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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma doenca infecto-parasitaria
causada por protozodrios do género Leishmania, cuja espécie mais prevalente no Brasil
é L. (Viannia) braziliensis.A infeccdo de macrofagos humanos com L. (V.) braziliensis
tem sido pouco estudada e ndo é conhecido se os leucotrienos, mediadores lipidicos
produzidos por macrofagos, podem modular a infec¢do destas células por este parasito.
O objetivo deste trabalho foi avaliar se os leucotrienos modulam a infeccdo de
macrofagos humanos pelo isolado L. (V.) braziliensis IMG3. Macrofagos humanos
foram derivados de mondcitos do sangue periférico e infectados com formas
promastigotas do isolado MHOM/BR/2003/IMG (IMG3) na propor¢cdo de ~10:1
(parasitos:célula). As culturas foram incubadas por 4 h, sendo em seguida lavadas para
retirar 0 excesso de parasitos extracelulares, e incubadas por adicionais 24, 48 ou 72 h.
Para inibir a sintese dos leucotrienos, as culturas foram tratadas com MKO0591 e para
antagonizar o receptor de LTB, CP-105,696. O LTB, também foi adicionado as
culturas. A dosagem de LTB, foi realizada nos sobrenadantes das culturas, usando
ensaio imunoenzimatico. Para avaliar a participacdo de espécies intermediarias do
oxigénio (ROI) e do 6xido nitrico (NO), foram utilizados os seus respectivos inibidores,
apocinina e aminoguanidina. Para avaliar a producdo de ROIs foi utilizada a técnica do
azul de tetrazdlio (NBT). O isolado IMG3 infectou os macr6fagos humanos, sendo
selecionados os periodos de 4 h e 48 h de incubacdo para avaliar a fagocitose e a
atividade microbicida, respectivamente. Os tratamentos com MKO0591 ou CP105,696
aumentaram significantemente o indice de infec¢do, apds 4 h ou 48 h de incubacdo (p <
005). Os resultados mostraram que ha necessidade da presenca do composto MK0591
durante todo o periodo de incubacdo (48 h), mas ndo a do antagonista do LTBy, cujo
efeito é mantido ap6s incubagdo por 4 h. A adicdo de LTB, as culturas diminuiu
significantemente a infeccdo dos macrofagos, tanto durante as primeiras 4 h quanto apés
48 h de cultura (p < 0,05). Os parasitos induziram a producdo de LTB, nas culturas de
macrofagos nos primeiros 30 min, caindo esta producdo apds 4 h (p < 0,05). Além
disso, o0 uso de inibidores de ROI e NO aumentaram significantemente a infeccdo de
macrofagos antes (ROl e NO) ou apos a ativagdo com LTB4 (ROI). Os resultados
preliminares mostram a producdo de anion superdxido, induzida pelos parasitos e uma
tendéncia no aumento pelo LTB4. Em conclusdo, os resultados sugerem que 0S
macréfagos humanos produzem leucotrienos ap6s a infecgdo por L. (V.) braziliensis,
sendo o LTB, o principal leucotrieno produzido. O LTBy inibe a fagocitose e aumenta a
atividade microbicida dos macr6fagos, contribuindo para diminuir a infeccdo. Os
resultados sugerem que ha producdo de ROl e NO ap6s infeccdo com L. (V.)
braziliensis e que o LTB, aumenta a atividade microbicida dos macrdéfagos via aumento
da producédo de ROI. Entender a participacdo dos leucotrienos no controle da infecgéo
de macrofagos humanos por L. (V.) braziliensis pode levar a descoberta de novos alvos
terapéuticos paraa LTA.

Apoio financeiro: CAPES; FAPEG.
Palavras-chave: Macrofago; Leucotrieno; Leishmania.
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ABSTRACT

The American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infectious disease caused by
parasitic protozoa of the genus Leishmania, whose most prevalent species in Brazil is
L. (Viannia) braziliensis. The human macrophage infection with L. (V.) braziliensis
has been poorly investigated and is not known whether leukotrienes, lipid mediators
produced by macrophages, may modulate this infection. The objective of this study
was to evaluate whether leukotrienes modulate infection of human macrophages with
L. (V.) braziliensis IMG3, a field clinical isolate. Human monocyte-derived
macrophages were infected with promastigote forms of MHOM/BR/2003/IMG
(IMG3) at a ratio of ~ 10:1 (parasite:cell). Cultures were incubated for 4 h and then
washed to remove excess extracellular parasites, and incubated for additional 24, 48 or
72 h. To inhibit leukotriene synthesis, the cultures were treated with MK0591 and to
antagonize the LTB, receptor, CP-105, 696. LTB, was also added to the cultures. The
measurement of LTB, was performed on culture supernatants using enzyme
immunoassay. To evaluate the involvement of reactive oxygen intermediates (ROI)
and nitric oxide (NO) their respective inhibitors were used, apocynin and
aminoguanidine. To assess the production of ROIls it was used nitroblue tetrazolium
salt (NBT). The IMG3 infected human macrophages, being selected periods of 4 h and
48 h incubation to assess phagocytosis and microbicidal activity, respectively.
Treatments with MKO0591 or CP105, 696 significantly increased the infection index
after 4 h or 48 h incubation (p <005). The results show that the presence of MKO0591 is
need during whole incubation time (48 h) but not the LTB, antagonist, whose effect is
maintained after incubation for 4 h. The addition of LTB, to the cultures significantly
decreased macrophage infection, both during the first 4 h and after 48 h of incubation
(p <0.05). The parasites induced LTB, production in macrophage cultures during the
first 30 min, but this production decreased after 4 h (p <0.05). The ROI and NO
inhibitors significantly increased the infection index, before (ROl and NO) or after
treatment with LTB4 (ROI). Preliminary results showed that production of superoxide
anion is induced by parasites and this is further increased by LTB,. In conclusion, the
results suggest that human macrophages produce leukotrienes following infection with
L. (V.) braziliensis, and the main of them is LTB,4. The LTBy inhibits phagocytosis and
enhances the microbicidal activity of macrophages, contributing to control of the
infection. Results suggest that L. (V.) braziliensis induces LTBs;, NO and ROI
production and, in turn, LTB, increases the microbicidal activity of macrophages via
increase of ROI. Understanding the involvement of leukotrienes in the control of
human macrophage infection with L. (V.) braziliensis can lead to the development of
novel therapeutic targets for ATL.

Financial support: CAPES; FAPEG.

Keyword: Macrophage; Leukotriene, Leishmania.
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1. INTRODUCAO

1.1. A Leishmaniose Tegumentar Americana

1.1.1. Caracteristicas gerais

A Leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma antropozoonose que
acomete a pele e mucosas (nasal, oral, faringe e laringe). Ela € causada por varias
espécies de protozoarios do género Leishmania, podendo apresentar diferentes formas
clinicas, dependendo da espécie de Leishmania e da relagdo entre o parasito e o
hospedeiro (Gontijo & Carvalho 2003).

A Leishmaniose Tegumentar é considerada, pela Organizacdao Mundial da Saude
(OMS), uma das seis mais importantes doencas infecciosas, constituindo um problema
de saude publica em 88 paises, sendo estimado que mais de 12 milhdes de pessoas
estejam infectadas. E estimado que cerca de dois milhdes de novos casos aconteca por
ano (WHO 2005). No Brasil, entre o periodo de 1988 a 2009, a LTA apresentou média
anual de 26.021 casos registrados e coeficiente de deteccdo médio de 14,1 casos por
100.000 habitantes. Ao longo desse periodo, observou-se uma tendéncia no crescimento
da endemia, registrando os coeficientes mais elevados nos anos de 1994 e 1995, quando
atingiram niveis de 22,8 e 22,9 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (Brasil
2010). Ao analisar a evolucdo da LTA no Brasil, observa-se uma expansdo geografica,
sendo que, no inicio da década de 80, foram registrados casos autoctones em 19
unidades federadas e, no ano de 2003, foi confirmada autoctonia em todas as unidades
federadas do pais. A regido Norte vem contribuindo com o maior nimero de casos
(cerca de 37,3% do total de casos registrados, no periodo de 1988 a 2009) e com 0s
coeficientes médios mais elevados (66,9 casos por 100.000 habitantes), seguida das
regibes Centro-oeste (32,6 casos por 100.000 habitantes) e Nordeste (16,1 casos por
100.000 habitantes) (Brasil 2009). Na regido Centro-Oeste do pais foram notificados,
entre o periodo de 1990 e 2010, 87.009 casos de LTA, com uma média de 4.143 novos
casos ao ano. Deste total de casos, 8.342 foram notificados no estado de Goias (Brasil
2010). De acordo com a Portaria GM/MS N°. 2.472 de 31 de agosto de 2010, todo caso
de LTA é de notificacdo obrigatdria as autoridades locais de saude. Deve-se realizar a

investigacdo epidemiolégica em até 48 horas ap6s a notificacdo, avaliando a

1



necessidade de adocdo de medidas de controle pertinentes. A investigacdo devera ser
encerrada até 180 dias ap0s a notificagdo. A unidade de saude notificadora deve utilizar
a ficha de notificacdo/investigacdo do Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo — SINAN, encaminhando-a para ser processada, conforme o fluxo
estabelecido pela Secretaria Municipal de Saude (Brasil 2010).

Atualmente no pais, as principais espécies responsaveis pela LTA pertencem a
dois subgéneros: Viannia e Leishmania. Dentro destes, sete espécies foram detectadas,
sendo seis do subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais
especies sdo: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, associadas com lesdes cutaneas
localizadas (LCL, leishmaniose cutanea localizada) ou disseminadas (LCD,
leishmaniose cutédnea disseminada) e lesbes mucocutdneas (LMC, leishmaniose
mucocutanea) e L. (L.) amazonensis, associada com o desenvolvimento de lesGes
cutaneas localizadas ou com a forma difusa (LCDf, leishmaniose cutdnea difusa).
Também as especies L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi
foram identificadas em estados das regiGes Norte e Nordeste do Brasil (Gontijo &
Carvalho 2003; Brasil 2007).

Todas as espécies de Leishmania spp executam um ciclo de vida heteroxénico,
sendo parte do ciclo em um hospedeiro vertebrado e parte no inseto vetor. Os vetores da
LTA sdo insetos denominados flebotomineos, pertencentes a Ordem Diptera, familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, Género Lutzomyia, conhecidos popularmente,
dependendo da localizacdo geografica, como mosquito palha, tatuquira, birigui, entre
outros. No Brasil, as principais espécies envolvidas na transmissdo da LTA sdo:
Lutzomyia flaviscutellata, L. whitmani, L. umbratilis, L. intermedia, L. wellcome e L.
migonei (Gontijo & Carvalho 2003; Brasil 2007).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado se inicia pela picada do inseto
flebotomineo que inocula, durante o repasto sanguineo, as formas promastigotas
flageladas. As formas promastigotas sdo, entdo, fagocitadas por células do sistema
fagocitico mononuclear, especialmente os macréfagos, e iniciam um processo de
diferenciacdo em formas arredondadas, denominadas amastigotas. As formas
amastigotas se reproduzem por divisdo binaria, sendo que a intensa multiplicagdo leva
ao rompimento das celulas e liberacdo dessas formas, que infectam novas células. Ao
exercer um repasto sanguineo, a fémea de um flebotomineo ingere, juntamente com o
sangue, células parasitadas com a forma amastigota. Durante o trajeto pelo trato
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digestivo, as células se rompem, liberam as formas amastigotas, que rapidamente se
dividem por divisdo binéria se transformando em formas promastigotas prociclicas. No
intestino do inseto vetor, estas sofrem um processo de diferenciagdo morfoldgica e
funcional em formas promastigotas metaciclicas, que ganham a probdcida do inseto. Ao
exercer um novo repasto sanguineo, o flebotomineo inocula as formas metaciclicas
dando, assim, continuidade ao ciclo, como pode ser visto na Figura 1 (Gontijo &
Carvalho 2003; Brasil 2007).

o INSETO VETOR PROMASTIGOTAS
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Figura 1. Ciclo heteroxénico de infeccéo da leishmaniose
(Adaptado de Centers For Disease Control And Prevention)

(http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html )

O diagnostico clinico e epidemioldgico da leishmaniose pode ser realizado, na
ocorréncia de lesGes tipicas da doenca, especialmente se o paciente procede de areas
endémicas ou esteve presente em lugares onde ha casos de leishmaniose. Esse pode ser
complementado com a Intradermorreacdo de Montenegro (IDRM) positiva e,
eventualmente, pela resposta terapéutica. Entretanto, a confirmagdo do diagnostico por
métodos parasitologicos é fundamental, tendo em vista 0 nimero de doencas com as
quais deve ser feito o diagnostico diferencial com a LTA (Gontijo & Carvalho 2003;
Brasil 2007).

Promastigotas se
diferenciam em



O tratamento da LTA tem como farmaco de primeira escolha o antimonial
pentavalente, existente sob a forma de N-metilglucamina, comercializado no Brasil.
Ndo havendo resposta satisfatoria ao tratamento com antimonial pentavalente, os
farmacos de segunda escolha séo a anfotericina B e as pentamidinas, consideradas mais
eficazes do que os antimoniais no tratamento de lesbes mucosas. Enquanto pacientes
com LCL, com lesBes cutaneas Unicas ou multiplas, apresentam cura espontanea ou boa
resposta ao tratamento, aqueles com LMC, concomitantes lesfes cutanea e mucosa ou
lesdo mucosa desenvolvida secundariamente a lesdo cutanea, apresentam lesdes que sao
altamente destrutivas e ndo respondem bem ao tratamento, ou mesmo quando ocorre a
cicatrizacdo, as recidivas sdo frequentes (Silveira et al. 2009).

No Brasil, no ano de 2007, os percentuais de cura clinica eram de 77,68% e 0
abandono do tratamento atingia 3,74%. Porém, esses indicadores sdo variaveis para
cada regido, estado, municipio e localidade (Gontijo & Carvalho 2003; Brasil 2007). A
falha e o abandono sdo devidos a vérios fatores. Primeiramente, a dificuldade do
tratamento, pois os antimoniais possuem diversas contra-indicagdes como, por exemplo:
ndo podem ser administrados em gestantes, pois estes farmacos atravessam a barreira
placentaria e podem impregnar o tecido nervoso do feto, levando a sindromes severas de
retardamento mental. Ha restricbes também do uso dos antimoniais em pacientes com
idade acima dos 50 anos, portadores de cardiopatias, nefropatias, hepatopatias e doenca
de Chagas. Além disto, o tratamento com antimoniais e anfotericina causam varios
efeitos adversos como: mialgia, anorexia e nauseas. Em algumas ocasifes, no inicio do
tratamento, ha uma exacerbacdo do quadro clinico com o aumento do infiltrado nas
lesBes, do eritema, das secre¢des nasal e faringea. Presume-se que isso decorra de uma
resposta aos antigenos liberados com a morte do parasito. Quando é necessario o
farmaco de segunda escolha usado é a anfotericina, (Brasil 2007; Oliveira et al. 2011;
WHO 2005). Devem ser levados em consideragéo outros fatores, como a resisténcia aos
farmacos.

A falha no tratamento pode ser devida as préprias caracteristicas intrinsecas do
parasito, que podem expressar genes ligados a resisténcia (Guimond et al. 2003) Alguns
estudos ja relataram resisténcia em casos de tratamento de leishmaniose cutanea, que é a
forma mais branda da doenca e de maior probabilidade de cicatrizagdo (Palacios et al.
2001; Ouellette et al. 2004; Hadighi et al. 2006; Rojas et al. 2006; Yardley et al. 2006;
Arevalo et al. 2007). A forma cutanea difusa é de dificil tratamento, ndo havendo
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farmacos que levem a cura clinica da doenca (Salaiza-Suazo et al. 1999; Zerpa et al.
2007; Pereira et al. 2009). Além das dificuldades com a terapia da LTA, ndo ha, ainda,
uma vacina eficaz, que possa prevenir a doenca (Noazin et al. 2008; Evans &
Kedzierski 2012; Singh & Sundar 2012). O alto custo, a resisténcia e a toxicidade dos
farmacos tradicionais, demonstram a necessidade de novas terapias e 0 desenvolvimento
de vacinas eficientes.

O entendimento da relagdo entre o parasito e o hospedeiro € um fator
determinante para se compreender a evolucdo da LTA, cujo desfecho depende do

estabelecimento de uma resposta imune celular adequada, juntamente com a terapia.

1.1.2. A resposta imune na LTA

A infeccdo por L. major, em camundongos de linhagens geneticamente
diferentes, constitui o modelo que melhor representa a relevancia da genética do
hospedeiro para a definicdo das consequéncias da infec¢do. L. major é uma das
principais espécies causadoras de leishmaniose cutanea no sudeste da Asia e norte da
Africa (Sacks & Noben-Trauth 2002; WHO 2005). A infeccdo de camundongos da
linhagem C57BL/6 por esta espécie revelou que estes desenvolvem lesdes locais, que
curam apdés algumas semanas. A resisténcia a infeccdo foi associada ao
desenvolvimento de células T CD4" auxiliares do tipo 1 (Thi, T helper 1), produtoras
de interferon gama (IFNy) e fator de necrose tumoral (TNF, tumor necrosis factor).
Estas citocinas sdo importantes para a ativacao classica de macrdfagos, capacitando-os a
produzirem maiores quantidades de reativos intermediarios do oxigénio (ROI, reactive
oxygen intermediates) e do nitrogénio (RNI, reactive nitrogen intermediates). Estas
moléculas, altamente toxicas, sdo responsaveis pela morte intracelular das leishmanias
(Murray 1981; Murray et al. 1983; Liew et al. 1990; Zarley et al. 1991; Murray &
Nathan 1999; Horta et al. 2012).

A suscetibilidade a infeccdo foi observada em camundongos da linhagem
BALB/c. Estes camundongos desenvolvem lesdes persistentes, progressivas, podendo
ocorrer a disseminacdo dos parasitos para 0s 0Orgdos viscerais. A resposta imune
ineficiente para o controle da doenca foi associada ao desenvolvimento de células T
CD4" auxiliares do tipo 2 (Th2, T helper 2), produtoras de interleucinas 4, 10 e 13 (IL-
4, IL-10 e IL-13), e ao fator transformador do crescimento B (TGF- B, transforming

growth factor f3), que inibem a producdo de IFNy e a ativacdo dos macrofagos (Liese et
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al. 2008). A IL-4 e a IL13 ativam os macrofagos de maneira alternativa, induzindo a
producdo de arginase, que gera a producdo de poliaminas, as quais aumentam 0O
crescimento do parasito intracelular e, consequentemente, a progressdo da doenca
(Iniesta et al. 2002; Roberts et al. 2004; Naderer & McConville 2008; Mosser &
Edwards 2008).

Devido a extrema importancia dos ROIs e RNIs na atividade microbicida dos
macrofagos, estudos vém tentando comprovar a participacdo destes na morte de
parasitos do género Leishmania. Para isto, podem ser utilizados inibidores da producao
de ROI, sendo um desses inibidores a apocinina (Stefanska& Pawliczak 2008), o 4'-
hydroxy-3'-methoxy-acetophenone, que tem como analogo a acetovanilona). A
apocinina é um inibidor seletivo da atividade da NADPH oxidase, responsavel pela
producdo de ROI, consequentemente, inibe a producdo de ROI em diferentes tipos
celulares, como neutrofilos a macrofagos (Muijsers et al. 2000; Worm et al. 2001,
Almeida et al. 2011). Experimentos suportam a ideia de que a apocinina inibe a
translocacéo das subunidades p47°"™ e p67°"* para a membrana celular, inibindo assim
a acdo da NADPH oxidase (Ximenes et al. 2007).

