasito, como espécie e resisténcia as drogas (de
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Menezes et al. 2015, Ponte-Sucre et al. 2017).

Recentemente incluida pelo Ministério da Satude como alternativa terapéutica para as
leishmanioses no Brasil, a miltefosina é o Gnico farmaco de administracéo oral e é considerado
uma opcao mais segura em relacdo aos farmacos de uso sistémico. No entanto, a miltefosina
pode ter efeitos teratogénicos, causando danos ao embrido durante a gravidez, o que limita seu
uso por mulheres gravidas ou lactantes (Soto & Soto 2006, Machado et al. 2010, Pijpers et al.
2019). Devido a prevaléncia da leishmaniose em regides mais pobres e de dificil acesso no
Brasil, como o Centro-Oeste, Nordeste e Norte, a adesdo ao tratamento pode ser aumentada
com a inclusdo de uma droga de uso oral e efetiva contra a leishmaniose, em comparacdo com
drogas administradas sistemicamente. Apesar dos efeitos adversos mais leves, a miltefosina
deve ser usada com cuidado por pacientes com hipersensibilidade a substancia ativa ou a
qualquer dos excipientes, danos graves e pré-existentes de funcao hepatica ou renal, Sindrome
de Sjogren-Larsson, problemas hereditarios raros de intolerancia a galactose, deficiéncia de
lactase ou ma absorcdo de glucose-galactase e mulheres em idade fértil devido ao seu agravo
a gestacdo, sendo necessario 0 uso concomitante de métodos anticoncepcionais. A Agéncia
Nacional Americana (FDA) classificou a miltefosina como uma droga de Categoria D, com
risco a gravidez, com base em estudos que demonstram tamanha perigosidade. No entanto,
como é um medicamento necessario, 0s beneficios do tratamento podem superar 0s riscos
(Costa Filho et al. 2008, Pijpers et al. 2019)

1.2 Resposta Imune nas Leishmanioses

As infeccBes por Leishmania desencadeiam uma ativacdo especifica da resposta imune
do hospedeiro. A forma flagelada, promastigota, pode ser encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor, enquanto a forma sem flagelo aparente, amastigota, é intracelular obrigatéria e
pode ser encontrada nas células do sistema fagocitario dos hospedeiros vertebrados,
especialmente nos macrofagos (Gontijo & de Carvalho 2003, Soong et al. 2012, Scott & Novais
2016). A saliva dos vetores contém biomoléculas, como o maxadilan, que facilitam a
transmissdo do parasito ao favorecer o processo de hematofagia. Além disso, essas
biomoléculas do vetor favorecem o parasitismo pois possuem propriedades imunomoduladoras
que interferem na apresentac@o de antigenos aos macréfagos e inibem a producéo de citocinas
como TNF-a, IFN-y e IL-12, que sdo responsaveis pelo combate ao parasito no organismo
humano (Soong et al. 2012).

Apobs a inoculacdo das formas promastigotas do parasito na pele, durante a hematofagia
pelos flebotomineos, inicia-se o processo de escape do parasito das defesas complemento apds
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entrar na pele. No entanto, as formas promastigotas metaciclicas possuem moléculas de
glicoconjugados e glicoproteinas na membrana plasmatica, conferindo-lhes resisténcia a acao
litica do complemento e representando uma barreira de protecdo contra a lise. As interacfes
entre o protozoario e 0s macrdfagos, principais células hospedeiras desses parasitos, por meio
da resposta imune inata, envolvem receptores de reconhecimento de padrdes (PRRS), presentes
nas células (Kane & Mosser 2000, Murray et al. 2005, Scott & Novais 2016). Essas interacdes
levam ao reconhecimento do patdgeno pelos fagocitos devido a interacdo entre os PPRs e 0s
PAMPs (moléculas associadas ao patdgeno), ativando fatores de transcricdo que induzem a
expressdo de citocinas nas células apresentadoras de antigenos (APCs) e a producéo de espécies
reativas de oxigénio que podem levar a morte do parasito (Handman & Bullen 2002, Tomiotto-
Pellissier et al. 2018, Atri et al. 2018). Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll- like
receptors) e os receptores do tipo NOD (NLRs, do inglés NOD-like receptors) sdo os principais
receptores responsaveis pelo reconhecimento de Leishmania e pela ativacdo da resposta imune
protetora e pro-inflamatdria (Handman & Bullen 2002, Moreira & Zamboni 2012).

A ligacdo de antigenos aos TLRs ativa vias como NF-kB (fator nuclear kappa B), IRFs
(fatores reguladores de interferon) e MAPKSs (proteinas quinases ativadas por mitdgenos),
levando a producdo de citocinas pré-inflamatorias e moléculas microbicidas pelos macréfagos.
No entanto, nem todos os TLRs reconhecem os antigenos de Leishmania. O TLR2, TLR4 e o
TLRO parecem estar associados principalmente as interagdes de macrofagos com L. braziliensis,
enquanto a L. amazonensis interage especialmente com o TLR9 (Campos et al. 2018). A
interacdo dos parasitos com os TLRs pode induzir a producdo de citocinas como interleucina-
(IL)-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-23, IL-32 e fator de necrose tumoral (TNF). As citocinas
sdo importantes mediadoras das respostas imune inata e adaptativa, constituindo uma rede
complexa de resposta imune na defesa inicial contra patégenos (Kawai & Akira 2007, Kawasaki
& Kawai 2014).