Assim como para 0s ROIs, existem inibidores de RNI, como por exemplo, a
aminoguanidina (Muijsers et al. 2000) que atua como um inibidor seletivo da 6xido
nitrico sintase (iNOS, inducible nitric oxide synthase) (Misko et al. 1993; Holstad et al.
1997; Farhad et al. 2011). A participacdo da iINOS e gp 91 phox (subunidade da
NADPH oxidase ), que sdo necessarias para a formacdo de NO (nitric oxide) e ROI,
respectivamente, foi relatada como fator crucial na morte de L. major em macréfagos
murinos (Blos et al. 2003). Estudos vém demonstrando a participacdo dos RNIs no
controle da infeccdo murina com L. major (Trez et al. 2009; Fritzsche et al. 2010).
Adicionalmente, estudos com Leishmania do Novo Mundo apontam uma relevancia do
NO no controle da infeccdo por L. (L.) amazonensis em murinos (Linares et al. 2001).
Mukbel et al (2007) relataram que a participacéo de anion superoxido e NO & necessaria
para a morte de formas amastigotas de L. amazonensis, em macréfagos murinos, que
foram estimulados com lipopolissacarideo (LPS) e IFNy. Em macréfagos humanos, ja
foi descrita a participacdo de ROI (&anion superoxido) no controle da infeccéo por L. (L.)
amazonensis e por L. (V.) braziliensis (Khouri et al. 2009).

Em seres humanos, o paradigma Th1/Th2, associado a cura clinica ou néo
resolucdo da infeccdo na LTA, ndo é tdo claro como nos camundongos. Na LTA,
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durante a fase ativa da LCL, ha predominancia de linfocitos T CD4+ com producéo
mista de citocinas do tipo Thl (IFNy) e Th2 (IL-4). Nos individuos que cicatrizam
espontaneamente ou naqueles que apresentam cicatrizagdo ap6s o tratamento
quimioterapico, foi observada uma proporgéo similar de linfécitos T CD4" e T CDS8",
com producgdo de IFNy e baixos niveis de IL-4 (Coutinho et al. 1998). No entanto,
individuos com LMC, a forma mais grave da LTA, podem apresentar niveis de IFNy
similares aqueles de individuos que apresentam cicatrizacdo espontanea de lesdes
cutaneas (Carvalho et al. 1995). As células mononucleares de pacientes considerados
com leishmaniose subclinica, quando estimuladas com antigeno de L. (L.) amazonensis,
produzem uma quantidade bem menor de IFNy e TNFa, e quantidades um pouco mais
elevadas de IL-5, comparadas as dos pacientes com leishmaniose cutanea,
demonstrando, entdo, que pacientes que ndo desenvolvem a doenga possuem a
habilidade de modular a resposta imune para controlar a infeccdo com um perfil Th2
(Follador et al. 2002). Usando antigeno de L. (V.) braziliensis, foi demonstrado que
células de pacientes com leishmaniose mucosa produzem altos niveis de IFNy e de IL-5,
qguando comparadas com as de pacientes com LC (Da-Cruz et al. 2002).

Mais recentemente, Gomes-Silva et al. (2007) observaram que células de
pacientes com leishmaniose mucosa, que haviam cicatrizado as lesdes, estimuladas com
antigenos de L. (V.) braziliensis, apresentam uma maior producdo de IFNy e uma
menor producdo de IL-10, quando comparadas as de pacientes com cicatrizacdo
espontanea, assintomaticos ou com leishmaniose cutanea cicatrizada, apds tratamento,
mostrando que mesmo apos a cicatrizacdo, pacientes que tiveram leishmaniose mucosa
ainda mantém um padrdo de alta producgdo de citocinas. Varios estudos vém tentando
determinar um padrdo de producéo de citocinas, associado com a severidade da doenca,
a forma clinica ou mesmo com a resolucdo da infeccdo (Castes et al. 1988; Pirmez et al.
1993; Coutinho et al. 1996, Bacellar et al. 2002; Faria et al. 2005). Apesar da falta de
uma clara associagdo entre a producdo de citocinas e a evolugdo da infecgdo, uma
resposta imune celular é necessaria para a cura clinica da doenca, como demonstrado
nos camundongos C57/BL6 infectados com L. major. E a ativacio da resposta imune
celular com producdo de IFNy e TNF que garantem a adequada ativacdo dos
macrofagos para a eliminacdo dos parasitos (Vouldolkis et al. 1995; Novais et al.
2009).



1.1.3. Os macrofagos na infecgdo por Leishmania sp.

Os macrdfagos fazem parte do sistema mononuclear fagocitario, que é composto
por subgrupos de leucécitos originados da medula dssea, derivados das células
mieldides, que circulam no sangue como mondcitos e populam os tecidos como
macrofagos. Os monocitos, liberados da medula dssea, s@&o morfologicamente
heterogéneos, em relacdo ao tamanho, a granulosidade e ao ndcleo e expressam
diferentes moléculas em suas membranas, incluindo receptores de quimiocinas e
moléculas de adesdo, para migrarem do sangue para os tecidos. Os mondcitos e
macrofagos sdo reguladores criticos da resposta imune inata. Os macrofagos sao
fagocitos especializados, que residem em tecidos linféides ou ndo linfoides,
apresentando importante funcdo na defesa contra as infec¢bes, devido a uma grande
variedade de receptores que reconhecem patégenos e a sua habilidade em produzir
citocinas inflamatorias e moléculas microbicidas (Aderem & Underhill 1999; Gordon
2003; Mosser & Edwards 2008). Em seres humanos, a subclasse de mondcitos classica
¢ a melhor descrita, sendo definida por ser uma populagdo pro-inflamatéria, que
expressa CD14 e receptor de baixa afinidade para a porcdo Fc de anticorpos 1gG
(CD16). Porém, nossos conhecimentos sobre como essa diversidade contribui para a
LTA ainda ¢ limitado. Os mondcitos sdo uma populacdo heterogénea de células, que
também contribui para a geracdo de diferentes macr6fagos e exercem um papel de
extrema importancia na infeccdo por leishmanias, pois estes se diferenciam em
macrofagos, que € a célula onde o parasito se multiplica. (Aderem & Underhill 1999;
Kaye & Scott 2011).

Apesar dos parasitos Leishmania sp poderem ser encontrados em neutrofilos, é
nos fagocitos mononucleares que o0s parasitos apresentam maior replicacdo e
sobrevivéncia, sendo que o0s macrdfagos residentes da derme sdo rapidamente
infectados, tornando-se a populacdo infectada dominante nas primeiras 24 horas de
infeccdo (Aderem & Underhill 1999; Kaye & Scott 2011). As formas promastigotas se
ligam a receptores de superficie dos macrofagos, levando, entdo, a fagocitose do
parasito, que é internalizado e se transforma em formas amastigotas. Alguns receptores
ja foram descritos como importantes para a internalizagdo das formas promastigotas,
como por exemplo: receptor do complemento 3 (CR3, third complement receptor),

receptor do complemento 1 (CR1, first complement receptor), receptor de Manose (MR,
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manose receptor), Receptor de fibronectina (FnR, fibronectin receptor) e em
amastigotas ja foi relatado também: receptor para porcdo Fc de IgG (FcyR, Fc gamma
receptor) (Blackwell et al. 1985; Wilson & Pearson 1988; Russell & Wright 1988;
Ueno & Wilson 2012). A Figura 2 apresenta os receptores relevantes para a fagocitose
de Leishmania sp.

Estudos relataram que leishméanias promastigotas que se encontram na fase
estacionéria do crescimento, apresentam um aumento da expressdo de moléculas de
superficie, como a glicoproteina gp63 e alteragdes bioquimicas da lipofosfoglicana
(LPG) (Puentes et al. 1988; Ramamoorthy et al. 1992, Pimenta et al. 1994; Forestier et
al. 2011). Estas moléculas estariam relacionadas com a entrada dos parasitos nas
células. A forma promastigota se liga a receptores do complemento de forma direta ou
as proteinas do complemento. A gp63 presente na superficie das leishmanias ativa a
cascata do complemento, se ligando a proteina do complemento C3 que é clivada em
C3b (um ligante do CR1), que é clivado em iC3b (forma inativa do C3b), que se liga ao
CR3 (Russel 1987; Ramamoorthy et al. 1992). Coooper et al. (1988) usaram anticorpos
monoclonais ligantes ao CR3 e demonstraram a inibicdo da ligacdo de formas
promastigotas de L. major e L. donovani a macréagos murinos. A avaliacdo da ligagdo
das formas promastigotas a macréfagos demonstrou uma cooperacédo entre CR1 e Mac-
1/CD11bCD18, especialmente em células humanas, onde foi mostrado que o Mac-1
estabiliza a adesdo (Rosenthal et al. 1996). Além disso, outras interacfes também
facilitariam a entrada destes parasitos, como os MRs interagindo com manose na
superficie dos parasitos. A inibicdo da fagocitose dos parasitos por macrofagos
humanos ocorre ap6s a inibicdo dos MRs (Wilson & Pearson 1988). Também a
participacdo do receptor FnR é importante para a fagocitose, uma vez que a g63 possui
motivos que se assemelham aos da fibronectina e dessa forma se liga aos FnR
(Brittingham et al. 1999).
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Figura 2. Receptores que participam na fagocitose de Leishmania sp nas células do
hospedeiro. Adaptado de Ueno & Wilson, 2012.

A avaliacdo da infeccdo de macrofagos humanos in vitro, por diferentes espécies
de Leishmania (L. (V.) panamensis, L. major, L. infantum) mostra que estas células sao
permissivas a infecgdo por estes parasitos, porém, uma vez ativadas com produtos
bacterianos, tais como o LPS e citocinas, especialmente o IFNy, sdo capazes de eliminar
0s parasitos intracelulares (Vouldoukis et al. 1995; Bosque et al. 1998; Panaro et al.
1999). Experimentos demonstraram que macrofagos de doadores sadios, ap0s a infeccao
com L. (V.) braziliensis, produzem uma grande quantidade de moléculas pro-
inflamatorias, como por exemplo, CXCL10, levando a um maior recrutamento celular
(Vargas-Inchaustegui et al. 2010). Corroborando com este estudo, recentemente,
experimentos com macrofagos derivados de células mononucleares do sangue periférico
de pacientes demonstraram que, apos a exposicdo a L. (V.) braziliensis, os macréfagos
de individuos com infeccdo subclinica (sem lesdes, IDRM positiva) mostraram uma
menor taxa de infeccdo e um menor nimero de formas amastigotas intracelulares em
comparacdo as células de pacientes com LCL ou LMC. Os macréfagos dos pacientes
com LCL ou LMC produziram mais quimiocinas (CCL2, CXCL8, CCL9) e TNF-a. do
que aqueles de pacientes com a infeccdo subclinica, indicando que os macrofagos
desempenham um papel crucial no controle da infecgdo por L. (V.) braziliensis em seres
humanos, mas por secretar quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias contribuem para o
recrutamento e ativacao das células T, promovendo inflamagdo, com danos nos tecidos

e maior gravidade da doenca (Giudice et al. 2012).
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Passwell et al. (1984) avaliaram a infec¢do de mondcitos humanos por L. major,
sob diferentes estimulos, ndo encontrando diferenca na infeccdo dos mondcitos
estimulados ou ndo com endotoxinas, linfocinas, particulas de zimozan e concavalina A.
Outro estudo demonstrou que macréfagos humanos, infectados com L. (V.) panamensis
derivados de mondcitos de individuos que tiveram leishmaniose cutanea tinham um
namero de células infectadas maior do que os individuos que possuiam a doenca
subclinica (Bosque et al. 2000). Poucos estudos avaliaram a infeccdo de macrofagos
humanos por L. (V.) braziliensis, sendo que os estudo existentes tiveram um enfoque em
avaliar apenas a participacdo de citocinas (Khouri et al. 2009; Giudice et al. 2012).
Avaliar a interacdo entre macrdfagos humanos e L. (V.) braziliensis, demonstrando que
moléculas sdo induzidas nos macréfagos por estes parasitos e quais sdo os efeitos destas
na infeccdo, é crucial para entender o que ocorre durante a infec¢cdo de macrofagos
humanos por essa espécie, tanto para o controle da infeccdo quanto para entender a

imunopatogenia da LTA.

1.2. Os leucotrienos

1.2.1. Caracteristicas gerais

Os leucotrienos sdo mediadores lipidicos da inflamacéo e receberam esse nome
devido a trés ligacGes duplas conjugadas na estrutura de 20 carbonos e porque foram
isolados inicialmente de leucdcitos. Os leucotrienos séo eicosanoides (do grego eicosa =
vinte; para derivados de &cidos graxos contendo 20 carbonos) derivados do
metabolismo do &cido araquidénico (all-cis-5,8,11,14-acido eicosatetraenoico, AA), um
componente essencial das membranas celulares, que é liberado por clivagem
estreitamente regulada por fosfolipase. O AA é um intermediério bioldgico que pode ser
convertido em um grande nuimero de eicosandides com potentes atividades bioldgicas
(Crooks & Stockley 1998; Murphy & Gijon 2007; Nakamura & Shimizu 2011).

A biossintese dos leucotrienos comeca apenas ap6s estimulacdo celular, quando
as células ou tecidos sdo expostos a estimulos fisiologicos e patoldgicos, como por
exemplo: imunocomplexos, endotoxinas, o componente do sistema complemento C5a,
IL-1, TNF, fator estimulador de coldnia granuldcito-macrofago (GM-CSF, granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor), fator ativador de plaquetas (PAF, platelet-

activating factor), elastase produzida pelo neutréfilo e o préprio leucotrieno B, (LTB,),
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que sdo capazes de ativar fosfolipases nos leucocitos para iniciar a sintese dos
leucotrienos (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001). Dependendo da estrutura molecular
e das propriedades bioquimicas, a fosfolipase A2 (PLA2) pode ser classificada em
quatro categorias principais: (1) PLA2 secretada (SPLA2); (2) a isoforma citosolica
dependente de célcio PLA2 (cPLA2); (3) a isoforma citosélica independente de célcio
PLA2 (iPLA2); e a (4) PAF Acetil-hidrolase, que inativa 0 PAF. Quanto a isoforma
cPLA2, o célcio ndo é necessario para a atividade catalitica, mas é importante para a
interacdo com a membrana e os fosfolipidios. H& pelo menos seis tipos de cPLA2:
CPLA2a, cPLA2B, cPLA2y, cPLA26, cPLA2¢ e cPLA2{, dos quais a cPLA2a ¢ uma
enzima crucial na producdo de eicosandides. Esta enzima é amplamente expressa em
varios tipos de tecidos e células, por exemplo, no cérebro, pulmé&o, rim, coracédo, baco,
plaquetas, macrdfagos, neutrofilos, células endoteliais e células epiteliais alveolares
(Shimizu 2009, Nakamura & Shimizu 2011).

Apbs varios estimulos celulares, que geram um aumento de Ca?* livre, as
enzimas cPLA2a e a 5-lipoxigenase (5-LO) sdo translocadas para o ndcleo. Dessa
forma, a cPLA2a age sobre 0s glicerofosfolipideos de membrana na posicdo sn-2,
sendo entdo hidrolisados, liberando dois produtos: o AA e os lisofosfolipideos. Os
lisofosfolipideos podem funcionar como moléculas bioativas ou servir como
precursores de outros mediadores, como por exemplo, para 0 PAF. O AA ¢é usado como
substrato pela enzima 5-LO, juntamente com a FLAP, a proteina ativadora da 5-LO
(FLAP, 5-LO-activating protein). A FLAP, presente na membrana nuclear, se liga ao
AA e, possivelmente, desempenha um papel na apresentacdo deste substrato a 5-LO. J&
a enzima 5-LO é uma dioxigenase que possui um dominio NH; terminal (Cd-2 similar)
que liga dois ions calcio e um dominio catalitico que liga ferro. Dessa forma, a 5-LO
catalisa duas reacdes sequenciais: primeiramente, a retirada de um atomo de hidrogénio
do C-7 do AA e insercdo de oxigénio molecular para formar acido 5-
hidroperoxieicosatetraendico (5-HpETE) e, em seguida, remocdo de um atomo de
hidrogénio do C-10 do 5-HpETE, com conseqiente desidratacdo, para formar o
conjugado trieno epoxido leucotrieno A4 (LTA,) (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001,
Murphy & Gijon 2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011). O LTA, pode
ser hidrolisado pela enzima LTA, hidrolase, uma enzima citosolica que também exerce
atividade de aminopeptidase e contém zinco no seu centro catalitico. Essa enzima
adiciona agua no C-12 para formar o LTB, (4cido 5(S),12(R)-dihidroxi-6,8,10,14-
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(Z,E,E,Z)-eicosatetraenoico). Alternativamente, o LTA, pode ser conjugado com
glutationa para formar leucotrieno C, (LTC,, acido 5(S)-hidroxi-6(R)-S-glutationil-
7,9,11,14-(E,E,Z,Z2)-eicosatetraenoico), por meio da acdo da enzima LTC, sintase. O
LTC, pode ser transferido para 0 meio extracelular e podem ainda serem formados o
leucotrieno D, e o leucotrieno E; (LTDs e LTE,4 respectivamente). No meio
extracelular, a glutamil-transpeptidase cliva a molécula de &cido glutdmico para formar
0 LTD,, este, por sua vez, é transformado em LTE,, pela clivagem da molécula de
glicina pela enzima dipeptidase (Crooks & Stockley 1998; Funk 2001; Murphy & Gijén
2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011). Alternativamente, os CysLTs
(LTC4, LTD4, LTE4) também podem ser produzidos por meio do metabolismo
transcelular, a partir de LTA; ou AA derivado de neutréfilos, plaquetas e células
endoteliais vasculares. Por exemplo, durante o processo inflamatério pode ocorrer
biossintese transcelular de leucotrienos, mediada por transferéncia de AA ou LTA, de
uma célula para outra. De tal forma que, mesmo que uma célula ndo possua alguma
enzima da via de sintese de leucotrienos, é possivel produzi-los. Esta biossintese é
considerada muito importante, porque pode gerar concentraces extremamente elevadas
de CysLTs em um determinado local. Isso ja foi relatado em células humanas como
neutrdfilos, plaquetas de sangue periférico, em células epiteliais humanas e em células
endoteliais de suinos (Feinmark & Cannon 1986; Maclouf & Murphy 1988; Maclouf et
al. 1989).

Normalmente, moléculas que funcionam como sinais para coordenar eventos
bioguimicos, devem estar sujeitos a mecanismos que finalizam sua atividade. Os
leucotrienos sdo inativados, por conversdes metabdlicas, em uma série de produtos, que
ndo sdo reconhecidos pelos receptores especificos e também podem ser convertidos em
derivados que facilitam a sua eliminacdo. Sabendo que o LTB, é essencialmente um
acido graxo, normalmente reagdes que envolvam a degradacdo de acidos graxos, tais
como vias de [B-oxidacdo e reacGes de conjugacdo com &cido glicurbnico, séo
essenciais. Ha também a participacdo de enzimas especificas, incluindo o citocromo
P450s e também a participacdo de oxirredutases que metabolizam o LTB,. O LTC,,
sendo um peptidiolipidio, € um substrato para peptidases que formam o LTE, como o
principal metabdlito. O LTE,4 é, entdo, processado por uma reagdo de w-oxidacao,
seguido por uma B-oxidacdo. As enzimas de degradacdo podem ser aumentadas pelo
fator de transcricdo do receptor ativador de proliferacdo de peroxissomos alfa
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(Peroxisome proliferator-acivated receptor a, PPAR). Este receptor nuclear hormonal
pode ser ativado pela ligagcdo ao LTB,4, fazendo com que se forme um ciclo de
retroalimentacdo que limita a duragéo da atividade do LTB,4 (Crooks & Stockley 1998;
Murphy & Gijon 2007; Narala et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011).

Os leucotrienos sdo mediadores lipidicos da inflamagdo, eles sdo
predominantemente  produzidos por células inflamatorias, como leucocitos
porlimorfonucleares, macrofagos, eosinofilos, basofilos e mastdcitos (Crooks &
Stockley 1998; Murphy & Gijon 2007; Singh et al. 2010; Nakamura & Shimizu 2011).
Em geral, os leucotrienos sdo andlogos aos horménios que atuam localmente,
apresentando um efeito paracrino ao atuarem sobre células vizinhas, e autdcrino,
atuando sobre a prépria célula fonte. Para isso, 0s leucotrienos devem ser reconhecidos.
O efeito, entdo, € mediado por diferentes receptores acoplados a proteina G, que foram
descobertos apenas a partir de 1997. Indicios da existéncia dos leucotrienos apareceram
a partir de experimentos com leucocitos polimorfonucelares de coelho, que quando
incubados com AA produziam metabdlitos derivados do AA, até entdo desconhecidos
(Borgeat & Samuelsson 1979). Porém, apenas décadas depois, devido as grandes
diferencas relativas entre LTB, e seus derivados, foram identificados e classificados os
receptores especificos. Estudos utilizando varios tecidos e células, por exemplo,
leucocitos humanos e células de pulmédo de porco forneceram evidéncias para a
existéncia e distribuicdo dos receptores especificos para LTB, (Singh et al. 2010). Em
1997 e 2000, dois tipos de receptores do LTB,4 foram descobertos, o BLT1 e 0 BLT2,
respectivamente (Yokomizo et al. 1997, 2000). O primeiro receptor do LTB, a ser
clonado e caracterizado foi denominado BLT1, sendo identificado como um possivel
receptor transmembranico contendo 352 aminoacidos. Em seres humanos, o receptor
BLT1 € exclusivamente expresso em ceélulas inflamatdrias, tais como neutrofilos,
eosinofilos, células dendriticas, macréfagos, linfdcitos B e T. O bago e o timo humano
também expressam 0 MRNA BLT1, mas as quantidades sdo muito mais baixas do que a
dos leucocitos do sangue periférico (Yokomizo et al. 1997; Shimizu et al. 2002;
Pettersson et al. 2003; Tager et al. 2003; Nakamura & Shimizu 2011).

O segundo receptor do LTB, a ser descrito foi 0 BLT2, que é um receptor de
baixa afinidade. Este receptor foi descoberto durante a andlise do gene do receptor
BLT1 (Yokomizo et al. 2000). Apesar de ser um receptor de baixa afinidade, o BLT2
envia, de forma eficiente, sinais intracelulares em resposta ao LTB, Este receptor é
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expresso em diversos tecidos humanos, tais como musculo esquelético, coracao, pulméo
e glandulas mamérias. Foi detectado também o mRNA do BLT2 em abundéancia no
baco, figado, ovério e leucocitos (Yokomizo et al. 2000, 2001; Nakamura & Shimizu
2011).

Os receptores dos CysLts sdo subdivididos principalmente em duas classes: o
CysLT1 e o CysLT2. Essa subdivisdo foi determinada a partir da sensibilidade a
determinados antagonistas (Labat et al. 1992; Back 2002; Capra 2004; Singh et al.
2010). O receptor CysLT1 é conhecido por ser sensivel aos antagonistas montelukast,
zafirlukast, pranlukast, pobilukast (antagonistas classicos), enquanto o CysLT2 medeia
varios efeitos que ndo sdo inibidos por estes antagonistas. O mRNA de CysLT1 foi
primeiramente identificado em células pulmonares humanas, mais especificamente nas
células musculares lisas e macréfagos do pulmdo. Além disso, foi demonstrada a
presenca de MRNA e a proteina CysLT1 em leucdcitos do sangue periférico e no baco
(Lynch et al. 1999; Sarau et al. 1999; Figueroa et al. 2001). O padrdo de expressao de
CysLT2 em seres humanos parece ser substancialmente diferente do padrdo de
expressao de CysLT1. Embora o receptor CysLT2 também seja altamente expresso no
baco e em leuctcitos do sangue periférico e em células pulmonares humanas, a
expressdo no coracdo, glandulas adrenais e cérebro parece ser Unica para este subtipo
(Labat et al. 1992; Back 2002; Mellor et al. 2003; Capra 2004; Singh et al. 2010).

Os mecanismos de transducao de sinal dos receptores de CysLT sdo semelhantes
aos promovidos pelos receptores de LTB4. Ap6s o reconhecimento dos agonistas, 0s
receptores acoplados a proteina G, sofrem mudancas conformacionais, resultando na
ativacdo da proteina G e na troca GDP-GTP, seguida da hidrélise de GTP e de vérios
eventos de sinalizacdo intracelular (Peres et al. 2007; Singh et al. 2010). A ligacdo dos
leucotrienos a seus receptores ativa diferentes proteinas G, que desencadeiam varias
vias bioquimicas de sinalizacdo nas células, tais como inibicdo de cAMP (via Gi),
ativacdo de fosfolipase C (PLC, phospholipase C, via Gq), aumento de calcio
intracelular (via Gq) e ativacdo de fosfatidil inositol-3-quinase (PI3K, phosphatidyl
inositide 3-kinase) e proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs, mitogen
activated protein kinase) (Peres et al. 2007; Singh et al. 2010). Por exemplo, a
sinalizacdo via BLT1 em células RAW 264.7 ativa um grande numero de quinases,
como as MAPKSs e PI3K que séo importantes para a proliferacdo dessas celulas induzida

por LTB, (Nieves & Moreno 2006). Além disso, ja foi demonstrado que o inibidor da

15



PI3K inibe a migracdo induzida pelo LTB4em células musculares lisas das vias aéreas,
sugerindo a importancia dessa quinase na sinalizacdo (Watanabe et al. 2009).
Recentemente, Okamoto et al. (2010) relataram que o BLT1 é necessario para a
fagocitose nos macrdfagos via FcyR, pois o LTB, potencializa a ativacdo de Rac
quinase dependente de FcyR.

A regulacdo da expressdo dos receptores de LTB, e de CysLTs tem sido
associada a regulacdo por varias moléculas, tais como citocinas e agonista de receptores
semelhantes a toll (TLRs, toll like receptors). Citocinas, como a IL-4 e a IL-13, podem
aumentar a expressdo de CysLT1. Também a nivel transcricional, citocinas do tipo Th2,
como a IL-4, podem aumentar os niveis de receptores de CysLT2 em mondcitos e
macrofagos humanos (Thivierge et al. 2001; Nakamura & Shimizu 2011). O LPS,
agonista de TLR4, induz a expressdo de CysLT2 em células dendriticas humanas
(Thivierge et al. 2006). Além disso, citocinas como IL-5 e IFNy podem aumentar a
expressdo de receptores para LTB, em eosindfilos e macréfagos humanos,
respectivamente (Huang et al. 1998, Thivierge et al. 2000). Alguns experimentos
também demonstraram que o LPS induz a expressdo de BLT1, enquanto TNFa aumenta
a expressao de BLT2, em células epiteliais humanas (Qiu et al. 2006).

Os leucotrienos sdo conhecidos principalmente pelas suas funcbes na
inflamacdo (Samuelsson 1983). O LTB, tem papel fisiolégico na quimiotaxia de
leucdcito (neutréfilos, mondcitos, macrofagos e eosinofilos, além de células dendriticas
e de células T efetoras CD4" ou CD8"), na adeso de leucdcitos a células endoteliais e
na inducdo da producéo de citocinas pro-inflamatdrias, como o TNF (Tager et al. 2000,
2003; Goodarzi et al. 2003; Ott et al. 2003; Islam et al. 2006; Shin et al. 2006,
Gaudreault & Gosselin 2009; Haneda et al. 2011). Os leucotrienos, por serem
mediadores lipidicos da inflamacéo, sdo bem descritos por participarem dos processos
inflamatdrios de doencas cronicas, alérgicas e autoimunes (Griffiths et al. 1995; Capra
et al. 2007; Ohnishi et al. 2008). Nesse contexto, 0os CysLTs estdo envolvidos com
eventos celulares tais como a migracdo celular e adesdo de leucdcitos (Dahlén et al.
1981; Yuan et al. 2009; Dannull et al. 2012). Em pacientes asmaticos, atuam de forma
importante no sistema respiratorio, participando da hiperplasia de células globosas,
causando o aumento da secre¢cdo de muco, além de modularem eventos como a
broncoconstri¢cdo (Manning et al. 1990; Kim et al. 2006; Hashimoto et al. 2009; Kazani

et al. 2011). No sistema circulatorio, participam de importantes mecanismos da
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inflamacéo e arteriogénese, na regulacdo da permeabilidade vascular e também na
modulacdo da pressdo sanguinea sistémica (Lotzer et al. 2003; Lee et al. 2004; Hui et al.
2004; Moos et al. 2008).

Em funcdo da extrema importancia dos leucotrienos na inflamagédo, houve a
necessidade do estudo deste mediador em distintas doengas. A doenca mais estudada ¢ a
asma, em que ja foi relatada uma maior expressao de receptores para leucotrienos e
inducdo de quimiotaxia para diferentes tipos celulares (eosinofilos, neutrofilos). Foi
demonstrado também que os leucotrienos participam na modulacdo da funcdo celular,
como por exemplo, das células dendriticas na asma (Turner et al. 1996; Machida et al.
2004; Parameswaran et al. 2004; Zhu et al. 2005). Neste raciocinio de que o0s
leucotrienos estariam participando diretamente na patologia da asma, visualizou-se a
possibilidade de usar antagonistas dos receptores para leucotrienos no tratamento da
asma (Drazen et al. 1999; Dahlén 2006; Montuschi et al. 2007; O’Byrne et al. 2009). O
antagonismo dos leucotrienos nesta doenca reverteu a contracdo prolongada da traqueia
em suinos. Além disso, em seres humanos, o antagonismo possibilitou a inibicdo da
liberacdo de citocinas como: IL-3, IL-4 e possivelmente IL-5, que participam da
ativacdo de células (eosindfilos, linfocitos B), que aumentam a inflamagdo aguda e
croénica, um dos principais fatores da fisiopatologia da asma brénquica. Em ambas as
situacdes, foi usado um antagonista pranlukast, um antagonista classico, que bloqueia o
receptor CysLT1 (Obata et al. 1992, Tohda et al. 1999).

Outros inibidores ja foram produzidos. A empresa Pfizer desenvolveu um
potente antagonista de LTB4, o CP-105,696 {1 - [3 - (4-phenylbenzyl) -4
hydroxychroman-7-il]-1-ciclopentano carboxilico}. Esse composto é altamente seletivo
para BLT1, tendo sido demonstrada a sua acdo na regulacdo da quimiotaxia de
neutrofilos in vitro e in vivo (Showell et al. 1995, 1996; Turner et al. 1996; Canetti et al.
2003). Sua importancia na quimiotaxia também foi enfatizada, pela inibi¢do da
expressdo de proteinas quimioatraentes, por mondécitos humanos (Huang et al. 2004) e
também na inibicdo da migracdo de outras células como eosindfilos (Gladue et al.
1996). Outra intervengdo farmacoldgica para inibir os leucotrienos é a inibicdo da
FLAP, que pode ser conseguida com o uso do composto MK0591, por exemplo. Este
composto foi importante na inibicdo da hiperdxia, em camundongos com formacéo
inadequada dos alvéolos (Park et al. 2011) e no préximo item veremos sua aplicacdo nas
infeccdes.
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Os leucotrienos também participam da regulacdo das atividades microbicidas
dos leucdcitos, as quais serdo descritas na proxima secao, que discorre sobre o papel dos

leucotrienos nas infecgdes.

1.2.2. Os leucotrienos nas infecgdes, incluindo a leishmaniose

Os leucotrienos séo claramente descritos como importantes mediadores das
respostas inflamatorias. Varios outros aspectos das fungdes dos leucotrienos vem sendo,
todavia, descritos. Dentre estas funcles, a participacdo no controle e eliminacdo de
varios microrganismos. Como por exemplo, nas infec¢des virais e bacterianas (Flamand
et al. 2007). Estudos demonstraram a participacdo do LTB, enddgeno no aumento da
fagocitose de bactérias opsonizadas, mostrando que o LTB, pode ser induzido apés a
fagocitose realizada por meio de receptores FCR ou CR (Mancuso et al. 2001). A
atividade bactericida de macrofagos alveolares foi aumentada pela presenca de LTBy,
além de ter sido demonstrada a participacdo de varios metabdlitos da via da 5-LO na
destruicdo de Klebsiella pneumoniae. O mecanismo proposto, responsavel pela
destruicdo bacteriana, seria por meio da participacdo dos leucotrienos, que aumentariam
a inducdo da producdo de perdéxido de hidrogénio. Esta producdo seria mediada pelo
aumento da atividade NADPH-oxidase, sendo que o LTB, participaria na inducdo da
proteina quinase-6 (PKC-3), por mecanismos ainda desconhecidos, promovendo a
translocacdo e fosforilacdo da p47phox, gerando a producdo de ROI (Serezani et al.
2005). Além disso, os leucotrienos podem estar auxiliando na inducdo da liberacdo de
potentes agentes antimicrobianos, que estariam participando do controle de virus e
bactérias. Nessa direcdo, estudos em células humanas e de camundongos demonstraram
a atividade do LTB,4 na inducdo da liberacdo de peptideos antimicrobianos tais como
defensinas, catelicidinas e neurotoxina derivada de eosindfilo, participando no controle
de infeccBes virais e bacterianas (Flamand et al. 2007; Gaudreault & Gosselin 2008).

Em um modelo murino, Machado et al. (2005) demonstraram a importancia dos
leucotrienos na infeccdo por Strongyloides venezuelensis. A inibicdo da sintese de
leucotrienos mediada pelo composto MK-886, aumentou de forma significante o
namero de ovos e das formas adultas do helminto, além de diminuir o nimero de
eosinofilos e de células mononucleares no sangue, na cavidade peritoneal e no lavado

brénquio-alveolar dos camundongos. A inibicdo de sintese dos leucotrienos, com esse
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mesmo composto (MK-886), também modulou a infecgdo por Histoplasma capsulatum
em camundongos. Os animais tratados com o inibidor morreram mais cedo (ap6s 15
dias de tratamento) do que os controles, que ndo morreram até 30 dias. Além disso, foi
observado um maior numero de unidades formadoras de coldnia do fungo nos pulmdes
e no baco dos camundongos tratados por 14 dias. Para verificar a modulacdo imune
pelos leucotrienos, citocinas foram dosadas em pulmdes de camundongos, que foram
previamente tratados com inibidores de sintese de leucotrienos, e percebeu-se a
diminuigéo de IL-2, IL-5, IL-12 e IFNy (Medeiros et al. 2004). Outro exemplo do papel
dos leucotrienos na resisténcia as infeccdes por fungos foi observado em camundongos
deficientes em 5-LO. Neste caso, a falta de leucotrienos causou uma diminuicdo no
recrutamento de linfocitos T de memoria para os pulmdes dos camundongos imunizados
com extrato de antigeno de H. capsulatum, além de um aumento da mortalidade dos
animais (Medeiros et al. 2008). Um estudo mais recente demonstrou que a inibicdo de
5-LO causou uma maior suscetibilidade a infec¢do fungica pulmonar, que estaria
associada a persisténcia do fungo no pulméo, a diminuicdo de NO e a diminuicao da
fagocitose (Secatto et al. 2012).

Na resposta imune inata a protozoarios, os leucotrienos também participam dos
mecanismos de resisténcia as infecgdes. O LTC, aumenta a fagocitose de Trypanosoma
cruzi por macréfagos de camundongos, além de aumentar a morte intracelular destes
parasitos (Wirth & Kierszenbaum 1985b). Talvani et al. (2002) relataram também a
importante participagdo do LTB,4 na infecgdo por T. cruzi, sendo este um mediador
lipidico importante para a migracdo e ativacdo de leucdcitos, induzindo a producdo de
TNF e a inducdo de NO. Este RNI participa do controle e morte do parasito. Além
disso, foi demonstrado, também, que o tratamento de camundongos com um antagonista
de BLT1 (CP-105,696) aumenta a parasitemia, causada pelo T. cruzi. Corroborando
estudos, Panis et al. (2011) demonstraram que camundongos deficiente em 5-LO
apresentam uma maior parasitemia e uma menor deteccdo de NO no tecido cardiaco,
além de, dentro de 30 dias de infec¢do, 60% dos camundongos morrerem, enquanto
todos os selvagens permanecem Vivos.

Na infeccdo por Toxoplasma gondii, o LTB, exdgeno aumenta a atividade
citotoxica de macréfagos derivados de mondcitos humanos, promovendo a morte
intracelular destes parasitos (Yong et al. 1994). Subsequentemente, um estudo avaliando

a infeccdo por T. gondii, demonstrou que este parasito, incubado juntamente com
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mastocitos, promove a desgranulacao destas células e a liberacdo de LTB,4. A inibicdo
da formagdo destes leucotrienos estaria diretamente associada & diminuicdo da
citotoxidade ao parasito (formacéo de vesicula e danos ao microrganismo) (Henderson
& Chi 1998).

Alguns estudos vém tentando entender melhor a infeccédo por Leishmania sp e a
participacdo dos leucotrienos na infeccdo por este parasito. Em um estudo com L.
donovani foi demonstrado que os macréfagos peritoneais de camundongos, ao serem
infectados com formas amastigotas, produzem metabdlitos derivados da via da 5-LO e
da cicloxigenase (Reiner & Malemud 1985). Experimentos realizados por Milano et al.
(1996) demonstraram que celulas do bago, oriundas de camundongos infectados com L.
major, tinham um aumento significante da producdo de LTB,4 no inicio da infeccao.
Este aumento foi associado a uma intensa inflamacgédo, como um importante estimulo no
recrutamento e ativacdo de células inflamatérias. Mais recentemente, foi demonstrado
que a deficiéncia na producdo de leucotrienos, em camundongos deficientes em 5-LO
ou estudos de inibicdo farmacoldgica, usando um inibidor de 5-LO (MK0591), resultou
no aumento da gravidade da infeccdo murina por L. (L.) amazonensis (Serezani et al.
2006) A auséncia de leucotrienos diminuiu a atividade microbicida dos macréfagos.
Além disso, macrofagos de camundongos resistentes & infecgdo produziram niveis mais
elevados de LTB4, apds a infeccdo por L. (L.) amazonensis, do que 0s animais
suscetiveis. O LTB, causou um maior aumento da producdo de NO em reposta a
infeccdo por L. (L.) amazonensis em macrofagos de camundongos resistentes do que
naqueles de camundongos suscetiveis (Serezani et al. 2006).

Os mecanismos de controle da infeccdo causada por L. (V.) braziliensis sdo
ainda pouco conhecidos, especialmente pouco se sabe sobre a interacdo entre
macrofagos humanos e esta espécie de Leishmania. Além disso, muito pouco é
conhecido sobre a participacdo dos leucotrienos na infeccdo por Leishmania e o
envolvimento destes na infeccdo por L. (V.) braziliensis ainda ndo foi investigado.
Levando em consideracdo a elevada prevaléncia da espécie L. (V.) braziliensis no pais,
e, ainda, o elevado numero de individuos infectados e as dificuldades do tratamento da
LTA, o conhecimento da modulacdo da infeccdo de macrofagos humanos por L. (V.)
braziliensis pode levar ao desenvolvimento de novos alvos terapéuticos para esta

doenca ainda sem métodos de prevencao eficazes.
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2. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos de controle da infeccdo causada por L. (V.) braziliensis sédo
ainda pouco conhecidos, especialmente pouco se sabe sobre a interacdo entre
macréfagos humanos e esta espécie de Leishmania. Leishmania. (V.) braziliensis é a
espécie responsavel por um elevado numero de casos de leishmaniose tegumentar no
Brasil, uma doenca que é um sério problema de salde publica no pais. Esta espécie
causa a forma clinica mais grave da LTA, a leishmaniose mucosa. Muito pouco é
conhecido sobre a participacdo dos leucotrienos na infecg¢do por Leishmania, tendo sido
avaliada esta participagdo em modelos murinos de infecgéo por L. major, L. donovani e
L. amazonenis. Foi demonstrado que os leucotrienos séo produzidos durante a infeccao
por estas espécies de Leishmania e que estdo envolvidos no controle do parasito. E
possivel que os leucotrienos sejam também induzidos nos macréfagos humanos durante
uma infeccdo por parasitos L. (V.) braziliensis e possam participar no controle da
infeccdo. Investigar a participacdo dos leucotrienos no controle da infeccdo de
macrofagos humanos por L. (V.) braziliensis é fundamental para uma compreensdo dos
mecanismos de controle do parasito in vivo nas lesdes dos pacientes com LTA. Este
conhecimento pode levar ao desenvolvimento de novas terapias, o que se justifica pela
auséncia de uma vacina eficaz para LTA, os farmacos usados causarem diversos e
graves efeitos colaterais, além de estar surgindo resisténcia dos parasitos aos farmacos.

Nossa hipotese é a de que os macréfagos humanos produzem leucotrienos apos a
infeccdo por L. (V.) braziliensis e que estes mediadores podem ativar mecanismos
microbicidas, dependentes da producdo de ROI, que contribuam para o controle da

infeccdo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

- Avaliar se os leucotrienos modulam a infeccdo de macr6fagos humanos por

parasitos L. (V.) braziliensis.