Além das interagdes dos receptores TLRs dos macr6fagos com os antigenos de
Leishmania, os NLRs também estdo envolvidos na resposta imune inata as leishmanioses. Os
NLRs séo receptores intracelulares que geram resposta inflamatoria diretamente pela ativacao
do fator de transcricdo nuclear NF-«xB e das MAPKS, e também sinalizam vias de ativacdo para
a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias e moléculas microbicidas dos macrofagos.
NOD1 e NOD?2 utilizam a via de sinalizacdo da RIPK2 (RIP2/RICK, proteina quinase contendo
dominio CARD), associada as vias NF-kB e MAPK, enquanto outros NLRs induzem o
inflamassoma dependente de caspase-1 e -11, como o NLRP3 (nod-like receptor family pyrin

domain containing 3), que ativa a secrec¢do das citocinas IL-1p e IL-18 (Moreira & Zamboni
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2012). Nosso grupo demonstrou que o NOD2 é fundamental para a resposta imune de
macrofagos humanos infectados por L. amazonensis ou L. braziliensis (Dos Santos et al. 2017a).

Dentro dos macrdéfagos, as formas promastigotas se diferenciam em formas amastigotas
no vacuolo parasitéforo, sem flagelo aparente, com capacidade de multiplicacéo e infeccdo de
novas células. Esse vacuolo se funde com os lisossomos para formar os fagolisossomos, onde
as formas amastigotas se multiplicam (Kane & Mosser 2000, Handman & Bullen 2002). As
formas amastigotas sdo mais resistentes a atividade microbicida dos macréfagos devido a
capacidade de inibicdo das enzimas hidroliticas e da producdo de 6xido nitrico (NO).
Leishmania possui varias estratégias de escape a defesa imunolégica do hospedeiro, incluindo
a inducdo de moléculas imunossupressoras, como prostaglandina E2 (PGE2), TGF-p e IL-10, a
inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-1, TNF-a, IL-6) e da ativacdo dos
linfécitos T (IL-12), e a interferéncia na apresentacdo de antigenos do parasito a outros
componentes do sistema imune, através da inibi¢do na expressdo de moléculas MHC de classe
Il (Handman & Bullen 2002, Tomiotto-Pellissier et al. 2018, Anversa et al. 2018).

Dessa forma, a forma amastigota consegue superar 0s mecanismos microbicidas do
macrofago, e sua sobrevivéncia depende da capacidade de resistir aos mecanismos da resposta
imune celular. A resposta do sistema imunoldgico depende da espécie de Leishmania, pois
diferentes espécies podem evocar respostas diferentes. O principal mecanismo de defesa do
organismo € a imunidade celular, embora a imunidade humoral, representada pelo sistema
complemento e pelos anticorpos, também possa ajudar a destruir o parasito. O controle da
resposta imune para essa infeccdo envolve a participacdo de células do sistema imune inato e
adaptativo, como neutrdfilos, macréfagos, mondcitos e linfécitos T CD4+, incluindo os
subgrupos Thl e Th2. As células T CD4+ desempenham uma funcdo central no sistema
imunoldgico, promovendo respostas adaptativas adequadas a patdgenos especificos. A
leishmaniose provoca uma inflamacdo granulomatosa nas lesdes desses pacientes , atraindo
células como macrofagos, linfécitos e plasmdcitos, entre outras células do sistema imunolégico
(Soong et al. 2012, Scott & Novais 2016).

O controle da infeccdo depende da resposta imune do tipo Thl, das citocinas
inflamatorias interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral (TNF) alfa e beta. A
susceptibilidade a infeccao esta associada com a producéo das interleucinas 4 e 10 (IL-4 e IL-
10), por células Th2, que inibem Th1l. Uma resposta exacerbada de Thl, no entanto, pode
resultar em destruicdo tecidual, caracterizando a forma clinica mucocutanea. Estudos também
mostram que a L. braziliensis atua em um subtipo celular chamado Th17, associado a produgéo

de IL-17, uma citocina que eleva a producdo de diversos mediadores inflamatérios, como IL-1,
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IL-6, TNF-a e NOS2, que auxiliam os linfocitos Thl em patogenos resistentes (Soong et al.
2012, Novais et al. 2015, Scott & Novais 2016, Campos et al. 2018).