3.2. Especificos:

Avaliar a infeccdo de macrdéfagos humanos com L. (V.) braziliensis;

- Avaliar o efeito de leucotrienos endogenos na infeccdo dos macréfagos
humanos com L. (V.) braziliensis, utilizando um inibidor da sintese de leucotrienos e
um antagonista de LTBy;

- Avaliar a produgdo de LTB, em macréfagos humanos infectados com L. (V.)
braziliensis;

- Avaliar o efeito do LTB,4 exd6geno na infeccdo dos macréfagos humanos com
L. (V.) braziliensis;

-Avaliar a participacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,

induzidas pelo parasito e por leucotrienos, na atividade microbicida dos macréfagos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aspectos éticos e doadores

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas/UFG (Protocolo: 190/2011). Doadores do Banco de Sangue do Instituto
Goiano de Oncologia e Hematologia (n = 83) leram e assinaram o0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1), antes da colheita do sangue. Foram
incluidos doadores sadios, de ambos 0s géneros, faixa etaria de 18 anos a 55 anos, que

nao estavam fazendo uso de medicamentos.

4.2. Cultivo dos parasitos in vitro

O isolado MHOM/BR/2003/IMG (IMG3), da espécie Leishmania (Viannia)
braziliensis, presente no Leishbank, o Banco Imunobioldgico de leishmanias da regido
Centro-Oeste (IPTSP/UFG), é oriundo de paciente com LTA, de 43 anos de idade, do
género feminino, que apresentava trés lesdes de pele (cabeca, ante-brago e coxa)
eritematosas, ulceradas, de tamanho ~0,3 cm cada, com diagndstico de LCL. Os
parasitos foram preservados em nitrogénio liquido, congelados em soro fetal bovino
(SFB), contendo 10% de dimetilsulfoxido de sodio (DMSO, Sigma Chem. Co. St.
Louis, MD, EUA).

Apoés descongelamento, os parasitos foram cultivados em meio Grace (Grace’s
Insect Médium, Sigma) completo, suplementado com 20% de SFB (Cripion
Biotecnologia, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de
penicilina (Sigma) e 100 ng/mL de estreptomicina (Sigma), a 26°C. Os parasitos foram
repicados de trés em trés dias, sempre iniciando a cultura com 5 x 10° parasitos/mL.
Uma pequena aliquota da cultura era diluida em solucéo salina tamponada com fosfatos
(PBS, phosphate-buffered saline), contendo formaldeido a 0,3% e 0s parasitos,
quantificados em hematocitbmetro, para estabelecer o repique, que foi realizado no

mMaximo seis vezes.
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4.3. Curva de crescimento dos parasitos

Os parasitos foram cultivados em meio Grace completo, a temperatura de 26°C,
em placas de cultura de 24 pocos (TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica),
iniciando a cultura com 5 x 10° parasitos/mL. A quantificacdo dos parasitos, como
descrito acima (Item 4.2), foi realizada, diariamente, durante 12 dias de cultivo. A

quantidade de parasitos foi expressa em nimero de parasitos/mL.

4.4. Separacdo de mondcitos do sangue periférico e derivacdo dos macréfagos

As amostras de sangue venoso (cerca de 10 mL) foram colhidas em tubos a
vacuo (Greiner bio-one, Vacuette, Americana, SP, Brasil), contendo solu¢do de EDTA
como anticoagulante. O sangue foi centrifugado inicialmente a 200 g, por 5 minutos, a
temperatura ambiente (T.a), para retirada do plasma. Em seguida, o sangue foi diluido
volume/volume com PBS-EDTA 0,01 mM pH 7,3 e, entdo, foi aplicado sobre gradiente
de densidade de silica coloidal revestida por polivinilpirrolidona (Percoll, Sigma), com
densidade igual a 1,077 (15 ml percoll/volume de sangue diluido ~20 mL). Apoés
centrifugacdo (1.000 g por 20 min, T.a), o anel contendo as células mononucleares
(CMN) foi colhido da interface e as células foram lavadas com PBS-EDTA duas vezes
(600 g, 10 min, a 4°C; 200 g, 10 min, a 4°C). As CMN foram ressuspendidas em 1 mL
de meio RPMI 1640 (Sigma) sem SFB. As células foram quantificadas, em
hematocitbmetro, apos a diluicdo de uma pequena aliquota da suspensdo celular em
solucdo de azul de tripano 0,1% em PBS. Em seguida, as CMN foram distribuidas em
placas de 24 pocos (TPP), sobre laminulas de vidro de 13 mm de didmetro (Deckglaser,
Braunschweig, Alemanha), na concentracdo de 2 x 10° células/500 pL. Primeiro, foi
depositada uma gota de 200 pL sobre a laminula, deixando sedimentar por 30 minutos,
para depois completar o volume para 500 pL com meio RPMI completo, contendo 15%
de SFB (Gibco, Brasil), 11 mM de bicarbonato de sédio e 2 mM de L-glutamina. Para a
derivacdo dos macréfagos (total de tempo de cultura: 5 dias), o0 meio foi trocado a cada
48 h (meio RPMI completo contendo 15% de SFB), sendo as células mantidas a 36°C,
em atmosfera imida, contendo 5% de CO,. Apés este periodo, 0os macrofagos foram

infectados com o0s parasitos.
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4.5. Infeccédo dos macrofagos

Os parasitos (6° dia de cultura, fase estacionaria inicial) foram lavados duas
vezes com solucdo salina (NaCl 0,85%), a 10°C, 15 min, 1.000 g, e, em seguida,
lavados uma vez com PBS pH 7,3 (10°C, 15 min, 1.000 g). Em seguida, foram
ressuspendidos em meio RPMI contendo 15% de SFB e foram quantificados em
hematocitdmetro. A suspensdo de parasitos (1 x 10° parasitos/mL) continha, em cada
20 uL, 2 x 10° parasitos. Os parasitos foram adicionados aos macréfagos na proporcao
de ~ 10:1 (parasito:célula). As placas foram incubadas a 36 °C, em atmosfera Umida,
contendo 5% de CO,. As culturas foram incubadas por 4 h, lavadas 3 vezes com meio
RPMI completo (15% de SFB), a 37°C, para retirar 0 excesso de parasitos, e 0 meio foi
reposto em todos 0s pogos. As laminulas foram colhidas apos 4, 24, 48 ou 72 h de
cultura, sendo as células fixadas com metanol absoluto e coradas com corante panético,
utilizando o Kit comercial Instant Prov (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Em seguida, as
laminulas foram fixadas sobre laminas para microscopia, usando Entellan Novo (Merck
KgaA, Damstadt, Alemanha). Sob microscopia de luz (aumento de 1.000 vezes), foi
determinada a frequéncia de células infectadas (300 células analisadas) e o nimero
médio de parasitos por célula infectada (minimo de 50 células infectadas avaliadas). O
indice de infeccdo foi obtido multiplicando-se a porcentagem de células infectadas pelo

numero médio de parasitos por células infectadas.

4.6. Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos para parasitos e células

mononucleares

Os parasitos, no 6° dia de cultura (fase estacionaria inicial), foram centrifugados
e quantificados em hemacitdmetro, como descrito no item 4.3. A suspensdo de parasitos
continha 1 x 10 parasitos/100 pL. As CMN foram quantificadas em hemacitémetro e a
suspensdo continha 5 x 10° células/100 pL. Para avaliar a atividade metabdlica dos
parasitos cultivados em meio Grace completo e das CMN em meio RPMI completo, foi
utilizado o ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 2yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide, Sigma), conforme descrito por Ribeiro-Dias et al (2000).
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O MTT é um sal tetrazolico, solivel em agua, que é convertido em formazan insoltvel,
de coloracdo roxa, por clivagem do anel tetrazolico pela enzima succinato
desidrogenase, no interior da mitocondria. As membranas celulares sdo impermeéveis
ao produto formazan, dessa maneira, este se acumula no interior de células vivas
(Mosmann, 1983). As células ou parasitos foram incubados na auséncia de tratamento
ou tratados com MKO0591 (inibidor da FLAP, Merck) CP-105,696 (bloqueador do
receptor BLT1, Pfizer, Groton, CT) gentilmente doados pelo Dr. Carlos Henrique
Serezani (Indiana University School of Medicine, Indianapolis, Indiana, EUA), estes
compostos foram dissolvidos em DMSO (10 M), veiculo do composto, e estocados a -
80°C até o momento de uso, ou tratados também com LTB, (Cayman Chem. Co., Ann
Arbor, Michigan, EUA), que foi dissolvido em etanol (3 x 10 M), por 24 h. Aos
100 pL das suspensdes de parasitos ou células foram adicionados 20 uL do MTT (5
mg/mL em PBS) e as placas foram, entdo, incubadas por 4 h em atmosfera Umida
contendo 5% de CO,. Apobs este periodo, foram adicionados 100 pL da solugdo SDS
10% - DMF 50% (SDS, Duodecil sulfato de sodio, USBTM Cleveland, OH, EUA,;
DMF, Dimetilformamida, Vetec, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Tada et al. 1986). O SDS foi
dissolvido a 10% a 37°C em solugdo de DMF 50% em é&gua, pH 4,7, ajustado com &cido
acético a 80%. Esta solucdo dissolve os cristais de formazan oriundos da reducdo do
MTT, durante 20 h a 36°C. A densidade 6ptica (D.O.) foi determinada em filtro de 550
nm em um leitor de microplacas Thermo Labsystems, descontando-se a D.O. dos po¢os
controles que continham apenas meio completo (branco). A viabilidade celular foi
calculada pela formula: % de células viaveis = DO células tratadas + DO células nédo
tratadas x 100%.

4.7. Modulacéo da infeccdo dos macrdfagos por leucotrienos endégenos.

Para avaliacdo do efeito dos leucotrienos enddgenos na infecgdo, os macrofagos
foram tratados com MKO0591 ou CP-105,696. Para 0s experimentos, 0S compostos
foram diluidos em meio RPMI contendo 15 % de SFB (10 M) e adicionados as
culturas dos macréfagos, em diferentes concentracfes, 30 min antes da infec¢do com as
leishmanias. A maior concentracdo usada dos compostos foi de 10° M, sendo a
concentragdo do veiculo DMSO 0,1% (baseada em Serezani et al., 2006). O DMSO foi

adicionado como controle nas mesmas concentragdes dos compostos diluidos. Foram
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comparados os resultados de culturas tratadas com os de culturas contendo somente o
veiculo. Nos experimentos de 48 h ap6s a lavagem (4 h), em alguns experimentos 0s
compostos ndo foram repostos, mas em outros houve reposicdo apds a lavagem e, entédo,
re-incubacdo. Apoés 4 ou 48 h de incubacdo, as laminulas foram retiradas, sendo as

células fixadas, coradas e avaliadas quanto a infec¢do, como descrito acima (Item 4.5).

4.8. Dosagem de Leucotrieno B,

Para a dosagem do LTB,4, as CMN foram separadas segundo o item 4.4 e
distribuidas (2 x 10°/mL, total 2 mL) em placas de seis pocos (fundo chato, TPP), sendo
incubadas a 36°C, 5% de CO,. No quarto dia de cultivo, os macréfagos foram
removidos mecanicamente do poco, utilizando PBS gelado e um émbolo (seringa de 1
mL), fazendo movimentos suaves e unidirecionais. As células foram coletadas,
quantificadas e distribuidas em placas de 24 pocos (10° células/500 pL em meio RPMI
5% SFB). No dia seguinte (5° dia), as células incubadas na auséncia ou presenca do
inibidor de sintese MKO0591 por 30 min, foram incubadas com os parasitos (~10:1).
Apo6s 30 min e 4 h, os sobrenadantes foram colhidos e estocados a -80°C. A dosagem de
LTB, foi realizada por ensaio imunoenzimatico, usando kit de dosagem (Cayman),
seguindo as instrugcdes do fabricante. Os resultados foram expressos em pg/mL. E o

limite de detec¢do sendo de 13 pg/mL.

4.9. Modulacéo da infec¢do dos macrofagos por leucotrieno By.

Para avaliacdo do efeito dos leucotrieno exdgeno, os macréfagos foram tratados
com LTB,. A solucéo estoque de LTB4 foi diluida em PBS e adicionada as culturas dos
macréfagos (107 M, 10 M, 10 M), durante a infeccdo com os parasitos (4 h). Em
alguns experimentos com incubacéo por até 48 h, apos a infeccdo por 4 h e a lavagem, o
LTB, foi reposto. Ainda, para observar o efeito do LTB,; somente na atividade
leishmanicida dos macrofagos, o LTB, foi adicionado somente apds a fagocitose (4 h)
ou apo6s 24 h de infeccdo. Apds 4 ou 48 h de incubagéo, as laminulas foram retiradas,
sendo as celulas fixadas, coradas e avaliadas quanto a infecgdo, como descrito acima
(Item 4.5).
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4.10. Avaliacdo da participacao de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio

na atividade microbicida dos macréfagos

Para avaliar se a atividade microbicida dos macrofagos é mediada por ROIs e
RNIs produzidos durante a infec¢do, os macrofagos foram tratados com Apocinina
(inibidor da NADPH oxidase, Sigma) ou Aminoguanidina (inibidor de NOS induzida,
Sigma). O composto Apocinina foi dissolvido em DMSO (500 mM) e a aminoguanidina
foi dissolvida em PBS (500 mM), ambos no momento do uso. Para 0s experimentos, 0S
compostos foram diluidos em meio RPMI contendo 15 % de SFB e adicionados as
culturas dos macrofagos, em diferentes concentracfes, 30 minutos antes da incubacéo
com as leishmanias e do tratamento com LTB, (107 M). A maior concentracdo usada
dos compostos foi de 10" M. Foram comparados os resultados de culturas tratadas com
os de culturas incubadas com os veiculos dos compostos. Nos experimentos de 48 h,
apos a lavagem (4 h), os compostos foram repostos, e, entdo, as placas foram re-
incubadas. Apo6s 4 h ou 48 h de incubacdo, as laminulas foram retiradas, sendo as

celulas fixadas, coradas e avaliadas quanto a infeccdo, como descrito acima (Item 4.5).

4.11. Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio por macréfagos

incubados com L. (V.) braziliensis

A técnica do NBT (azul de nitro tetrazdlio, nitro blue tetrazolium), foi adaptada
a partir da técnica descrita por Muniz-junqueira & Paula-Coelho (2008), com o objetivo
de avaliar se 0 mecanismo microbicida dos macrofagos envolve a producéo de anion
superoxido (Oy), capaz de reduzir o composto NBT para uma forma insoltvel, com o
nome de formazan, que é identificada por meio de microscopia de luz por uma
coloracdo azul ou precipitados azulados escuros no citoplasma da célula. Inicialmente,
0s macrdfagos foram incubados 30 min antes da infec¢do, na auséncia ou presenca de
apocinina, MK0591 ou CP-105,696. Em seguida, os macréfagos foram incubados com
0s parasitos (10:1) e tratados com LTB4. Apos 1 h, os macrofagos foram tratados com
uma solugdo Hanks-Tris contendo 0,05% de NBT (Sigma) por 20 min, 36°C, 5% de
CO,. As laminas foram entdo lavadas, fixadas com metanol e coradas com uma solucéo
de safranina 1,4% de glicerol e 28,6% em agua destilada, gentilmente fornecida pela
Dra. Maria Imaculada Muniz-Junqueira, UNB. A porcentagem de macrofagos que

reduziu o NBT foi avaliada por microscopia de luz. Em uma tentativa de quantificar a
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reducdo do NBT as células contendo precipitados grandes fortemente corados foram
enumerados dentre as celulas positivas (citoplasma azul ou sem precipitados). Os
resultados foram expressos em % de células positivas e % de células fortemente

positivas.

4.12. Andlises estatisticas

Os dados sdo apresentados como mediana, valores minimos e maximos e
interquartis (25% e 75%) ou como média + EPM (erro padrdo da média). Os resultados
foram avaliados pelo teste de Mann Whitney ou pelo teste pareado de Wilcoxon, para as
varidveis ndo paramétricas e ANOVA Two-way/Bonferroni, para as paramétricas. O
nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05. As anélises foram realizadas usando
GraphPad Prism 5.0 Software (San Diego, CA, EUA).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo do crescimento in vitro do isolado L. (V.) braziliensis IMG3 e infeccéo

de macréfagos humanos

Para avaliar o perfil de crescimento in vitro, em meio Grace a 26°C, foram
realizadas culturas com in6culo inicial de 5 x 10° parasitos/mL, sendo estes parasitos
obtidos de culturas de dois a trés dias. Baseado nas curvas de crescimento, 0s parasitos
foram considerados em fase logaritmica de crescimento até o quarto dia de cultura,
passando apds este periodo para a fase estacionaria (Fig. 3). De acordo com estes
experimentos, foi definida a utilizacdo dos parasitos em fase estacionéria inicial do

crescimento (6° dia de cultivo) para os experimentos de infec¢do dos macrofagos.

100 * % % % * % %

-
o

Parasitos/mL x 10°

0-1 ) | | ) |} ) ) ) ) ) ) | ) | "
012345678 910111213
Dias de Cultura

Figura 3. Curva de crescimento in vitro do isolado L. (V.) braziliensis IMG3. Os parasitos
foram cultivados na concentracdo inicial de 5 x 10° formas promastigotas de fase
logaritmica/mL em meio Grace, a temperatura de 26°C. A quantificacdo dos parasitos foi
realizada diariamente, durante 12 dias de cultura, usando hematocitdbmetro. Cada curva
representa um experimento em triplicata, sendo apresentado em cada ponto a média £ EPM. *p
< 0,05 (dias vs 1° ou 2° dia de cultivo).
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Os macréfagos foram incubados com os parasitos por 4 h, sendo, em seguida,
lavados para retirar o excesso de parasitos extracelulares e incubados por adicionais 24,
48 e 72 h. Apbs cada periodo de incubacgdo, foram determinados a porcentagem de
células infectadas, o numero médio de parasitos por célula infectada e o indice de
infeccdo. O isolado IMG3 infectou os macrofagos humanos, sendo observada, apos
cada periodo de incubagdo, uma alta variabilidade individual, especialmente na
porcentagem de células infectadas (Fig. 4A) e no indice de infec¢do (Fig. 4C). A
variacdo do numero de parasitos por macrofago variou de 1 a 7,3 durante 0s varios
periodos de incubacdo (Fig. 4B). Analisando os perfis individuais, foram selecionados
os periodos de 4 h e 48 h de incubacdo para avaliar a fagocitose e a atividade
microbicida, respectivamente. Embora ndo tenha sido detectada diferenga
estatisticamente significativa entre a porcentagem de macrofagos infectados entre 4 h e
48 h (40% vs 41%, n = 19, Fig. 4D), o nUmero médio de parasitos por macrofago, assim
como o indice de infeccdo aumentaram significantemente de 4 h para 48 h (NUmero de
parasitos por macrofago 2,7 vs 4,2, p < 0,05, n = 19, Fig. 4E; indice de infeccdo 110 vs
166,5, p <0,05, n=19, Fig. 4F).
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Figura 4. Infeccdo de macréfagos in vitro com o isolado L. (V.) braziliensis IMGS3.
Macr6fagos humanos foram derivados de mondcitos durante cinco dias (2 x 10° células
mononucleares), sendo em seguida cultivados por 4 h com os parasitos IMG3 (2 x 10°
parasitos; 6° dia de cultivo). Os pocos foram lavados e os macréfagos foram incubados por 24,
48 ou 72 h, a 36°C (5% CO,). Em A e D, a porcentagem de macréfagos infectados; Em B e E,
0 numero de parasitos por célula; Em C e F, o indice de infeccdo. Cada ponto representa um
individuo avaliado, em testes realizados em duplicatas (n = 4 experimentos independentes); as
linhas horizontais (D, E, F) sdo as medianas. *p < 0,05 (4 h vs 48 h).
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5.2 Avaliagéo da citotoxicidade dos compostos

A viabilidade do isolado IMG3 (Fig. 5A), cultivado com CP-105,696 10° M,
MKO0591 10° M ou LTB4 107 M, as maiores concentracdes usadas nos experimentos,
ndo sofreu alteragdo significante em relacdo & dos parasitos cultivados na auséncia
desses tratamentos (% parasitos viaveis: Meio vs MK0591 = 100 % vs 88%; Meio vs
CP-105, 696 10° M = 100% vs 103,6%; Meio vs LTB4 = 100 % vs 98,5%; n =5). Na
avaliacdo da atividade metabdlica de CMN (Fig. 5B), na presenca de CP-105,696
10° M, MK0591 10° M ou LTB, 107 M, os resultados mostraram que ndo houve
alteracdo significante da atividade metabdlica das células (% células viaveis: Meio vs
MKO0591 =100 % x 99,9%; Meio vs CP-105, 696 10° M = 100% vs 100%, Meio vs
LTB4 =100 % vs 98%; n =4).