Os macrofagos, componentes do sistema mononuclear fagocitario, sdo células
conhecidas por sua grande plasticidade, podendo apresentar diferentes perfis fenotipicos em
resposta a diferentes estimulos do microambiente (Tomiotto-Pellissier et al. 2018, Atri et al.
2018). Nas infeccdes por Leishmania podemos observar a diferenciacdo e manutencdo de
macrofagos no fendtipo M1 sdo essenciais para o controle e elimina¢do dos parasitos. Os
macrofagos denominados M1, ou classicamente ativados, apresentam atividade pro-inflamatéria
em resposta ao estimulo de IFN-y e ativacdo de TLRs e NLRs, produzindo citocinas como IL-1,
IL-12 e TNF-a, e moléculas microbicidas como NO (éxido nitrico) e ROS (espécies reativas de
oxigénio) Por outro lado, os macrofagos denominados M2, ou alternativamente ativados,
produzem citocinas anti-inflamatérias ou reguladoras, como IL-10 e TGF-p, e expressam altos
niveis de arginase, uma enzima que inibe a producdo de NO.(Figura 3) (Robbin, 2013),
(Tomiotto-Pellissier et al. 2018, Atri et al. 2018) Diferentes espécies de Leishmania podem
subverter a resposta imune dessas células, induzindo o perfil de macr6fagos M2, que sdo

suscetiveis a infeccdo (Kumar et al. 2018).

Macrdéfago classicamente Macréfagos ativados
ativado (M1) Micrébios, alternativamente
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Figura 3. Perfil de macrdfagos durante a resposta imune. Fonte: Robbin. Patologia basica, 2013.

Metabolismo de Colesterol e a Resposta Imune

O metabolismo do colesterol desempenha um papel crucial na resposta imune, sendo
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necessario para a funcédo das celulas imunes e para a regulacao da resposta inflamatdria (Liu et
al. 2008, Spann & Glass 2013, Xiao et al. 2020). O colesterol ¢ o lipidio mais abundante nas
células de mamiferos e desempenha um papel critico na regulacdo das propriedades biofisicas
e bioguimicas das membranas. O colesterol é um componente fundamental das membranas
celulares para o transporte de substincias e um precursor de horménios esteroides, acidos
biliares e vitamina D (metabolismo célcio, producdo de peptideos antimicrobianos, papel
antioxidante), todos essenciais para a satde e funcdo adequada do sistema imunologico (Spann
& Glass 2013). As células do sistema imune, como os macrdfagos e os linfocitos T, requerem
colesterol para a formagdo de suas membranas celulares. Durante a ativacdo imune, 0S
macrofagos podem aumentar sua captacéo de colesterol, resultando na formacéo de estruturas
chamadas de "espumas de colesterol". Essas estruturas sao visiveis em condic¢Ges inflamatdrias,
como na aterosclerose, onde os macrofagos capturam lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
oxidadas, transformando-se em células espumosas ricas em colesterol (Spann & Glass 2013,
Tall & Yvan-Charvet 2015).

Além de sua funcéo estrutural, o colesterol também desempenha um papel na modulagao
da resposta imune. O colesterol pode influenciar a sinalizacdo de receptores de superficie
celular, como os TLRs, que reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos e
desencadeiam a resposta imune. A presenca de colesterol nas membranas celulares pode afetar
a organizagéo desses receptores e sua capacidade de sinalizacdo (Spann & Glass 2013, Tall &
Yvan-Charvet 2015). A 7-dehidrocolesterol redutase (DHCR7) é uma enzima chave na sintese
do colesterol, catalisando a reducdo do 7- desidrocolesterol (7-DHC) para colesterol (Moebius
et al. 1998, Lalovic et al. 2004, Tall & Yvan-Charvet 2015). A deficiéncia desta enzima esta
associada a Sindrome de Smith- Lemli-Opitz (SLOS), uma doenca genética rara caracterizada
por anormalidades congénitas, retardo no desenvolvimento neurol6gico e problemas de
comportamento, entre outros sintomas (Lalovic et al. 2004). Além de sua importancia no
metabolismo do colesterol, a DHCR7 também pode desempenhar um papel na resposta imune
(Tall & Yvan-Charvet 2015, Xiao et al. 2020).

O colesterol, derivado da 7-DHC pela acdo da DHCR7, tem a capacidade de inibir a
ativacdo do fator regulador de interferon 3 (IRF3), um fator de transcricdo fundamental na
resposta imune. Esse efeito sugere que a inibicdo da DHCR7 poderia representar uma estratégia
terapéutica viavel para potencializara resposta imune (Liu et al. 2008, Xiao et al. 2020, Korade
et al. 2022). De fato, 0 acumulo do precursor 7-DHC esta associado com a ativagdo da resposta
imune, seja diretamente pela ativacéo de fatores como IRF3 e AKT (Xiao et al. 2020), seja como
precursor da vitamina D, que é conhecidamente importante na regulacéo positiva da resposta
imune, incluindo no controle das infecgOes por L. braziliensis (Silva et al. 2020). A converséo
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de 7-DHC em colesterol esta ligado a polarizacdo de macrdfagos para o perfil M2 (Ky et al.
2018) e 0 metabolismo do colesterol e a expressdo de DHCRY7 esté correlacionado com indugéo
de um perfil de resposta imune menos inflamatério (Li et al. 2015, Xiao et al. 2020, Korade et
al. 2022).
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2 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses séo doencas amplamente negligenciadas, sem perspectivas terapéuticas
definitivas e, ainda, sem uma vacina disponivel. Os esfor¢cos para compreender 0s
mecanismos imunoldgicos envolvidos no controle do parasito ou na evasdo do sistema
imunolégico sdo fundamentais para desenvolver estratégias eficazes de combate a doenca. Esse
projeto de pesquisa investiga a expressao da enzima DHCR7 em pacientes com leishmaniose
cutanea, cujos dados preliminares indicam uma expressao reduzida desta enzima. Essa reducéao
pode levar ao acimulo de 7-DHC em macro6fagos, estimulando vias pré- inflamatdrias durante
ainfecgdo por Leishmania. A inibigdo dessa enzima pode estar relacionada a uma resposta imune
protetora contra a leishmaniose, sugerindo que a DHCR7 pode ser um alvo terapéutico
promissor para futuros tratamentos. E crucial compreender o metabolismo do colesterol para
entender o funcionamento da DHCRY7 e suas interacfes moleculares e bioquimicas nas vias
pro- inflamatorias. A integracdo dos conhecimentos existentes com os resultados desse estudo
pode aprimorar nossa compreensdo da fisiopatologia do parasito e potencialmente fornecer
estratégias para interferir nos seus mecanismos de escape, limitando sua sobrevivéncia e

melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal ¢ avaliar o papel da DHCR7 na resposta imune e no controle

de infeccBes por Leishmania spp.

3.2 Objetivos Especificos

= Auvaliar a expressao do transcrito de DHCR7 no sangue e nas lesdes de pacientes com

leishmaniose cutanea e controles saudaveis utilizando dados publicos disponiveis;

= Correlacionar o transcrito de DHCR7 com a expressao de genes envolvidos na resposta

imune no sangue e na lesdo de pacientes com leishmaniose cutanea;

= Auvaliar se a inibicdo de DHCR7 favorece o controle da infeccdo por Leishmania spp.

em macr6fagos humanos;

= Auvaliar se a inibicdo de DHCR?7 altera a resposta imune de macréfagos humanos

infectados com Leishmania spp.
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4 METODOS

4.1 Aspectos éticos
Esse estudo dispensa aprovacdo de comité de ética de pesquisa por ser realizado com
dados presentes em repositorios publicos, previamente publicados, e macréfagos humanos

de linhagem celular imortalizada (THP-1).

4.2 Andlise de dados de transcriptoma in silico

O conjunto de dados estao disponiveis no banco de dados GEO para acesso publico
e consistem em transcriptomas de amostras de sangue total de pacientes infectados com L.
braziliensis (n =50) e de individuos ndo infectados (n = 14) (GSE162760) e bidpsias da lesdo
de pacientes infectados com L. braziliensis (n = 21) e pele saudavel de individuos nao-
infectados (n = 7) (GSE127831). A expressdo génica (log2 expression) de DHCR7 e a
associagdo com genes de citocinas e moléculas microbicidas foram apresentadas por meio

de mapas de calor construidos com auxilio do software GraphPad Prism.

4.3 Infeccdes in vitro

Promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/2003/M2904) e
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) expressando a proteina verde
fluorescente GFP (abreviatura do inglés green fluorescent protein) foram cultivadas em meio
de Grace (Sigma-Aldrich), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco - Life
Technologies), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina
(todos reagentes Sigma-Aldrich), a 26°C. Os parasitos foram cultivados em placas de 24
poc¢os (Corning-Costar) por, no maximo, 6 passagens, sendo utilizados, nos experimentos,
na fase estacionaria do crescimento (6° dia de cultivo). Células da linhagem imortalizada
monocitica humana THP-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich),

suplementado com 50 pg/mL gentamicina e 2 mM L- glutamina (Sigma-Aldrich), e 10% de

SFB (Gibco) inativado. As células THP-1 (1 x 106 células/m L) foram diferenciadas com 100
ng/mL de Phorbol-12- miristato-13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) por 24 h, a 37 °C/5%
CO2, lavadas com meio RPMI suplementado, e permitidas descansar por adicionais 24 horas
(Dos Santos et al. 2017b). As células THP-1 diferenciadas em macrofagos foram infectadas
com formas promastigotas de fase estacionaria de L. braziliensis-GFP ou L. amazonensis-
GFP (MOI 5:1), por 24 h, e tratadas com diferentes concentracGes dos inibidores de DHCR7

tamoxifeno (Sigma-Aldrich) e AY9944 (Santa Cruz Biotechnology) (Korade et al. 2022), por
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adicionais 24 h. As taxas de infeccdo foram avaliadas por citometria de fluxo (BD Accuri
C6). A porcentagem de macréfagos infectados (GFP*) e a média de intensidade de

fluorescéncia do GFP (MFI) foram analisadas.

4.4 MTT (teste de viabilidade celular)

Macrofagos derivados de células THP-1 (1 x 108 células/mL) foram tratadas com
diferentes concentracGes de tamoxifeno ou AY9944 por 24h e incubadas com 10 uL de MTT
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio brometo; Sigma-Aldrich) a5 mg/mL por 3 h,
a 37 °C/5% CO2. O sobrenadante foi substituido por 100 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido;
Sigma-Aldrich). Ap6s 1 hora a absorbancia foi lida a 570 nm em espectofotdmetro (Alonso
et al. 2019, 2020).

4.5 Avaliacdo da Resposta Imune

As produgdes das citocinas TNF, IL-10, IL-12, IL-6, IL-8 e IL-1p foram avaliadas
por CBA (BD™ Cytometric Bead Array), nos sobrenadantes das culturas de células. A
producdo de ROS foi avaliada pela marcacgéo das células THP-1 infectadas utilizando a sonda
fluorescente 2’,7’-diacetato de diclorodi-hidrofluoresceina, conforme orientacdes do

fabricante, e analisada por citometria de fluxo (BD Accuri C6).

4.6 Analises Estatisticas

Os dados de analise de transcriptoma foram apresentados em valores individuais e
medianas e analisados pelo teste de Mann-Whitney; correlacGes entre os dados foram
realizadas por teste de Spearman e apresentados por mapas de calor. Os dados in vitro 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 anélises estatisticas.

A significancia foi estabelecida em p < 0,05
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5 RESULTADOS

5. 1 Analise de transcriptoma de pacientes com LCL

Para avaliar a expressao de DHCR7 durante a leishmaniose tegumentar utilizamos
dados de transcriptoma de controles saudaveis e pacientes com LCL. N&o ha alteragdes na
expressdao de DHCR7 no sangue de pacientes com LCL (Figura 4A). No entanto, lesbes de
pacientes com LCL apresentam menor expressdo de DHCR7 comparados a pele de

controles saudaveis (Figura 4B).
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Figura 4. Expressdo do transcrito de DHCR?7 a partir de fragmentos de pele de pacientes com leishmaniose
cuténea (LC) e sangue periférico. Expressdo de DHCR7 em sangue periférico de pacientes com LCL e controles

saudaveis (4A). Expressdo de DHCR?7 nas lesOes de pacientes com LCL (n=21) e controle saudaveis, (n = 7)

(4B). Os dados sdo apresentados em valores individuais e mediada. *p<0,05, pelo teste Mann Whitney.

NOs avaliamos se a expressdo de DHCR7 estd correlacionada com moléculas
envolvidas na resposta imune durante as leishmanioses. Em sangue periférico de pacientes
com LCL (Figura 5A), a expressdo de DHCR7 é positivamente correlacionada com a
expressdo de IL1B (r = 0,40072; p = 0,003929), IL32 (r =0,396744; p = 0,004337) e
CYBB (r = 0,449086; p = 0,00107). No entanto, nas lesdes, a expressdo de DHCR7 é
negativamente correlacionada com as expressdes de TNF (r = -0,56364; p = 0,007793), IL15
(r = -0,44675; p = 0,042324) e 1L32 (r = -0,44935; p = 0,042324), e positivamente
correlacionada com a expressao de ARG1 (r = 0,82987; p < 0,001)-(Figura 5B).

Os dados sugerem que, em pacientes com leishmaniose, a expressdo reduzida de

DHCRY deve favorecer a resposta imune pro-inflamatoria
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Figura 5. Correlacao da expressao de DHCR7 com moléculas envolvidas no processo inflamatoério. As
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correlagbes (Spearman)-A e B de DHCR7 e moléculas envolvidas no processo inflamatério e no controle
de leishmanioses foram avaliadas em (A) sangue periférico e (B) lesGes de pacientes com leishmaniose cutanea. Os

mapas de calor apresentam o valor de r (correlacdo de Spearman), entre -1 (vermelho) e +1 (azul).
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5.2 Avaliacéo do papel dos inibidores da DHCR7 no controle de Leishmania spp. em

macrofagos humanos

Uma vez que a expressdo de DHCR7 é inversamente correlacionada com moléculas pro-
inflamatorias nas lesdes de LCL, nos hipotetizamos que a inibi¢éo dessa enzima pode favorecer
a resposta imune pro-inflamatoria e o controle do parasito em macrofagos. Inicialmente
avaliamos se inibidores farmacologicos da DHCR7 (tamoxifeno e AY9944) alteram a
viabilidade de macrofagos humanos. Tamoxifeno e AY9944 nédo reduziram significativamente
a viabilidade de macréfagos humanos derivados de células THP-1 até a concentracéo de 10 uM
(Figura 6). Somente a partir de 20 pM os farmacos reduziram drasticamente a percentagem de

células viaveis (Figura 6), e essa concentracao ndo foi utilizada nos demais experimentos.
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Figura 6. Viabilidade celular de macréfagos humanos tratados com inibidores farmacoldgicos de DHCRY.
Macréfagos humanos derivados de células THP-1 (10° células/mL) foram tratados por 24h na presenca de
diferentes concentragdes de tamoxifeno ou AY9944, e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio MTT. *p<0,05,
comparado com controle ndo tratado (0 pM), por two-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de comparagées

mdaltiplas de Sidak

O tratamento com o inibidor da DHCR7 tamoxifeno reduziu o percentual de macrofagos
humanos infectados com L. amazonensis nas concentracfes de 2,5, 5 e 10 uM, enquanto o
tratamento com 0 AY 9944 reduziu a porcentagem de células infectadas com L. amazonensis nas

concentragdes de 5 e 10 uM (Figura 7A). Os dois inibidores de DHCR7 reduziram o nimero
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de parasitas nas células (MFI) a partir da concentracdo de 2,5uM (Figura 7B). O IC50 do
tamoxifeno foi de 1,681 uM e do AY9944 foi de 2,039 UM na infecgédo por L. amazonensis. O
tamoxifeno e 0 AY944 também reduziram o percentual de células infectadas por L. braziliensis
(Figura 7C) e a intensidade média de fluorescéncia (Figura 7D), iniciando na concentracao de
2,5uM. O IC50 do tamoxifeno foi de 2,674 UM e do AY9944 foi de 2,911 uM na infeccao por