33



)
=
(o]
5

160- g
140-
120- ®

1004 3
'
[ ]

Viabilidade dos parasitos (%

MKO0591 CP-105,696 LTB,

__ 1404 B
S o *
¥ 120- *
ke
E
S 100- -
o : ) .
S 80 o
5
S 60--
S 40
S 20
0

MKO0591 CP-105,696 LTB,

Figura 5. Os tratamentos com MKO0591, CP-105,696 ou LTB, ndo sdo citotoxicos para 0s
parasitos ou células mononucleares humanas. Formas promastigotas, na fase logaritmica do
crescimento, foram incubadas na concentracdo de 1 x 10" parasitos/0,1mL de meio Grace
completo (A). Células mononucleares humanas foram incubadas na concentragdo de 5 x
10°/0,1mL de meio RPMI completo (B). As suspensdes de parasitos e células foram cultivadas
na auséncia ou na presenga de MK0591 10° M, CP-105,696 10° M ou LTB, 107 M. As
culturas foram mantidas a 36°C em atmosfera Umida, contendo 5% CO,. Ap6s 24 h de
incubacdo, a solucdo de MTT foi adicionada as culturas (4 h), seguida da solucdo SDS 10% -
DMF 50% (~20 h). Apds incubacdo, foram adquiridas as densidades épticas (550nm) e foi
determinada a viabilidade celular. Os dados representam em A, quatro experimentos realizados
em triplicatas; em B, dois experimentos com quatro doadores, realizados em triplicatas. Sdo
apresentados os valores individuais e as medianas.
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5.3 Modulac¢ao da infec¢do dos macréfagos por leucotrienos endégenos

Os compostos para inibicdo de sintese de leucotrienos (MKO0591) e para
bloqueio do receptor BLT1 para LTB4 (CP-105,696) foram dissolvidos em DMSO.
Inicialmente, portanto, a fim de avaliar se este veiculo dos compostos seria
citotoxico, interferindo com o indice de infeccdo, as culturas de macrofagos com
parasitos foram realizadas na auséncia (Meio) ou na presenca de 0,1% de DMSO
(veiculo), que é a maior concentracdo de DMSO usada nas culturas, por 4 h ou 48 h
(Fig. 6). As analises das porcentagens de macrofagos infectados (Fig. 6A e 6D), dos
numeros de parasitos por macréfago (Fig. 6B e 6E) e dos indices de infeccdo (Fig.
6C e 6F) mostraram que o DMSO, na concentracdo avaliada, independente do tempo
de incubacdo, ndo altera a infeccdo dos macr6fagos de maneira estatisticamente
significativa.

Para avaliar se a inibicdo de FLAP, com MKO0591, alteraria a infeccdo de
macrdfagos humanos pelo isolado IMGS3, inicialmente foi analisado o efeito na
atividade leishmanicida (48 h). Para isso, foram realizados experimentos de
concentracdo-resposta (Fig. 7), em que as culturas de macrofagos foram tratadas com
MKO0591 em diferentes concentracdes, por 30 minutos antes da infeccdo com o0s
parasitos. Os parasitos foram adicionados (~ 10:1) e as culturas incubadas por 4 h,
lavadas e incubadas por até 48 h. Os resultados foram comparados com os de
culturas apenas tratadas com o veiculo (DMSO). Como pode ser visto na Figura 7, o
tratamento com MK0591 aumentou (p < 0,05) a porcentagem de células infectadas
(Fig. 7A), o numero de parasitos por macrofago (Fig. 7B), bem como o indice de
infeccdo (Fig. 7C), de maneira dependente da concentragdo. A concentragdo mais
eficaz foi 10° M de MK0591 (indice de infeccdo - DMSO vs MK0591: 362 vs
581,3, p < 0,05; Fig 7C), sendo, entdo, esta concentracdo usada nos experimentos

subsequentes.
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Figura 6. O veiculo DMSO néo altera a infeccdo de macrdfagos com L. (V.) braziliensis
IMG3. Os macréfagos foram cultivados com os parasitos na auséncia (Meio) ou na presenca
de DMSO (0,1%), a 36°C, por 4 h (A; B; C), foram lavados e cultivados até 48 h (D; E; F).
Em A e D: a porcentagem de macrofagos infectados. Em B e E, o nimero de parasitos por
celula infectada. Em C e F, o indice de infeccdo. S&o apresentados as medianas, 0s
interquartis e os valores minimos e maximos de experimentos realizados em duplicatas (n =
6,em4 he48h).
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Figura 7. Inibicdo de FLAP por MKO0591 aumenta a infecgdo de macrofagos humanos
com L. (V.) braziliensis IMG3. Os macrdfagos foram tratados 30 minutos antes da infeccéo
com diferentes concentracdes de MK0591 ou cultivados na presenga de DMSO (0,1%). As
culturas de parasitos e macrofagos (~10:1), ap6s 4 h de incubacédo, foram lavadas, o0 meio foi
reposto e as culturas foram incubadas por mais 48 h. Em A: a porcentagem de macréfagos
infectados. Em B, o nimero de parasitos por célula infectada. Em C, o indice de infeccdo.
Sao apresentados as medianas, os interquartis e os valores minimos e méaximos (n = 8
doadores avaliados em experimentos realizados em duplicatas). Foram realizados 3
experimentos independentes. *p < 0,05 (10° M vs DMSO).
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Em seguida, para avaliar se a inibicdo de FLAP com MKO0591 alteraria também
a fagocitose de L. (V.) braziliensis por macr6fagos humanos, as culturas de macréfagos
foram tratadas, 30 minutos antes da infeccdo com os parasitos, com MK0591 (10 M)
ou cultivados na presenca de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macrofagos
(~10:1) foram incubadas por 4 h. Nao houve diferenca significante na porcentagem de
células infectadas (Fig. 8A), porém o numero de parasitos por célula (Fig. 8B) e o
indice de infecgdo (DMSO vs MKO0591: 176,6 vs 223,5, p < 0,05; Fig 8C) foram
aumentados significantemente com o tratamento com o composto MK0591. Portanto, a
inibicdo da FLAP modula a fagocitose (Fig. 8) e a atividade leishmanicida dos
macrofagos (Fig. 7).

Para avaliar se a manutencdo do composto MKO0591 durante as 48 h de cultivo
dos macrdfagos infectados intensificaria o efeito na inibicdo da FLAP e,
consequentemente, na infeccdo, apds lavagem das culturas, para retirada do excesso
dos parasitos, 0 MKO05091 foi reposto. As analises das culturas de macréfagos e
parasitos com reposi¢do do MK0591, em relagdo as porcentagens de células infectadas
(Fig. 9A), ao numero de parasitos por célula (Fig. 9B) e também ao indice de infeccdo
(Fig. 9C), mostraram que a reposi¢cdo do composto MKO0591, durante as 48 h de
incubacdo, intensifica o aumento da infeccdo dos macr6fagos de maneira

estatisticamente significativa (p < 0,05).
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Figura 8. Inibicdo de leucotrienos enddgenos aumenta a fagocitose de L. (V.) braziliensis
IMG3 por macréfagos humanos Os macrofagos foram tratados, 30 minutos antes da infec¢éo,
com MKO0591 (10 M) ou cultivados na presenca de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e
macrofagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A, a porcentagem de macrdfagos infectados.
Em B, o nimero de parasitos por macréfago. Em C, o indice de infec¢do. Cada ponto representa
um individuo avaliado em duplicata (n = 14), sendo realizados 4 experimentos independentes.
As linhas horizontais sdo as medianas. *p < 0,05.
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Figura 9. Manutencdo de MKO0591 nas culturas durante 48 h intensifica 0 aumento da
infeccdo de macrofagos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macréfagos foram tratados 30
minutos antes da infeccdo com MKO0591 (10° M) ou cultivados na presenca de DMSO (0,1%).
As culturas de parasitos e macrofagos (~10:1), apds 4 h de incubacéo, foram lavadas e algumas
foram tratadas novamente (MK0591_R), sendo, em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a
porcentagem de macrofagos infectados. Em B, o nimero de parasitos por macréfago. Em C, o
indice de infeccdo. Cada ponto representa um individuo analisado em duplicata (n = 14), sendo
realizados 4 experimentos independentes. As linhas horizontais s@o as medianas *p < 0,05

(DMSO vs MK0591); *p < 0,05 (MK0591 vs MK0591_R); °p < 0,05 (DMSO vs MK059L_R).
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Para avaliar se o LTB, seria 0 leucotrieno responsavel pela modulacdo da
infeccdo dos macrofagos por L.(V.) braziliensis, as culturas foram tratadas com um
antagonista do receptor para LTB4, 0 BLT1. Inicialmente, foi analisado o efeito do
composto CP-105,696 na atividade leishmanicida (48 h), para isso, foram realizados
experimentos de concentracdo-resposta (Fig. 10), nas quais, as culturas de macrofagos
foram tratadas com CP-105,696 em diferentes concentracfes, por 30 minutos antes da
infeccdo com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1) e as culturas
incubadas por 4 h, lavadas e incubadas até 48 h. Os resultados foram comparados com
os de culturas tratadas com o veiculo (DMSO). O bloqueio do receptor BLT1 aumentou
significantemente (p < 0,05) a infeccdo dos macréfagos (Fig. 10A, 10B, 10C), de
maneira dependente da concentracdo. A concentracdo eficaz foi 10° M (indice de
infeccdo - DMSO vs: CP-105,696 220 vs 428, p < 0,05; Fig 10C), sendo esta

concentracdo usada nos experimento subsequentes.
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Figura 10. O tratamento com antagonista de receptor de BLT1 aumenta a infec¢do de
macréfagos humanos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macréfagos foram tratados, 30
minutos antes da infecgdo, com CP-105,696 em diferentes concentragdes ou cultivados na
presenga de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macréfagos (~10:1), ap6s 4 h de
incubacédo, foram lavadas, o meio foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em
A: a porcentagem de macréfagos infectados. Em B, o ndmero de parasitos por célula
infectada. Em C, o indice de infeccdo. Sdo apresentados as medianas, os interquartis e 0s
valores minimos e maximos; ensaios realizados em duplicatas (n = 9 doadores). Foram
realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05 (10° M vs DMSO).
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Em seguida, para avaliar se 0 bloqueio do receptor alteraria a fagocitose de L.
(V.) braziliensis IMG3 por macréfagos humanos, as culturas de macréfagos foram
tratadas, 30 minutos antes da infeccdo com os parasitos, com CP-105,696 (10° M) ou
incubadas na presenca de DMSO (0,1%). As culturas de parasitos e macrofagos foram
incubadas por 4 h. Como mostrado na Figura 11 foi observado um aumento significante
(p < 0,05) na porcentagem de células infectadas (Fig. 11 A), no nimero de parasitos por
célula (Fig. 11 B) e no indice de infeccdo (DMSO vs CP-105,696 — 110 vs 130,
p < 0,05, Fig. 11 C), apos o bloqueio do receptor de LTB4.

Para verificar se o tratamento com o composto CP-105,696 alteraria 0s
resultados da infecgdo se fosse mantido durante as 48 h de incubacdo, os macrofagos
foram tratados 30 minutos antes da infeccdo com CP-105,696 (10° M) ou cultivados na
presenca de DMSO (0,1%) e, ap0s 4 h de incubacdo com os parasito e lavagem, o CP-
105,696 foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Como pode ser
observado na Figura 12, a reposi¢cdo de CP-105,696 ndo alterou significantemente o
efeito deste composto em relagdo as culturas tratadas por 4 h, mas sem reposicéo (Fig.
12A, 12B, 12C).
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Figura 11. Antagonismo do receptor de leucotrieno B, aumenta a infeccdo de macréfagos
com L. (V.) braziliensis IMG3 em 4 h. Os macr6fagos foram tratados 30 minutos antes da
infecgdo com CP-105, 696 (10° M) ou cultivados na presenca de DMSO (0,1%). As culturas de
parasitos e macrdéfagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A, a porcentagem de macr6fagos
infectados. Em B, o nimero de parasitos por macr6fago. Em C, o indice de infec¢do. Cada
ponto representa um individuo avaliado em duplicata (n = 17), sendo realizados 8 experimentos
independentes. As linhas horizontais representam as medianas. *p < 0,05.
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Figura 12. Avaliacdo dos efeitos do antagonismo do leucotrieno B, na infecgdo de
macrdéfagos com L. (V.) braziliensis IMG3, por 48 h. Os macréfagos foram tratados ou nédo
com CP-105, 696 (10° M) 30 minutos antes da adi¢do dos parasitos (~10:1). Apds incubacéo
por 4 h, as culturas foram lavadas e incubadas por até 48 h, na auséncia (CP-105, 696) ou na
presenca de reposi¢do do CP-105, 696 (CP-105, 696_R). Em A, a porcentagem de macréfagos
infectados. Em B, o nimero de parasitos por macréfago. Em C, o indice de infec¢do. Cada
ponto representa um individuo avaliado em duplicata (n = 8); foram realizados 2 experimentos
independentes. As linhas horizontais sdas medianas *p < 0,05 (DMSO vs CP-105, 696);

“ p< 0,05 (DMSO vs CP-105, 696_R).
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5.4 Leishmania (Viannia) braziliensis estimulam a producdo de LTB4 em

macrofagos humanos

Para avaliar se L.(V.) braziliensis induziria a producdo de LTB,4 em culturas de
macrofagos humanos, e simultaneamente checar a eficiéncia do MKO0591 em inibir a
sintese de LTB,4, 0s macrdfagos forma incubados na auséncia ou presenca de MK0591
(30 min antes da infeccédo) e, em seguida, os parasitos foram adicionados.

Os parasitos induziram significante producgdo de LTB,4 apds 30 min de incubacao
(Meio vs Leishmania: 7,8 pg/mL vs 541 pg/mL, p <0, 05, Fig. 13A ), a qual diminui
significante apos 4h. Além disso, a inibicao da sintese de LTB,4 pelo composto MK0591
foi significante, como observado na Figura 13B (Leishmania vs MK0591+Leishmania:
541 pg/mL vs 218 pg/mL, p <0, 05).
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Figura 13. L.(V.) braziliensis induz a producdo de LTB, em macro6fagos humanos. Os
macréfagos foram incubados na auséncia ou na presenca de MK0591(10° M) 30 minutos antes
da infeccdo com os parasitos (~10:1), a 36 °C, por 30 minutos e 4 h. O sobrenadante foi
coletado e estocado a -80°C e depois foi realizado o ensaio imunoenzimatico para dosagem de
LTB, Em A: curso temporal da producdo de LTB,. Em B, inibicdo da sintese de LTB,,
dosagem de LTB,, sobrenadantes de 30 de incubagdo com os parasitos. S&o apresentados as
medianas, os interquartis e 0s valores minimos e maximos (n = 6). *p < 0,05 (Meio vs Parasitos
30 min, Parasitos 4h); ¥ p< 0,05 (Parasitos 30 min vs Parasitos 4h); *p< 0,05 (meio vs
Parasitos ); °p < 0,05 (Meio vs Parasitos+ MK0591).
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5.5 Modulac¢ao da infec¢do dos macrdéfagos por leucotrieno B, exdgeno

Para avaliar se a adicdo de LTB, exdgeno modularia a infecgdo de macréfagos
humanos pelo isolado IMG3, inicialmente foi analisado o efeito na atividade
leishmanicida (48 h). Para isso, foram realizados experimentos de concentragédo-
resposta (Fig.14), em que as culturas de macréfagos foram tratadas com LTB4; em
diferentes concentracdes, durante a infeccdo com o0s parasitos. Os parasitos foram
adicionados (~ 10:1) e as culturas foram incubadas por 4 h, lavadas e incubadas por até
48 h. Os resultados foram comparados com os de culturas ndo tratadas (Meio). Como
pode ser visto na Figura 14, o tratamento com LTB, diminuiu significantemente
(p < 0,05) a porcentagem de células infectadas (Fig. 14A), o nimero de parasitos por
macréfago (Fig. 14B), bem como o indice de infeccdo (Fig. 14C), de maneira
dependente da concentracdo, sendo que todas as concentracdes de LTB, foram efetivas
(107 M, 10® M e 10 M). A concentracdo mais eficaz foi a de 107 M ( Meio vs LTB4:
473 vs 195, p < 0,05, Fig. 14C), sendo esta concentracdo usada nos experimentos
subsequentes.

Em seguida, para avaliar se a adicdo de LTB, exdgeno alteraria também a
fagocitose de L. (V.) braziliensis por macr6fagos humanos, as culturas de macréfagos
foram tratadas (LTB, 107 M) durante a infeccdo com os parasitos. As culturas de
parasitos e macrdfagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Como pode ser visto na Figura
15, o tratamento com LTB,4 diminuiu significantemente o indice de infeccdo (Meio vs
LTB4: 202 vs 168, p < 0,05, Fig.15 C), o que foi devido a diminuicdo do ndmero de
parasitos por célula (Fig. 15A, 15B e 15C, p < 0,05).

Para avaliar se o efeito do LTB, na atividade microbicida dos macréfagos (48 h,
Fig. 16) era devido a modulacdo da fagocitose, os macréfagos foram tratados com o
LTB, (107 M) apés 4 h de incubacdo com os parasitos e o indice de infeccéo foi
avaliado apds 48 h de incubacdo. O indice de infeccdo diminuiu significantemente com
o0 tratamento com o LTB4 (Meio vs LTB4: 145 vs 73, p < 0,05, Fig.16 C), o que foi
devido a diminui¢do do namero de parasitos (Fig. 16A, 16B, 16C, p < 0,05). Também
foram realizados experimentos para avaliar o efeito do LTB, adicionado 24 h apos as 4
h de infecgdo, porém, neste caso ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa em relagfo as culturas néo tratadas (indice de infecgdo Meio vs LTB,: 145
vs 86, n=9).
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Figura 14. Tratamento com LTB, diminui a infec¢cdo de macrdfagos humanos por L.
(V.) braziliensis IMG3. Os macro6fagos foram incubados com formas promastigotas de fase
estacionaria do crescimento (~10:1), a 36 °C, na auséncia (Meio) ou na presenca de
diferentes concentragdes de LTB,, por 4 h. Ap6s a incubacéo, as culturas foram lavadas, o
meio foi reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em A: a porcentagem de
macréfagos infectados. Em B, o nimero de parasitos por célula infectada. Em C, o indice de
infeccdo. Sdo apresentados as medianas, os interquartis e os valores minimos e maximos (n =
18), individuos avaliados em duplicata). Foram realizados 6 experimentos independentes.