L. braziliensis. Esses dados sugerem que os inibidores de DHCR7 controlam Leishmania spp.
em macrofagos humanos.
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Figura 7. Os inibidores de DHCR7 induzem o controle de Leishmania spp em macro6fagos humanos.
Macréfagos humanos derivados de células THP-1 (1X10° células/mL) foram infectados com L. amazonensis-
GFP (7A e 7B) ou L. braziliensis-GFP (7C e 7D), MOI 5:1, por 24h e tratados com diferentes concentracfes de
tamoxifeno ou AY9944 por mais 24 horas. A porcentagem de células infectadas (GFP +; 7A e 7C) e intensidade
média de fluorescéncia (MFI; 7B e 7D) foram analisadas por citometria de fluxo. *p<0,05, comparado ao controle

ndo tratado (0 uM), e p<0,05, tamoxifeno vs. AY9944, na mesma concentragdo, por two-way ANOVA, seguida
por pés-teste de Sidak.
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5.3 Avaliacao do papel dos inibidores da DHCR7 na resposta imune de macréfagos

humanos infectados com Leishmania spp.

Avaliamos os possiveis mecanismos envolvidos no controle de Leishmania em
macréfagos humanos induzidos por inibidores de DHCR7. Tanto o tamoxifeno quanto o
AY9944 induziram um aumento na producdo de ROS por macréfagos humanos infectados

com L. amazonensis (Figura8A) e L. braziliensis (Figura 8B) de maneira dose-dependente.
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Figura 8. Inibidores de DHCR7 induzem a produg¢do de ROS em macréfagos humanos infectados com
Leishmania spp. Macréfagos humanos derivados de células THP-1 (108 células/mL) foram infectados com L.
amazonensis (A) ou L. braziliensis (B), MOI 5:1, por 24h e tratadas com diferentes concentragdes de tamoxifeno
ou AY9944 por mais 24 horas. A producdo de ROS foi avaliada por CM-H2DCFDA( indicadores de espécie
reativos de oxigénio em celulas) e analisado em citdmetro de fluxo. *p<0,05, comparado ao controle ndo tratado
(0 uM), e # p<0,05, tamoxifeno vs. AY9944, na mesma concentracdo, por two-way ANOVA seguida de pds-
teste de Sidak.

Ja que a inibicdo do DHCRY7 parece estar associada ao aumento da resposta imune pro-
inflamatoria e a polarizagdo de macrofagos em direcdo ao perfil M1, nds avaliamos a producao
de TNF e IL-1P atraves do método de CBA (BD™ Cytometric Bead Array) no sobrenadante
de macrofagos infectados e tratados com tamoxifeno e AY9944. Os inibidores de DHCR7
aumentaram a producéo de TNF e IL-1 em macréfagos infectados com L. amazonensis (Figura
9A e 9B) e L. braziliensis (Figura 8C e 8D).
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Figura 9. Inibidores de DHCR7 induzem a producdo de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos
humanos infectados com Leishmania spp. Macrdfagos humanos derivados de células THP-1 (108 células/mL)
foram infectados com L. amazonensis (9A e 9B) ou L. braziliensis (9C e 9D), MOI 5:1, por 24h e tratados com
diferentes concentragdes de tamoxifeno ou AY9944 por mais 24h. A producgdo de TNF e IL- 1p foi avaliada no

sobrenadante da cultura utilizando kit CBA. *p<;0,05, em compara¢do com o controle ndo tratado (0 pM), e

p<;0,05, por two-way ANOVA, seguida de pds-teste de Sidak.
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6 DISCUSSAO

Ha um numero de crescentes evidéncias cientificas que destacam a relevancia do
metabolismo do colesterol na regulacdo da resposta imune inata, especialmente no contexto de
infeccGes parasitarias e virais. O colesterol desempenha papéis essenciais em diversos
processos fisioldgicos celulares, incluindo os que ocorrem nos macrofagos, células cruciais na
defesa imunolodgica contra Leishmania. A enzima DHCR7 (7-desidrocolesterol redutase) é
fundamental para a conversdo do 7-desidrocolesterol (7-DHC) em colesterol, e sua atividade
esta associada a multiplos aspectos da funcdo celular. Estudos prévios (Moebius et al. 1998, Li
et al. 2015, Akula et al. 2016) j& demonstraram a importancia dessa enzima em diferentes
contextos bioldgicos. Neste trabalho, mostramos que inibidores farmacoldgicos de DHCR?,
como o tamoxifeno e 0 AY9944, sdo eficazes em induzir um aumento significativo na producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas pré- inflamatérias em macr6fagos humanos.
Além disso, esses inibidores se mostraram capazes de controlar a infeccdo por L. amazonensis
e L. braziliensis nesses mesmos macrofagos. Em pacientes com leishmaniose cutanea localizada
(LCL), observou-se que a expressdo da DHCR7 apresenta uma correlagdo inversa com a
resposta imune pré-inflamatoria, sugerindo fortemente que a inibicdo dessa enzima pode exercer
efeitos imunomoduladores benéficos, aumentando a eficacia da resposta imune contra o
parasito.

Os macrdfagos desempenham um papel central no combate a Leishmania, sendo as
principais células hospedeiras desse parasito intracelular. Essas células sdo responsaveis pela
producdo de citocinas pro-inflamatdrias, como TNF e IL-1pB, além de moléculas microbicidas
como o6xido nitrico (NO) e ROS, que contribuem diretamente para o controle do parasito
(Handman & Bullen 2002, Scott & Novais 2016, Tomiotto-Pellissier et al. 2018, Atri et al.
2018). A ativacdo dos macrofagos é amplificada pela acdo das células T auxiliares do tipo 1
(Thl), que secretam interferon-gama (IFN-y), uma citocina critica para o controle da replicacédo
da Leishmania nos macrofagos infectados (Scott et al. 1988, Scott & Novais 2016). Nesse contexto,
os inibidores de DHCR7 emergem como ferramentas promissoras para modular a resposta imune
e aumentar a eficicia do combate ao parasito.

Além das infeccBes por Leishmania spp., os inibidores de DHCRY7 ja foram testados com
sucesso no tratamento de varias infecgdes virais, incluindo aquelas causadas pelo virus da
estomatite vesicular (VSV), citomegalovirus murino (MCMYV), enterovirus e virus Zika. A
inibicdo da DHCRY7 resulta no acumulo do precursor 7-DHC nas células, o que est4 associado
a ativacdo da via PI3K-AKT3-IRF3 em macrdfagos e outras células imunes (Xiao et al. 2020,

Korade et al. 2022, Wang et al. 2023). Por exemplo, o uso do inibidor AY9944 promoveu uma
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forte ativacdo do fator regulador de interferon-3 (IRF3) e genes estimulados por interferon
(I1SGs), e aumentou significativamente a producdo de interferon-beta (IFN-B), um mediador
crucial na defesa antiviral. Estudos apontam que o aumento dos niveis intracelulares de 7-DHC
pode interferir diretamente na replicacéo viral. O ZIKV utiliza a proteina ndo estrutural NS4B
para interagir com a DHCR7, aumentando sua expressdo e suprimindo vias imunoldgicas
criticas, como a fosforilacdo das proteinas TBK1 e IRF3 (Xiao et al. 2020, Korade et al. 2022,
Wang et al. 2023). A inibicdo farmacologica da DHCRY7 reverte esse efeito, bloqueando a
replicacdo viral e fortalecendo as defesas imunologicas do hospedeiro. Além disso, os efeitos
antivirais dos inibidores da DHCR?7 foram observados em outros modelos virais, como 0 VSV.
O uso desses compostos resultou em uma reducdo significativa na carga viral em células
infectadas.

"A capacidade dos inibidores de alterar o perfil lipidico celular ao acumular 7-DHC
também parece contribuir para estabilizar estruturas celulares contra danos oxidativos induzidos
por infecgBes (Xiao et al. 2020, Korade et al. 2022, Wang et al. 2023). Os efeitos de inibidores
da DHCR7 também foram observados na inibicdo da replicacdo do protozoario Toxoplasma
gondii (Fan et al. 2024). Além disso, foi demonstrado que a inibicdo da DHCRY7 esta associada
ao aumento na producao de citocinas pré-inflamatorias e ROS (Speen et al. 2019, Xiao et al. 2020).
A DHCR7 também regula transcricionalmente os macréfagos M2 (Xue et al. 2014, Ky et al.
2018), cuja polarizacao anti-inflamatéria favorece a replicacdo de patdgenos como Leishmania
spp., tornando sua inibicdo uma estratégia relevante para combater infeccdes persistentes
(Tomiotto-Pellissier et al. 2018, Atri et al. 2018).

Outro aspecto interessante é que a inibicdo da DHCR?7 resulta no acimulo intracelular
de 7-DHC, uma molécula que pode ser fotoconvertida em pré-vitamina D3 sob exposicéo a luz
solar (Bikle 2011, Young et al. 2021). A vitamina D desempenha um papel bem estabelecido na
modulacdo da resposta imune em macréfagos e no controle de diversos patégenos
intracelulares, incluindo virus e bactérias como Mycobacterium leprae e Mycobacterium
tuberculosis, além do protozoario L. braziliensis (Montoya et al. 2014, Zdrenghea et al. 2017,
Kim et al. 2018, Zavala et al. 2018, Silva et al. 2020, Wu et al. 2022). A vitamina D aumenta a
producdo de peptideos antimicrobianos, como a catelicidina, que ajudam na destruicdo de
patogenos fagocitados pelos macréfagos. Além disso, ela estimula a autofagia, um processo que
facilita a eliminacdo de microrganismos intracelulares, como M. tuberculosis em fagossomos.
A ativagdo dos TLRs por patdgenos estimula os macrofagos a expressarem mais VDR (receptor
de vitamina D) e enzimas como CYP27B1, potencializando os efeitos imunomoduladores da
vitamina D. Essa interacdo tambeém reforca a producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio, fundamentais para a atividade microbicida (Montoya et al.
34



2014, Zdrenghea et al. 2017, Kim et al. 2018, Zavala et al. 2018, Silva et al. 2020, Wu et al.
2022).