*p < 0,05 (Meio vs 107 M, 10°M, 10° M) .
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Figura 15. Tratamento com LTB, modula a fagocitose de L. (V.) braziliensis IMG3 por
macro6fagos humanos. Os macré6fagos foram incubados com formas promastigotas da fase
estacionaria do crescimento (~ 10:1), a 36 °C, na auséncia (Meio) ou na presenca de LTB,
(107 M), por 4 h . Em A: a porcentagem de macréfagos infectados. Em B, o nimero de
parasitos por célula infectada. Em C, o indice de infeccdo. Cada ponto representa um
individuo avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais sdo as medianas, sendo
realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05.
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Figura 16. Tratamento com LTB, apds a fagocitose (4 h) diminui a infeccdo de
macréfagos humanos por L. (V.) braziliensis IMG3. Os macro6fagos foram incubados com
formas promastigotas da fase estacionaria do crescimento (~10:1), por 4 h, a 36 °C. Em
seguida, as culturas foram lavadas e o LTB, foi adicionado (10 M) ou ndo (Meio) as
culturas. As culturas foram incubadas por 48 h. Em A: a porcentagem de macréfagos
infectados. Em B, o nimero de parasitos por célula infectada. Em C, o indice de infeccdo.
Cada ponto representa um individuo avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais s&o
as medianas, sendo realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05
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Sabendo que o LTB4 possui efeito endogeno e exdgeno na atividade micobicida,
em seguida para verificar se o bloqueio do receptor BLT1 foi efetivo, foram realizados
experimentos de infeccdo de macro6fagos, em que culturas de macréfagos que foram
tratadas com CP-105,696 30 minutos antes da infeccdo com os parasitos foram
posteriormente tratadas com LTB, (Fig. 17). Foi demonstrado que o BLT1 foi
blogueado, pois a adi¢do de LTB,4 néo reverteu o efeito do tratamento com CP-105,696,
tanto ap6s 4 h (Fig. 17A), quanto 48 h (Fig. 17B).
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Figura 17. Adicédo de LTB, néo reverte o efeito inibidor do antagonista de BLT1/ receptor
de LTB,. Os macrofagos foram incubados na auséncia (Meio) ou na presenga de CP-105,696
10 M (CP), 30 minutos antes da infeccdo.No momento da adicdo dos parasitos, foi adicionado
também LTB4 (10-7M) aos macréfagos tratados ou ndo com CP. As culturas de parasitos e
macrofagos (~10:1), apds 4 h de incubacdo, foram lavadas, o meio foi reposto e as culturas
foram incubadas por até 48 h. Em A: 4 h, B: 48 h. S&o apresentados as medianas, os interquartis
e os valores minimos e méaximos; ensaios realizados em duplicatas (n = 9 doadores). Foram

realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05 (MEIO vs LTBy); #p < 0,05 (MEIO vs CP;
CP+LTBy);
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5.6 Avaliacdo da participacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio na

atividade microbicida dos macréfagos

Para avaliar se os ROIs seriam 0s responsaveis pela atividade microbicida dos
macrofagos, induzida pelo LTB,4, as culturas foram tratadas com um inibidor de
NADPH oxidase, a Apocinina. Inicialmente, foi analisado o efeito da Apocinina na
atividade leishmanicida ap6s 48 h. Para isto, foram realizados experimentos
concentracdo-resposta (Fig. 18), nas quais, as culturas de macrofagos foram tratadas
com a apocinina em diferentes concentracdes, por 30 minutos antes da infeccdo com os
parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), assim como o0 LTBy, e as culturas
incubadas por 4 h. Ap6s a lavagem, a apocinina e o LTB,4 foram repostos ao meio e as
culturas foram incubadas até 48 h. Os resultados foram comparados com os de culturas
sem tratamento. A inibicdo da producdo de ROI reverteu o efeito do LTB,4 na infecgédo
dos macréfagos (p < 0,05) nas concentracdes de 10 M e 10° M (Fig. 18).

Visto que a leishmania induz a produgdo de ROI, para avaliar se a apocinina
inibe essa producdo induzida por L. (V.) braziliensis, em macro6fagos humanos, as
culturas de macréfagos foram tratadas com a apocinina (10 M), por 30 minutos antes
da infeccdo com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), e as culturas
incubadas por 4 h. Ap6s a lavagem, a apocinina foi reposta ao meio e as culturas foram
incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 19 o bloqueio da NAPH oxidase,
promoveu um aumento da infeccdo, devido a um aumento no nimero de parasitos por
célula (Fig. 19A, 19B e 19C), que estaria sendo controlado pelos ROIs produzidos pelos
macrdfagos infectados por L. (V.) braziliensis.

Em seguida, para avaliar se a sintese de ROI era responsavel pela diminuicdo da
fagocitose causada pelo LTB,, as culturas de macrdfagos foram tratadas, 30 minutos
antes da infeccdo com os parasitos, com Apocinina 10® M. Os parasitos foram
adicionados juntamente com LTB, e as culturas foram incubadas por 4 h. Como
mostrado na Figura 20 a apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB,4 (p < 0,05) na
porcentagem de células infectadas (Fig. 20A), no nimero de parasitos por célula (Fig.
20B) e no indice de infeccdo (Fig. 20C).
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Figura 18. Avalia¢do da inibi¢ao da producéo de ROI na inducéo de atividade microbicida
por LTB,em macréfagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Os macréfagos foram
tratados 30 minutos antes da infeccdo com Apocinina em diferentes concentragdes
(APO 10° M, 10" M e 10° M). Os parasitos foram adicionados juntamente com LTB, as
culturas, ap6s 4 h de incubacéo, foram lavadas e tratadas novamente (Apocinina e LTB,), sendo,
em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de macro6fagos infectados. Em B, o
numero de parasitos por macréfago. Em C, o indice de infec¢do. S8o apresentados as medianas,
os interquartis e os valores minimos e maximos;. Foram realizados 3 experimentos
independentes, em duplicatas (n = 7). *p < 0,05 (Meio vs LTB, ); “p < 0,05 (LTB, vs LTB, +
Apol10™* M, 10° M).

54



-
o
g

A
80+
60+
40-

% Células Infectadas

204
0 T T
Meio Apocinina
o 129 B *
= 10-
‘O
O g
—
) 6-
."g 4- —
m /
& 3
(C
o o : ;
Meio Apocinina
*
O 800-
3] c
o
600+
D
=
o 400'
©
Q
.2 200"
©
= o ; ;
Meio Apocinina

Figura 19. Avaliacdo da inibicdo da producdo de ROI por macrofagos humanos
infectados com L. (V.) braziliensis Os macrofagos foram tratados 30 minutos antes da
infeccdo com Apocinina (10 M). As culturas de parasitos e macréfagos (~10:1), apés 4
h de incubacdo, foram lavadas, foram tratadas novamente (Apocinina), sendo, em
seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de macrofagos infectados. Em B,
0 numero de parasitos por macrofago. Em C, o indice de infeccdo. Cada ponto
representa um individuo avaliado em duplicata e as linhas horizontais sdo as medianas
(n =11), sendo realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05.
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Figura 20. Avaliacéo da inibicdo da producéo de ROl na atividade microbicida do LTB,
em macro6fagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis por 4 h. Os macr6fagos foram
tratados 30 minutos antes da infecgdo com Apocinina (10 M). Os parasitos forma adicionados
na auséncia ou presenca de LTB, e as culturas foram mantidas por 4 h s. Em A, a porcentagem
de macrdfagos infectados. Em B, o nimero de parasitos por macr6fago. Em C, o indice de
infeccdo. S&o apresentados as medianas, 0s interquartis e os valores minimos e maximos. Foram
realizados 3 experimentos independentes, em duplicatas (n = 9) *p < 0,05 (LTB,4 vs LTB, +
Apocinina).
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Para avaliar se 0 NO seria uma das moléculas responsaveis pela atividade
microbicida dos macr6fagos, as culturas foram tratadas com um inibidor de iNOS, a
aminoguanidina. Foi analisado o efeito da aminoguanidina na atividade leishmanicida
apos 48 h de cultivo. Para isto, foram realizados experimentos, nas quais, as culturas de
macrofagos foram tratadas com a aminoguanidina por 30 minutos antes da infec¢do com
0s parasitos.. A inibicdo da produgdo de NO pelo composto aminoguanidina, apesar de
ndo aumentar de forma significante a porcentagem de células infectadas (Fig. 21A),
aumentou significantemente o nimero de parasitos por macrofagos (Fig. 21B), e o
indice de infeccdo (Meio vs Aminoguanidina: 200 vs 389, p < 0,05, Fig. 21C), na
concentracdo de 10" M, quando comparado com as culturas nao tratadas.

Na Figura 22 sdo apresentadas fotomicrografias dos macréfagos infectados, na
auséncia ou presenca dos tratamentos, a fim de mostrar os efeitos da auséncia ou da
presenca, dos leucotrienos endogenos e do LTB,4, bem como de ROI e NO no controle

da infeccdo.
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Figura 21. Avaliagcdo da inibicdo da producdo de Oxido nitrico por macrofagos
humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Os macrofagos foram tratados 30 minutos
antes da infeccdo com Aminoguanidina (10® M). As culturas de parasitos e macréfagos
(~10:1), apds 4 h de incubacédo, foram lavadas e tratadas novamente com aminoguanidina,
sendo, em seguida, incubadas por até 48 h. Em A, a porcentagem de células infectadas. Em
B, 0 nimero de parasitos por macréfago. Em C, o indice de infeccdo. Cada ponto representa
um individuo avaliado em duplicata e as linhas horizontais sdo as medianas (n = 11), sendo
realizados 3 experimentos independentes. *p < 0,05;
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Figura 22. Fotomicrografias de macro6fagos infectados com o isolado L. (V.) braziliensis
IMG3, sob diferentes tratamentos. Macrofagos humanos foram derivados de mondcitos
durante cinco dias (2 x 10° células mononucleraes), sendo em seguida cultivados por 4 h com
parasitos IMG3 (2 x 10° parasitos; 6° dia de cultivo). Apés a retirada do excesso de parasitos
extracelulares, os macréfagos foram incubados por 48 h a 36°C (5% CO,). Em A: macréfagos
cultivados na auséncia de tratamento, Meio; Em B: macréfagos tratados com MK0591, inibidor
de sintese de leucotrienos; Em C: macrdfagos foram tratados com CP-105,696, bloqueador de
BLT1, receptor para LTB,; Em D: macréfagos tratados durante a infeccdo com LTB,; Em E:
macrofagos tratados com apocinina; Em F: macréfagos tratados com aminoguanidina.
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5.7 Avaliacdo da producdo de espeécies reativas de oxigénio por macrdfagos

incubados com L. (V.) braziliensis

Para avaliar se os macrofagos humanos eram capazes de produzir ROI, foi
avaliada a producdo de anion superoxido por meio da reducdo do NBT. Os macrofagos
foram infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com LTB,4, apocinina ou 0s
compostos MK0591 e CP-105,696. Os resultados mostraram que os macrofagos apos a
infeccdo produzem éanion superdxido (Meio vs Leishménia: 0% vs 27%, n =7, Fig.
23A), assim como quando tratadas com LTBy,, em que hd uma tendéncia no aumento da
producdo de ROI em relagdo a producao induzida por leishmania (Leishméania vs LTBy:
27% vs 31%, n =5, Fig. 23B). Além disso, os macrdfagos quando tratados com
apocinina, diminuem a producdo de ROI induzidas por leishmania (Leishmania vs
apocinina: 27% vs 11%, n = 7, Fig. 23C), e induzidas por LTB; (LTB4 vs LTB, +
apocinina: 31% vs 10%, n = 7, Fig. 23D). A inibicdo de sintese de leucotrienos também
diminui a producdo de ROI induzida por leishmania (Leishmania vs MK0591: 27% vs
11%, n = 7, Fig. 23E), e o blogueio de BLT1, que inibe a acdo de LTB4 enddgeno,
inibiu a producdo de ROI, ou seja, as leishmanias induzem a producdo de ROI na
presenca de LTB, (Leishmania vs CP-105,696: 27% vs 13%, n = 7, Fig. 23F). Além
disso, nestes experimentos a adigdo de LTB, as culturas reverteu o efeito inibidor do
tratamento com CP, indicando que o BLT1 foi eficientemente bloqueado (LTBj4 vs
LTB4+ CP105-696: 31% vs 12,5%, n = 7).

Além disso, em uma tentativa de quantificar a producdo de anion superoxido,
dentre as células positivas, foram contadas as celulas fortemente positivas. Os
resultados preliminares mostram, na Figura 24A, uma tendéncia de aumento na
producdo de ROI quando adicionado o LTB4aos macrofagos infectados. A Figura 24B é
uma fotomicrografia que ilustra células positivas (seta preta) e células fortemente

positivas (seta branca).
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Figura 23. Producdo de anion superdxido pela reducdo de NBT. Macréfagos humanos
foram pré-tratados com apocinina, MK0591, CP 105-696 e em seguida infectados e tratado
com LTB4, e incubados por 1h , depois foi adicionado uma solucdo de Hanks-Tris 0,05% de
NBT e incubados por 20 minutos, a 36°C (5% CO,), as células foram fixadas e coradas com
safranina . De A-F sdo demonstradas as células porcentagem de positivas. Cada ponto
representa um individuo avaliado em duplicata e as linhas horizontais sdo as medianas (n =
7), sendo realizado 2 experimentos independentes. *p < 0,05;
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Figura 24. Quantificacdo da producdo de anion superoxido avaliada pela reducéo de
NBT. Macrdfagos humanos foram incubados com parasitos e tratados com LTB, (107 M),
por 1h. Apos, foi adicionada uma solucéo de Hanks-Tris 0,05% de NBT e as culturas foram
incubadas por 20 min, a 36°C (5% CO,). As células foram fixadas e coradas com safranina.
Em A: sdo demonstradas as % de células fortemente positivas. Cada ponto representa um
individuo avaliado em duplicata (n = 6), sendo realizado um experimento; Em B:
fotomicrografia que mostra célula positiva contendo pouco precipitado azul (seta preta) e
celula fortemente positiva (seta branca), entre elas uma célula negativa (Aumento 1000x).
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6. DISCUSSAO

Para analisar a modulacdo da infeccdo de macrofagos humanos por L. (V.)
braziliensis pelos leucotrienos o isolado IMG3 deste estudo foi obtido a partir de
biopsia de um paciente diagnosticado com LTA na forma clinica LCL. Nos
experimentos de cultivo in vitro, os parasitos foram considerados em fase logaritmica de
crescimento até o quarto dia de cultura, passando apds este periodo para a fase
estacionaria, de acordo com curvas de crescimento de outros isolados de L. (V.)
braziliensis descritas anteriormente (Walton et al. 1977; Lemesre et al. 1988; Rey et al.
1990).

De acordo com o0s nossos experimentos, foi definida a utilizacdo dos parasitos
em fase estacionaria inicial do crescimento (6° dia de cultivo) para os experimentos de
infeccdo dos macrofagos, fase rica em formas promastigotas metaciclicas, as formas
infectantes (Silva & Sacks 1987; Soares et al. 2005). O perfil da curva de crescimento
obtida no presente trabalho, para o isolado clinico IMG3 foi similar aquele obtido por
outros autores, tais como Souza-Neto et al. (2004) que usando uma cepa de L.(V.)
braziliensis M2903, obteve que a fase estacionaria é estabelecida no 5° dia de cultura.
Em geral, o 5° ou 6° dias de cultivo tem sido escolhidos para ensaios de infecgdo de
macréfagos por diferentes espécies de Leishmania, devido hd um possivel maior
namero de formas promastigotas metaciclicas nestes (Louassini et al. 1998, da Luz et al.
2009, Siqueira-Neto et al. 2012). Observando que as condi¢des técnicas sdo diferentes,
consequentemente, o perfil de crescimento in vitro de Leishmania € variavel
dependendo de vérios fatores, incluindo o tempo de adaptacdo dos parasitos ao meio de
cultura, o tipo de meio de cultura e sua suplementacgéo, o isolado ou cepa, de tal forma
que a fase estacionaria do crescimento dos parasitos pode demorar mais ou ser mais

rapida para se estabelecer em algumas condicdes (Luz et al. 2009).

No presente trabalho, no periodo da fase estacionaria, numerosos parasitos
livres dos aglomerados tipicos da fase log do crescimento, eram observados, contendo o
corpo pequenino e longo flagelo, movimentando-se rapidamente (dados ndo mostrados).
Essas mudangas coincidem com aquelas descritas durante o processo de
metaciclogénese para L. (V.) braziliensis (Pinto-da-Silva et al. 2002; Soares et al. 2005),

em que o processo de adaptacdo dos parasitos a0 meio de cultura € acompanhado por
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mudangas bioguimicas e morfologicas, que os tornam potencialmente mais infectantes.
Portanto, os nossos dados sugerem que o dia 6 da curva de crescimento contém
parasitos adequados para 0s experimentos de infeccdo dos macréfagos humanos.
Corroborando estes dados, nosso grupo encontrou que no 6° dia de cultura do isolado
IMG3 ha uma elevada porcentagem de formas metaciclicas que infectam os macréfagos

humanos (manuscrito em preparacéo, da Silva Jr et al.).

Neste trabalho, nas culturas de macréfagos humanos com o isolado IMG3 houve
um aumento significante no indice de infeccdo de 4 h para 48 h, o que foi devido
especialmente a um aumento no nimero médio de parasitos por macréfagos, o que
indica que estava havendo replicacdo dos parasitos dentro das células. Estes dados
mostram que 0s macrofagos humanos sdo permissivos a infeccdo por L. (V.)
braziliensis. Estudos com macr6fagos humanos infectados com L. infantum
demonstraram que este parasito consegue se replicar dentro dessas células (Hsiao et al.
2011). Além disso, tem sido demonstrado que macréfagos humanos sdo infectados por
varias espécies de Leishmania, incluindo L. (V.) panamensis e L. major (Vouldoukis et
al. 1995, Bosque et al. 1998). Além disso, em um estudo avaliando a infec¢éo por L.
(V.) braziliensis, Campos et al. (2008) mostraram que 0s macrofagos estavam
infectados apds 24 h de incubacdo. Dados similares foram obtidos por Maia et al.
(2007) avaliando infeccdo com L. infantum. Corroborando com os nossos dados,
estudos com linhagens celulares de mondcitos humanos demonstraram que estas células
sdo infectadas com L. (V.) braziliensis (Ogunkolade et al. 1990; Zauli-Nascimento et al.
2010). Nossos dados, portanto, demonstram que o isolado de L. (V.) braziliensis IMG3
infecta os macréfagos humanos, sobrevivendo dentro destes por um periodo de até 96 h

(dados n&o mostrados).

A fim de avaliar a participacdo dos leucotrienos em macréfagos humanos
infectados com L. (V.) braziliensis, no presente estudo, foram utilizados os compostos
MK0591, CP-105,696 e o LTB,. Nenhuma citotoxicidade significante foi detectada com
todos estes tratamentos, tanto para os parasitos quanto para as células humanas. As
concentracdes utilizadas sdo compativeis com concentragdes utilizadas anteriormente
em experimentos com células murinas, para as quais também ndo houve citotoxicidade
(Serezani et al. 2005, 2006; Talvani et al. 2002). Além disso, para avaliar 0s

mecanismos microbicidas dos macr6fagos foram utilizados apocinina e
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aminoguanidina, sendo ja conhecida a auséncia de citotoxidade destes reagentes nas

concentragdes usadas no presente trabalho (Muijsers et al. 2000, Ximenes et al. 2007).