Nosso grupo demonstrou que exposicdo de macréfagos humanos a citocina IL-32y
aumenta significativamente a capacidade microbicida dessas células, mas esse efeito foi
observado apenas na presenca de altas concentracdes de vitamina D (25D3), ndo ocorrendo em
condicdes de baixos niveis dessa vitamina. Quando o IL-15 foi combinado com o IL- 32y,
observou-se um controle ainda mais eficiente da infeccéo por Leishmania braziliensis, desde que
as concentragOes de vitamina D fossem elevadas. Nessa situagéo, os efeitos promovidos pelo
IL-32y foram mediados pela produgcdo de NO e ROS, que desempenharam papéis cruciais na
atividade microbicida dos macrofagos, potencializando o controle da infec¢cdo de forma
dependente das altas concentragdes de vitamina D (Silva et al. 2020). Os inibidores de DHCR7
podem aumentar os niveis intracelulares de vitamina D nos macréfagos humanos durante a
exposicdo ao sol, potencializando tanto a resposta imune quanto o controle da replicacdo de
Leishmania spp., configurando um efeito duplo imunomodulador e antiparasitario. Além disso,
variagOes genéticas no gene DHCR7 podem influenciar os niveis séricos de vitamina D (Zhang
et al. 2012), sendo que polimorfismos nesse gene ja foram associados a suscetibilidade a
tuberculose pulmonar (Zhang et al. 2021).

O tamoxifeno é outro composto promissor que ja foi avaliado experimentalmente no
tratamento da leishmaniose em modelos murinos tanto in vitro quanto in vivo (Miguel et al.
2008, Zewdie et al. 2022). Notavelmente, a Leishmania ndo desenvolve resisténcia ao
tamoxifeno com facilidade (Coelho et al. 2015), o que contrasta com os problemas recorrentes
de resisténcia observados nos tratamentos convencionais disponiveis para leishmaniose (Ponte-
Sucre et al. 2017). Até onde sabemos, nosso estudo é pioneiro ao identificar inibidores de
DHCR7 como indutores eficazes da producdo de citocinas pro- inflamatérias e ROS em
macrofagos humanos infectados por Leishmania spp., além de destacar seus efeitos
imunomoduladores adicionais ao efeito leishmanicida direto previamente descrito para o
tamoxifeno contra varias espécies do parasito in vitro (Miguel et al. 2007). Contudo, é
importante reconhecer que esses compostos apresentam perfis inibitérios complexos
caracteristicos dos moduladores da via lipidica (Xiao et al. 2020, Korade et al. 2022, Peeples
et al. 2024), e mais estudos sdo necessarios para compreensao definitiva do papel dos inibidores
de DHCRY7 no tratamento das leishmanioses.

A leishmaniose continua sendo um desafio significativo devido aos efeitos adversos
laboratoriais e clinicos associados aos tratamentos disponiveis atualmente contra essa doenca
negligenciada (Oliveira et al. 2011). O aumento das falhas terapéuticas e o surgimento de

resisténcia aos medicamentos reforcam a necessidade urgente de reavaliar as diretrizes
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terapéuticas existentes e desenvolver novas estratégias terapéuticas mais eficazes e seguras
(Ponte-Sucre et al. 2017). Nossos resultados demonstram que os inibidores da DHCR7
representam potenciais ferramentas terapéuticas inovadoras para tratar leishmaniose cutanea
localizada ao aumentar a resposta imune em macrofagos infectados por L. amazonensis ou L.
braziliensis e controlar efetivamente o parasitismo nessas células hospedeiras humanas
infectadas por Leishmania spp. Esses achados abrem caminho para novas abordagens baseadas
na modulacdo imunometabdlica no tratamento da leishmaniose e sugerem o reaproveitamento
estratégico de medicamentos ja utilizados em outras condicdes clinicas para combater infec¢oes

parasitarias persistentes com maior eficacia e seguranga clinica aprimorada.
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6 CONCLUSOES

A expressao do transcrito de DHCR7 nas les6es de pacientes com LCL é diminuida em
comparacdo aos controles saudaveis e a expressdo de DHCR7 é inversamente correlacionada
com a resposta imune pro-inflamatdria nas lesées dos pacientes. A inibicdo do DHCR7, através
dos inibidores tamoxifeno e AY9944, reduziu a infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis
em macréfagos humanos e aumentou a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), TNF
e IL-1B. Esses achados destacam a importancia de politicas publicas e maior investimento em
pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos e tratamentos para a leishmaniose. A
inibicdo do DHCR7 surge como uma possivel abordagem terapéutica, promovendo respostas
inflamatdrias que podem ajudar no controle da infecgdo por Leishmania.
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