Aqui, a inibicdo da producdo de leucotrienos com MKO0591 aumentou
significantemente a infeccdo dos macrdéfagos durante os periodos de 4 h e 48 h de
incubacdo, demonstrando a modulacdo da fagocitose e da atividade microbicida dos
macrofagos por leucotrienos enddgenos. Serezani et al. (2006) publicaram, até o
momento, o Unico trabalho que avalia a contribuicdo dos leucotrienos no controle da
infeccdo por L. (L.) amazonensis em camundongos suscetiveis e resistentes a infecgéo,
bem como em macrofagos destes animais. Os autores mostraram que, o bloqueio da
producdo de leucotrienos (com MKO0591) em macrofagos murinos infectados com L.
(L.) amazonensis aumenta o indice de infeccdo, sugerindo que os leucotrienos estariam
envolvidos no controle do parasito. Estes autores também demonstraram que 0sS
macrofagos dos camundongos resistentes a infeccdo produzem maiores quantidades de
leucotrienos do que os dos animais suscetiveis. In vivo, a inibicdo dos leucotrienos
causou um aumento da lesdo nos camundongos. Portanto, os resultados do presente
trabalho, que avaliou a infeccdo de macréfagos humanos com L. (V.) braziliensis,
mostram que, similarmente ao que ocorre na infeccdo com L. (L.) amazonensis em
macrofagos murinos, os leucotrienos possuem um papel importante para o controle da
infeccdo dos macrofagos humanos. A relevancia dos leucotrienos em infecgdes tem sido
avaliada em outros modelos, como em um modelo murino de infec¢cdo com helmintos,
demonstrando que o tratamento dos animais com um inibidor de sintese de leucotrienos
(MK-866), favorece o aumento do nimero de parasitos e de ovos, consequentemente, 0S
leucotrienos estariam induzindo mecanismos para o controle da infeccdo (Machado et
al. 2005). Experimentos com camundongos infectados com fungos, usando 0 mesmo
inibidor, levaram a morte os camundongos tratados, apds 15 dias da infeccdo, enquanto
0s naos tratados permaneceram vivos até 30 dias depois de serem infectados (Medeiros
et al. 2004). Ainda, em um modelo de infeccdo por bactérias, Mycobacterium
tuberculosis, os camundongos tratados com inibidor de sintese de leucotrienos perderam
a capacidade de controlar a infeccdo (Peres et al. 2007). Coletivamente, estes dados
sugerem que os leucotrienos sdo produzidos por macréfagos apds infecgdo com
diferentes microrganismos e 0s nossos resultados sugerem que os leucotrienos sé@o

produzidos pelos macréfagos humanos apés infeccdo com L. (V.) braziliensis.
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No presente trabalho, o blogueio do receptor BLT1 com CP105,696, de uma
maneira geral, aumentou a infecgdo dos macréfagos humanos, indicando a participagdo
de LTB, na modulagdo da fagocitose e da atividade leishmanicida. Estes resultados
sugerem que em alguns individuos, os macrofagos podem estar produzindo LTB,, apos
a infeccdo por L. (V.) braziliensis, e esta producéo é suficiente para modular a infeccao.
Estudos usando o bloqueador de BLT1, CP105,696, contribuiram para avaliar a
importancia do LTB, enddgeno nos nossos experimentos. Nos nossos resultados, o
bloqueio do receptor aumentou a fagocitose, sugerindo entdo que o LTB,4 diminui a
fagocitose. Alguns artigos tem demonstrado que os leucotrienos podem aumentar a
infecgdo por modularem a capacidade de fagocitose dos macrofagos. Os leucotrienos,
LTB,; e CysLTs aumentam a fagocitose de Klebsiella pneumoniae, por macrofagos
alveolares de ratos (Mancuso et al. 1998; Silva et al. 2010). Okamoto et al. (2010)
demonstraram que o bloqueio do receptor de leucotrienos, em macrofagos de
camundongos, diminuem a fagocitose de bactérias. Esses dados sdo aparentemente
discordantes dos que n6s encontramos o que pode ser devido a diferencas nos modelos
usados, em relacdo ao usado no presente trabalho. Pelo menos duas diferencas
importantes podem explicar as discrepancias: 0os macréfagos sdo oriundos de espécies
diferentes e os microrganismos sdo diferentes, além disso, nos experimentos com as
bactérias, estas foram opsonizadas antes de avaliar a fagocitose, logo, 0s mecanismos
ativados também serdo diferentes, pois usam diferentes receptores acoplados a
diferentes vias. Sugerimos que para L. (V.) braziliensis, os leucotrienos diminuem a
fagocitose de formas promastigotas por macr6fagos humanos, por meio de mecanismos
ainda desconhecidos. Outra alternativa sera discutida mais abaixo em relagdo aos

mecanismos microbicidas que podem estar atuando ja nas primeiras horas da infeccéo.

Em outros modelos de infecgcdo tem sido demonstrada a modulacgdo da atividade
microbicida de macrofagos por LTB, enddgeno. Serezani et al. (2005) demonstraram
que o bloqueio do receptor BLT1 aumenta a sobrevivéncia de bactéria em macrofagos
alveolares de ratos. Talvani et al. (2002) em um modelo de infec¢do por Trypanosoma
cruzi, demonstraram que o antagonismo de BLT1 diminui a produgdo de nitrito em
macrofagos de camundongos, aumentando a infeccéo, o que indica que a producgéo de
NO seria 0 mecanismo envolvido pelo controle da infeccdo por T. cruzi, a qual é

aumentada por LTB,4 endogeno. Os resultados do presente trabalho sugerem que L. (V.)
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braziliensis pode induzir a produgdo de LTB, em macrofagos humanos e que este
leucotrieno aumenta a atividade microbicida destes macréfagos, agindo em receptores
BLT1.

Como os resultados obtidos com inibicdo de sintese de leucotrienos e blogueio
do receptor BLT1 indicaram que L. (V.) braziliensis poderia induzir a producdo de
LTB; em macrofagos humanos, este leucotrieno foi, entdo, quantificado nos
sobrenadantes das culturas desses macrofagos. Foi verificada uma rapida producéo de
LTB, apds interagdo macrofagos-parasitos, com uma queda progressiva das
concentragdes com o periodo de incubacdo, indicando a degradacdo do leucotrieno e
uma diminuicdo da producdo dos leucotrienos com o tempo. Serezani et al. (2006)
demonstraram que o LTB, foi gerado ap6s a infecgdo com L. (L.) amazonensis em
macréfagos de camundongos, sendo que havia uma maior producdo de LTB,; em
macrofagos de camundongos resistentes, quando comparados com os de macréfagos de
camundongos suscetiveis, em todos os periodos avaliados. Diferentemente do nosso
trabalho, nos macrofagos de camundongos, a maior concentracao de LTB, foi detectada
apos 24 horas de infeccdo, sendo que no nosso trabalho a maior concentracdo foi
detectada apds 30 minutos e foi diminuindo ao longo do tempo. Podemos afirmar,
entdo, que L. (V.) braziliensis induz a rapida producdo de LTB,; em macrofagos

humanos.

No presente estudo, a adicdo de LTB, exdgeno diminuiu o indice de infecgdo
dos macréfagos humanos infectados com um isolado de L. (V.) braziliensis. Este efeito
foi observado tanto apds 4 h quanto 48 h, em acordo com 0s nossos resultados obtidos
com o tratamento com o inibidor de sintese de leucotrienos, bem como com o
antagonista do receptor do LTB,. A adi¢cdo de LTB,4 em culturas de macréfagos murinos
aumenta a fagocitose de T. cruzi, por mecanismos desconhecidos (Wirth &
Kierszenbaum 1985). E conhecido que o LTB, aumenta a fagocitose de macréfagos
murinos, atuando em BLT1 que leva a ativacdo de proteina Gi, PI3K (fosfatidil inositol-
3-quinase) e Rac quinase (Okamoto et al. 2010). N6s ndo sabemos por que a ativagao
dos macrdéfagos humanos com LTB,4 causa uma diminuicdo da fagocitose de L. (V.)
braziliensis, mas pode ser especulado que a sinalizacdo via BLT1 possa interferir na

sinalizacdo dos receptores usados para a fagocitose de leishmanias, tais como receptores
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para 0 Complemento ou outros receptores utilizados pelo parasito (Ueno & Wilson
2012).

Para avaliar se 0 LTB,4 modularia infecgdo somente nos momentos iniciais (4 h),
este foi adicionado no momento da adigdo dos parasitos, 4 h ou 24 h ap6s. Quando o
LTB, foi adicionado simultaneamente com os parasitos ou 4 h apés a infeccdo, houve
uma diminuicdo da infeccdo, avalidada apos 48 h, sugerindo que o LTB,4 pode diminuir
a fagocitose e aumentar a atividade microbicida dos macréfagos humanos. A adigédo do
LTB,4 apds 24 h de infecgdo, no entanto, ndo alterou significantemente a atividade
microbicida dos macrofagos, indicando que os macréfagos infectados ndo eram mais
responsivos ao LTB, neste periodo. Os resultados sugerem que 0s parasitos podem estar
diminuindo a expressdo de BLT1, de modo a escapar da ativacdo dos macréfagos pelo
LTB, e manter a infeccdo. Experimentos estdo sendo realizados para avaliar esta

hipétese.

Serezani et al. ( 2006) relataram a participacdo de LTB,4 no controle da infecgéo
por L. (L.) amazonensis. Eles demonstraram que a adicdo de LTB, diminui o indice de
infeccdo em macrdéfagos de camundongos resistentes ou suscetiveis a infeccdo por L.
(L.) amazonensis. Dados semelhantes foram descritos por Serezani et al. ( 2005), que
demonstraram que a adi¢cdo de LTB, aumenta a atividade microbicida de macréfagos
alveolares de ratos, infectados com bactérias. Também em infeccdo de macrofagos
murinos com T. cruzi, a adicdo de LTB4 aumenta a morte dos parasitos intracelulares
(Wirth & Kierszenbaum 1985a). Na infec¢do por Toxoplasma gondii, o LTB4 ex6geno
aumenta a atividade citotoxica de macréfagos derivados de mondcitos humanos,
promovendo a morte intracelular destes parasitos (Yong et al. 1994). Estes trabalhos
demonstram a capacidade do LTB,4 em ativar macréfagos humanos para a destruicdo de
protozoarios. O presente trabalho, mostrando que o LTB, aumenta a atividade
leishmanicida de macr6fagos humanos, vem corroborar a idéia de que o LTB, induz

atividade microbicida destes macréfagos, auxiliando no controle da infeccéo.

Para investigar a participacdo de ROl e RNI na atividade microbicida de
macrofagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis, em nossos experimentos foi
usado um inibidor de NADPH oxidase, a apocinina, 0 que tem por consequéncia o

bloqueio da producdo de ROI. Foi demonstrado um aumento significante da infecgéo,
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sugerindo que essas moléculas estariam aumentando a atividade microbicida dos
macréfagos. Blos et al. (2003) demonstraram que camundongos gp91™™™ 7, ou seja,
camundongos deficientes de NADPH oxidase infectados com L. major, na fase cronica
da doenca, permaneciam com parasitos na pele, linfonodo e baco. Outros experimentos
demonstraram a importancia dos ROI, tais como anion superoxido e peroxido de
hidrogénio (O, e H,0,), no controle da infeccdo por espécies de Leishmania, em
diferentes linhagens celulares de camundongos e humanos (Murray 1981; Murray et al.
1983). Os nossos resultados sao similares aos de Khouri et al. (2009) que mostraram um
importante papel microbicida dos ROI em macréfagos humanos infectados com L. (L.)

amazonensis.

Os leucotrienos sdo lipidios que estimulam a producdo de substéncias
antimicrobianas, tais como os ROl e RNI (Woo et al. 2002; Serezani et al. 2005;
Serezani et al. 2006). Neste trabalho, além da apocinina aumentar a infeccéo por L. (V.)
braziliensis, esta também reverteu o efeito inibidor do LTB4, sugerindo que o efeito
deste mediador em aumentar a atividade leishmanicida era via aumento da producédo de
ROI. A capacidade de induzir ROl tem sido demonstrada para o LTB4 em outros
trabalhos, como por exemplo, Serezani et al.(2005), demonstraram que o LTB, induz a
producdo de perdxido de hidrogénio em macrofagos alveolares de ratos, e que este
mecanismo microbicida, estaria contribuindo para o controle da infeccdo destes
macréfagos por K. pneumoniae. No presente estudo, foi utilizado a apocinina, um
inibidor seletivo da atividade da NADPH oxidase. Experimentos suportam a ideia de
que a apocinina inibe a translocacdo das subunidades p47phox e p67phox para a
membrana celular, inibindo assim a acdo da NADPH oxidase e a consequente producao
de ROI (Muijsers et al. 2000; Worm et al. 2001; Ximenes et. al. 2007; Almeida et al.
2011). A inibicdo de ROI diminuiu a infeccdo j& nas primeiras horas, sugerindo entdo
que, a diminuicdo da infeccdo causada pelos leucotrienos durante 4 h pode nao ser um
efeito no processo da fagocitose em si, mas sim ja indicar a morte dos parasitos durante
este periodo. No presente estudo foi avaliada, também, a participacdo dos RNI na
infeccdo de macrdofagos humanos por L. (V.) braziliensis, sendo utilizado um inibidor de
INOS, a aminoguanidina. Foi demonstrado que a inibi¢do da producdo de NO levou a
um aumento na infeccdo dos macrdéfagos, demonstrando assim sua participacdo na

atividade microbicida. Corroborando com nossos dados Linares et al. (2001)
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demonstraram a participacdo de peroxinitrito no controle da infeccdo de camundongos
infectados com L. (L.) amazonensis, em que a producdo na fase inicial da infeccdo,
destes complexos formados pela reacdo entre peroxido de hidrogénio e NO, estaria
relacionada a resisténcia destes camundongos a doenca. Outro trabalho demonstrou que
0 LTB, induz a producdo de NO em macrdéfagos murinos e isto estaria relacionado ao
controle e a resisténcia da infeccdo por T. cruzi (Talvani et al. 2002). No entanto, a
producdo de NO em macrdfagos humanos é muito baixa (Brandonisio et al. 2002) e
Khouri et al. (2009) relataram que em macrofagos humanos infectados com L. (V.)
braziliensis a producdo de NO néo é relevante para o controle da infecgdo. NOs nao
avaliamos a producdo de NO, mas para confirmar os resultados do tratamento com
aminoguanidina, € necessario utilizar outros inibidores de NO, a fim de eliminar a
possibilidade de outros efeitos da aminoguanidina na infec¢do independentes de NO,
bem como avaliar a expressao de iNOS nos macrofagos. Experimentos futuros podem
esclarecer melhor a participacdo do NO nos mecanismos microbicidas dos macréfagos
humanos infectados com L. (V.) braziliensis. Ndo foi avaliado at¢ o momento a

participacdo do NO no aumento da atividade microbicida induzida pelos leucotrienos.

Desde gue a inibi¢do de ROl aumentou a infeccdo dos macréfagos humanos com
L. (V.) braziliensis, na auséncia ou presenca do leucotrieno, no presente trabalho a
producdo de ROI foi avaliada pela técnica de reducdo do NBT. Leishmania (V.)
braziliensis induziu a producdo de anion superdxido e o LTB, aumentou esta producao.
Nossos resultados corroboram com Murray (1981) que utilizou a mesma técnica e
demonstrou que as espécies de Leishmania tropica e Leishmania donovani induzem a
producdo de anion superoxido em uma linhagem de macréfagos murinos. Aqui,
demonstramos pela primeira vez que o LTB4 aumenta a producéo de ROI, via NADPH
oxidase, induzida por L. (V.) braziliensis em macr6fagos humanos. Os resultados sdo

ainda preliminares e serdo repetidos para confirmacéao.

Vaérios trabalhos ja relataram a producdo de ROI induzida por leucotrienos
(Serezani et al. 2005; Woo et al. 2000a; Woo et al. 2000b; Woo et al. 2002; Cho et al.
2011), porém os mecanismos pelos quais os leucotrienos induzem ROI ainda ndo sao
bem esclarecidos. Serezani et al. (2005) relataram a inducéo da producéo de peroxido de
hidrogénio em macréfagos alveolares de ratos, quando tratados com LTB,. Neste

mesmo trabalho, foi demonstrado que os induziram a translocacdo da subunidade

70



p47phox para a membrana, via PKC-9, sugerindo assim, uma via de sinalizagéo para a
producdo de peroxido de hidrogénio induzido por LTB,. Alguns trabalhos sugeriram o
envolvimento da producdo de ROI de maneira dependente de Rac quinase, ativados por
AA e por cPLA; (Woo et al. 2000a, 2000Db).

Outros mecanismos microbicidas que podem ser induzidos por leucotrienos ¢é a
inducdo de peptideos antimicrobianos. Os peptideos antimicrobianos sdo peptideos
catidnicos que podem ser produzidos por células epiteliais e leucdcitos, entre os quais
0s macrofagos. Tem sido demonstrado que o LTB, induz a producéo de defensina ou
catelicidina. Dessa forma, por induzir a liberacdo destas substéncias, o LTB, ativa as
propriedades microbicidas de polimorfonucleares e macrofagos (Yong et al. 1994;
Serezani et al. 2005; Wan et al. 2007; Flamand et al. 2007). Tem sido demonstrado o
efeito toxico de diferentes peptideos antimicrobianos para diferentes espécies de
Leishmania (Pérez-Cordero et al. 2011). Assim, investigacGes futuras podem esclarecer
se 0s peptideos antimicrobianos sdo mediadores do aumento da atividade leishmanicida

causada pelo LTB4 em macréfagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis.

A partir dos resultados do presente trabalho, pode ser proposto que a infeccédo
por L. (V.) braziliensis induz a producdo de LTB4 por macréfagos humanos, o qual
diminui a infeccdo desde as primeiras horas. A producdo de LTB, é rapida e diminui
apos 4 h de infeccdo, mas os efeitos nos mecanismos microbicidas sao percebidos nas
primeiras horas, mediados pela rapida producdo de ROI, e até 48 h de incubacéo, talvez
mediados pela producdo tardia de NO. Apos 24 h de infeccdo, ao adicionar o LTB, nas
culturas, este passa a ndo ter efeito na atividade microbicida, sugerindo, entdo, que a
leishménia estaria tornando os macr6fagos néo responsivos a LTB,, talvez por modular
a expressdo dos receptores para leucotrieno, como o BLT1. De fato, nossos resultados
preliminares (ndo mostrados) indicam que a infec¢do com L. (V.) braziliensis diminui a
expressao de BLT1 nos macrdéfagos. Desta maneira, a leishmania encontraria uma
maneira de escapar da resposta do macrofago, sobrevivendo nesta célula e mantendo a
infeccdo, que in vitro é observada até 96 h.

Entender os mecanismos de controle da infeccdo por L. (V.) braziliensis é
fundamental para encontrar novos alvos terapéuticos para a LTA, uma doenca que

apresenta uma grave forma clinica, a LM, para a qual ainda ha dificuldades no

71



tratamento, com muitas recidivas e desenvolvimento de resisténcia dos parasitos aos
farmacos. A capacidade de ativagdo celular promovida pelo LTB4 vem sendo explorada
experimentalmente para tratamento de infecgdo flungica, utilizando microesferas
biodegradaveis contendo LTB,4 (Nicolete et al. 2009). Os nossos resultados sugerem que
0 LTB4 pode ativar os macréfagos humanos, auxiliando no controle da infeccéo por L.

(V.) braziliensis, o0 que abre perspectivas para novas terapias da LTA.
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7. CONCLUSOES

7.1 Especificas

e Macréfagos humanos sdo eficientemente infectados com L. (V.) braziliensis
IMG3;

e O tratamento dos macrofagos com um inibidor de sintese de leucotrienos
aumenta significantemente o indice de infeccdo, por promover a fagocitose e
inibir a atividade microbicida dos macréfagos;

e O tratamento dos macr6fagos com um antagonista de BLT1 aumenta
significantemente o indice de infeccdo, sugerindo que o LTB,, produzido apds
infeccdo com L. (V.) braziliensis, € um dos leucotrienos que inibe a fagocitose e
aumenta a atividade microbicida dos macrofagos;

e O LTB4 é produzido apés a infeccdo de macrofagos infectados com L. (V.)
braziliensis.

e O tratamento dos macrofagos com LTB, diminui significantemente o indice de
infeccdo dos macrdfagos, inibindo a fagocitose e aumentando a atividade
microbicida;

e O tratamento dos macréfagos com inibidor de ROl ou NO aumenta
significantemente o indice de infeccdo, sugerindo a participacdo destas
moléculas nos mecanismos microbicidas dos macré6fagos;

e Os dados sugerem que L. (V.) braziliensis induz ROl e que o LTB, aumenta a
producdo destas moléculas, contribuindo para o controle do parasito em

macrofagos humanos.

7.1 Geral

Os macrdfagos humanos produzem leucotrienos apds ainfeccdo por L. (V.)
braziliensis, estes mediadores podem ativar mecanismos microbicidas, de
maneira dependente da producdo de ROI, e que contribuem para o controle da
infeccdo.
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Resumo

A infeccdo de macréfagos humanos com Leishmania (Viannia) braziliensis tem
sido pouco estudada e ndo é conhecido se os leucotrienos, mediadores
lipidicos produzidos por macréfagos, podem modular a infec¢do destas células
por este parasito. Neste trabalho, foi avaliada a contribuicdo do LTB4 no
controle da infeccdo de macréfagos humanos com L. (V.) braziliensis e a
expressao do receptor para este mediador (BLT1) nos macrofagos infectados.
Macréfagos humanos foram derivados de mondcitos do sangue periférico e
infectados com formas promastigotas durante 4 h ou 48 h. Os tratamentos com
MKO0591 (inibidor de sintese de leucotrienos) ou CP105,696 (antagonista de
BLT1) aumentaram o indice de infeccdo, apds 4 h ou 48 h de incubacéo (p <
005). Por outro lado, a adicdo de LTB, as culturas diminuiu a infeccdo dos
macrofagos (4 h e 48 h, p < 0,05). Os macroéfagos infectados ndo responderam
mais ao LTB, apds 24 h de incubacao. Os parasitos induziram a producéo de
LTB,4 nas culturas de macréfagos nos primeiros 30 min, caindo esta producao
apos 4 h (p < 0,05). Inibidores de ROI (apocinina) aumentou significantemente
a infeccao de macréfagos antes ou apoés a ativacao com LTB,4. Houve producao
de anion superdxido induzida pelos parasitos e aumentada pelo LTBs. A
expressdo de BLT1 diminuiu significantemente apos 6 h (RNAm) e 24 h
(proteina) de infec¢do dos macréfagos (p < 0,05). Os resultados sugerem que
0s macrofagos humanos produzem LTB,; ap6s a infeccdo com L. (V.)
braziliensis. O LTB4 aumenta a atividade microbicida dos macrofagos, desde as

primeiras horas da infec¢do, diminuindo a infec¢do. Os resultados sugerem que
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ha producdo de ROI apods infeccdo com L. (V.) braziliensis e que o LTB,
aumenta a atividade microbicida dos macréfagos via aumento da producéo de
ROI. No entanto, a infec¢do causa uma diminuicdo de BLT1, favorecendo o
escape do parasito e garantindo a sobrevivéncia do mesmo nos macréfagos.
Entender a participacdo dos leucotrienos no controle da infecgdo de
macrofagos humanos por L. (V.) braziliensis pode levar a descoberta de novos
alvos terapéuticos para a leishmaniose tegumentar americana.

Palavras-chaves: Leishmania braziliensis, macr6fagos humanos, leucotrienos, ROI
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INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenca infecto-
parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania, podendo
apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie de Leishmania e
da relagdo entre o parasito e o hospedeiro. Nas Américas ou Novo Mundo,
varias espécies causam LTA, sendo que no Brasil, L. (Viannia) braziliensis € a
espécie mais prevalente, que causa a leishmaniose cutanea (LC) e a forma
clinica mais grave da LTA, a leishmaniose mucosa (LM), que atinge as
mucosas nasal e orofaringea. Alvar et al. (2012) relataram que os dez paises
com 0s mais elevados numeros de casos de LC sdo Afeganistdo, Argélia,
Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, o Suddo do Norte, Costa Rica e Peru,
juntos, eles respondem por 70 a 75% da incidéncia global estimada. O
tratamento da LTA tem como farmaco de primeira escolha o antimonial
pentavalente, existente sob a forma de N-metilglucamina, comercializado no
Brasil. Nao havendo resposta satisfatéria ao tratamento com antimonial
pentavalente, os farmacos de segunda escolha sdo a anfotericina B e as
pentamidinas, consideradas mais eficazes do que os antimoniais no tratamento
de lesbes mucosas. Enquanto pacientes com LCL, com lesGes cutadneas Unicas
ou multiplas, apresentam cura espontanea ou boa resposta ao tratamento,
agueles com LM, concomitantes lesbes cutdnea e mucosa ou lesdo mucosa
desenvolvida secundariamente a lesdo cutanea, apresentam lesdes que sao
altamente destrutivas e ndo respondem bem ao tratamento, ou mesmo quando
ocorre a cicatrizacéo, as recidivas sao frequentes (Silveira et al. 2009). A falha

no tratamento pode ser devida as proprias caracteristicas intrinsecas do
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parasito, que podem expressar genes ligados a resisténcia (Guimond et al.
2003). Além das dificuldades com a terapia da LTA, ndo ha, ainda, uma vacina
eficaz, que possa prevenir a doenca (Noazin et al. 2008; Evans & Kedzierski
2012; Singh & Sundar 2012).

Os leucotrienos sdo mediadores lipidicos da inflamagédo, sendo que a sua
biossintese comeca apenas apés estimulacdo celular, quando as células ou
tecidos séo expostos a estimulos fisioldégicos e patologicos (Crooks & Stockley
1998; Murphy& Ginjon 2007). Os leucotrienos sdo predominantemente
produzidos por células inflamatérias, como leucécitos porlimorfonucleares,
macréfagos, eosindfilos, basofilos e mastocitos (Singh et al. 2010; Nakamura &
Shimizu 2011). Os leucotrienos agem em receptores acoplados a proteina G,
sendo claramente descritos como importantes mediadores das respostas
inflamatdrias. O primeiro receptor do LTB4 a ser clonado e caracterizado foi
denominado BLT1, que é o receptor de alta afinidade. Em seres humanos, o
receptor BLT1 é exclusivamente expresso em ceélulas inflamatérias, tais como
neutréfilos, eosindfilos, células dendriticas, macréfagos, linfocitos B e T
(Yokomizo et al. 1997; Shimizu et al. 2002; Pettersson et al. 2003; Tager et al.
2003; Nakamura & Shimizu 2011). Varias fun¢des dos leucotrienos vem sendo,
descritas, dentre estas, a participacdo no controle e eliminacdo de varios
microrganismos como bactérias, virus e protozoarios. Estudos demonstraram a
participacdo do LTB, enddégeno no aumento da fagocitose de bactérias
opsonizadas e aumento da atividade bactericida de macréfagos. Além disso, o0s
leucotrienos podem auxiliar na inducdo da liberacdo de potentes agentes
antimicrobianos, que estariam participando do controle de virus e bactérias,

como, por exemplo, peptideos antimicrobianos tais como defensinas,
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catelicidinas e neurotoxina derivada de eosindéfilo. Os leucotrienos também
induzem a migracdo e ativacdo de leucdcitos, producdo de fator de necrose
tumoral (TNF) e de reativos intermediarios de oxigénio (ROI) ( Mancuso et al.
2001; Talvani et al. 2002; Serezani et al. 2005; Serezani et al. 2006; Flamand et
al. 2007).

Pouco se sabe sobre a infeccdo de macrofagos humanos por L. (V.)
braziliensis e ndo é conhecido se os leucotrienos sdo produzidos durante esta
infeccdo e se poderiam modular a infeccdo, contribuindo para o controle do
parasito. No presente trabalho, o objetivo foi avaliar se o0s leucotrienos,
especialmente o leucotrieno B4 (LTB4), modulam a infeccdo de macréfagos

humanos por L. (V.) braziliensis.
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MATERIAIS E METODOS

Cultivo dos parasitos in vitro.

O isolado MHOM/BR/2003/IMG, da espécie L. (V.) braziliensis, presente no
Leishbank, o Banco Imunobiologico de leishméanias da regido Centro-Oeste
(IPTSP/Universidade Federal de Goias, Brasil), € oriundo de paciente com
leishmaniose cutanea localizada. Os parasitos encontram-se preservados em
nitrogénio liquido, congelados em soro fetal bovino (SFB), contendo 10% de
dimetilsulféxido de sodio (DMSO, Sigma Chem. Co. St. Louis, MD, EUA). Apos
descongelamento, os parasitos foram cultivados em meio Grace (Grace’'s
Insect Médium, Sigma) completo, suplementado com 20% de SFB (Cripion
Biotecnologia, Brasil) inativado, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 100 U/mL de
penicilina (Sigma) e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma), a 26°C. Os
parasitos foram repicados de trés em trés dias, sempre iniciando a cultura com
5 x 10° parasitos/mL. Uma pequena aliquota da cultura era diluida em solucéo
salina tamponada com fosfatos (PBS, phosphate-buffered saline), contendo
formalina a 0,3% e os parasitos, quantificados em hematocitbmetro, para

estabelecer o repique, que foi realizado no maximo seis vezes.

Separacao de mondcitos do sangue periférico e derivacdo dos macréfagos.

As amostras de sangue venoso (cerca de 10 mL), obtidas de doadores
sadios (n = 83), que nao estavam fazendo uso de medicamentos (Comité de
Etica em Pesquisa do HC/UFG-Protocolo: 190/2011), foram colhidas em tubos

a vacuo (Greiner bio-one, Vacuette, Americana, SP, Brasil), contendo solucdo
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de EDTA. Para obter as células mononucleares (CMN), o sangue foi
centrifugado (200 g, por 5 minutos, temperatura ambiente), para eliminar o
plasma. Em seguida, o sangue foi diluido volume/volume com PBS-EDTA 0,01
mM pH 7,3 e, entdo, foi aplicado sobre gradiente de densidade de silica
coloidal revestida por polivinilpirrolidona (Percoll, Sigma). As CMN foram
distribuidas em placas de 24 pocos (TPP, Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica), sobre laminulas de vidro de 13 mm de diametro
(Deckglaser, Braunschweig, Alemanha), na concentracdo de 2 x 10°
células/500 puL de meio RPMI 1640 (Sigma) contendo 15% de SFB (Gibco,
Brasil), 11 mM de bicarbonato de so6dio e 2 mM de L-glutamina. Para a
derivacao dos macrofagos (5 dias), o meio foi trocado a cada 48 h (meio RPMI
completo contendo 15% de SFB), sendo as células mantidas a 36°C, 5% de

CO.. Apos este periodo, os macrofagos foram infectados com os parasitos.

Infecc@o dos macréfagos.

As formas promastigotas (6° dia de cultura, fase estacionaria inicial)
foram ressuspendidas em meio RPMI completo (1 x 108 parasitos/mL) e foram
adicionados aos macrofagos na proporcdo de ~ 10:1 (parasito:célula). As
placas foram incubadas a 36 °C, 5% de CO; por 4 h, lavadas 3 vezes com meio
RPMI completo, a 37°C, para retirar 0 excesso de parasitos, e o meio foi
reposto em todos os poc¢os. As laminulas foram colhidas apés 4 h, 24 h, 48 h
ou 72 h de cultura, sendo as células coradas com o Kit comercial Instant Prov
(Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Em seguida, as laminulas foram fixadas sobre
laminas para microscopia, usando Entellan Novo (Merck KgaA, Damstadt,

Alemanha) e sob microscopia de luz (aumento de 1.000 vezes), foi
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determinada a frequéncia de células infectadas (300 células analisadas) e o
namero médio de parasitos por célula infectada (minimo de 50 células
infectadas avaliadas). O indice de infeccdo foi obtido multiplicando-se a
porcentagem de células infectadas pelo numero médio de parasitos por células

infectadas.

Modulacéo da infeccdo dos macréfagos por leucotrienos endoégenos.

Para avaliacdo do efeito dos leucotrienos enddgenos na infec¢éo, os
macréfagos foram tratados com MKO0591 (inibidor da FLAP, Merck, KgaA,
Damstadt, Alemanha ) ou CP105,696 (bloqueador do receptor BLT1, Pfizer,
Groton, CT, EUA). Os compostos (MK0591 e CP105,696 102 M), foram
dissolvidos em DMSO, veiculo do composto e estocados a -80°C até o
momento de uso. Para 0s experimentos, os compostos foram diluidos em meio
RPMI contendo 15 % de SFB (10® M) e adicionados as culturas dos
macréfagos, em diferentes concentracdes, 30 min antes da infeccdo com os
parasitos. O DMSO foi adicionado como controle nas mesmas concentracdes
dos compostos diluidos. Foram comparados os resultados de culturas tratadas
com os de culturas contendo somente o veiculo (referido nas figuras como
Meio). Nos experimentos de 48 h, ap6s a lavagem (4 h), em alguns
experimentos 0s compostos ndo foram repostos, mas em outros houve
reposicdo apos a lavagem e, entdo, re-incubacdo. Apés 4 h ou 48 h de
incubacgéo, as laminulas foram retiradas, sendo as células fixadas, coradas e

avaliadas quanto a infec¢cdo, como descrito acima.
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Dosagem de LTBg,.

Os macrofagos foram infectados como descrito acima, tendo sido pré-tratados
ou nao com o inibidor de sintese MK0591 (30 min). Apds adicdo dos parasitos,
as culturas foram incubadas até 4 h. O sobrenadante foi coletado e estocado a
-80°C e depois, entdo, realizado o ensaio imunoenzimatico de dosagem de
LTB,4, seguindo as instrugbes do fabricante do kit (EIA, enzimatic immuno
assay, Cayman Chem. Co., Ann Abor, EUA). Os resultados foram expressos

em pg/mL e o limite de deteccéo foi de 13 pg/mL.

Modulacao da infec¢do dos macréfagos por leucotrienos exdgenos.

Para avaliacdo do efeito dos leucotrienos exdgenos, os macrofagos
foram tratados com LTB, (Cayman), o qual foi dissolvido em etanol (3 x 10 M),
sendo entdo diluido em PBS e adicionado as culturas dos macréfagos (107 M,
10® M, 10° M) durante a infeccdo com os parasitos (4 h). Em alguns
experimentos com incubacdo por até 48 h, ap6s a infeccdo por 4 h e a
lavagem, o LTBy, foi reposto. Ainda, para observar o efeito do LTB,4 na atividade
leishmanicida dos macréfagos, o LTB, foi adicionado apds 4 h ou 24 h de
infeccdo. As culturas controles continham etanol na mesma concentracao
utilizada nas culturas tratadas com LTBy, (referido como Meio). Apds incubacao,

as células foram coradas e avaliadas quanto a infeccéo, como descrito acima.

Avaliacéo da participacédo de ROI no controle da infeccao.

Os macréfagos foram tratados com Apocinina (inibidor da NADPH

oxidase, Sigma), a qual foi dissolvida em DMSO (500 mM), no momento do

104



uso. Para os experimentos, foi diluida em meio RPMI completo e adicionada as
culturas dos macréfagos, em diferentes concentracbes, 30 min antes da
incubacdo com os parasitos e do tratamento com LTB4; (107 M). A maior
concentracdo usada de apocininafoi 10° M. Foram comparados os resultados
de culturas tratadas com os de culturas incubadas com meio contendo DMSO
(referido como Meio). Nos experimentos de 48 h, apds a lavagem (4 h), os
compostos foram repostos, e, entdo, as placas foram re-incubadas. Apés 4 h
ou 48 h de incubacdo, as células foram coradas e avaliadas quanto a infeccgéo,

como descrito acima.

Avaliacdo da producdo de ROI por macréfagos incubados com L. (V.)

braziliensis.

A técnica do NBT (azul de nitro tetrazélio, nitro blue tetrazolium), foi adaptada a
partir da técnica descrita por Muniz-junqueira & Paula-Coelho (2008), para
avaliar a producédo de anion superoxido (O2). Os macrofagos foram incubados
30 min antes da infeccdo, na auséncia ou presenca de apocinina (10 M).,
MK0591(10° M) ou CP-105,696 (10° M). Em seguida, os macréfagos foram
incubados com os parasitos e tratados com LTB4 Ap6s 1 h, os macrofagos
foram tratados com uma solu¢do Hanks-Tris contendo 0,05% de NBT (Sigma)
por 20 min, 36°C, 5% de CO, As laminas foram entdo lavadas, fixadas com
metanol e coradas com uma solucéo de safranina 1,4% de glicerol e 28,6% em
agua destilada. A porcentagem de macrofagos que reduziu o NBT foi avaliada
sob microscopia de luz. Os resultados foram expressos em % de células

positivas.
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Modulacao da expressao do receptor leucotrieno B4 (BLT1) durante infeccdo in

vitro com Leishmania (V.) braziliensis.

Para avaliacdo do efeito da infeccdo in vitro com L. (V.) braziliensis na
modulacdo da expressdo do receptor BLT1, os macrofagos humanos foram
infectados com os parasitos, como descrito acima, e apoés 6 h ou 24 h, a
expressao do receptor BLT1 foi avaliada por RT-PCR e Western blotting. Ap6s
6 h de incubagdo com os parasitos, as culturas de macréfagos foram lavadas
3x com PBS aquecido (37°C) e o RNA foi extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen, CA, EUA) e congeladas a -80°C até o momento de uso. Apds
descongelamento, as amostras foram homogeneizadas com 200 pL de
cloroférmio (proporcéo 2:1) e incubadas 10 min no gelo. Em seguida, a mistura
foi centrifugada a 12.000 g por 15 min, a 4°C. A fase aquosa foi coletada e
transferida para outro tubo contendo o mesmo volume de isopropanol. As
solucbBes foram agitadas até a homogeneizacdo, centrifugadas novamente a
14.000 g por 20 min, a 4°C. O sedimento foi lavado com 600 uL de etanol
gelado a 70% e submetido a nova centrifugacéo de 14.000 g, 15 min, a 4°C. O
RNA foi dissolvido em 15 uL de agua livre de RNAse. Apds esta etapa, foi
realizada a sintese do cDNA, utilizando-se o kit Revert Aid TM First Strand
cDNA Synthesis (Thermo scientific, Waltham, MA , USA) de acordo com as
instrucdes do fabricante. O cDNA sintetizado foi utilizado para reacdo de PCR
guantitativa, adicionando-se 8 ng de cDNA de cada amostra no PCR-mastermix
(Power SyBr® Green, AppliedBiosystems, Warrington, UK) contendo os
primers  especificos para BLT1 humano (primer sense  5’-

TATGTCTGCGGAGTCA-GCATGTACGC-3’ e antisense 5
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CCTGTAGCCGACG CCCTATGTCCG) ou gene controle GAPDH  (primer
sense GAGTCAACGGAT TTGGTCGT; anti-sense TTGATTTTG
GAGGGATCTCG ). A PCR em tempo real foi realizada utilizando o aparelho
Stratagene Mx3005PTM QPCR Systems (Santa Clara, CA, EUA) de acordo
com as instru¢des do fabricante. A expresséao relativa dos genes foi calculada

pela metodologia 2*“(", como descrito por Livak & Schmittgen (2001).

Apoés 24 h de incubacdo com os parasitos, as culturas de macréfagos foram
lavadas 3x com PBS aquecido (37°C), seguido da lise das células utilizando
tampéo RIPA (150 mM NaCl, 50 mMTris pH 8,0, 1% NP40, 0,5% Deoxicolato
de sédio, 0,1% SDS) e quantificacdo das proteinas utilizando kit BCA (Pierce,
Rockford, IL,EUA). Volumes correspondentes a 20 ug de proteinas foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% na presenca de
dodecilsulfato de sédio a 1% (SDS-PAGE), sob corrente de 25 mA (-3 a 4 h).
Solucdo padrédo de proteinas foi usada como referéncia de massa molecular.
As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando-se
tampao de transferéncia (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%; metanol
20%), a 150 mA (50V), 2 h. Em seguida, a membrana teve seus sitios
inespecificos blogueados pela incubacdo com solucédo de soroalbumina bovina
(BSA) a 2% em tampdao Tris-salina (TBST). 1 h, sondada com anticorpo
primério especifico para BLT1 (20 ug/mL, Enzo Life Science, S&o Caetano do
Sul, SP, Brasil) durante 15-18 h, 4°C. As membranas foram sondadas com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (anti-rabbit-HRP-conjugado,
100 ug/mL, Santa Cruz Biotechnology,Dallas, Texas, EUA), 2 h em solucdo

TBST. A visualizacdo foi realizada com o sistema de quimioluminescéncia
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(ECL, Santa Cruz Biotechnology). Utilizaram-se filmes de raios-X Kodak T-
MAT, revelador e fixador Kodak em concentragbes apropriadas. As bandas
foram quantificadas por analise computadorizada de imagem (com auxilio do
software ImageJ versdo 1.32j, NHI) onde a densidade o¢tica de cada banda foi
aferida. Como controle da quantidade de proteina submetida a eletroforese, as
membranas ja reveladas foram sondadas novamente para B-actina (sigma,
1:30000). Os dados sao mostrados como unidade arbitraria da relacdo entre as

densidades oOticas obtidas para BLT1/B-actina.

Andlises estatisticas.

Os dados sdo apresentados como mediana, valores minimos e maximos e
interquartis. Os resultados foram avaliados pelo teste de Mann Whitney ou pelo
teste pareado de Wilcoxon. O nivel de significancia foi estabelecido em p <
0,05. As analises foram realizadas usando GraphPad Prism 5.0 Software (San

Diego, CA, EUA).
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RESULTADOS

Inibicdo de leucotrienos enddgenos aumenta a infeccdo de macrofagos

humanos com L. (V.) braziliensis

Os macrofagos foram incubados com os parasitos por 4 h, sendo, em seguida,
lavados para retirar o excesso de parasitos extracelulares e incubados por até
96 h. S&o apresentados os resultados das analises apés 4 h e 48 h de
infecgdo. Os parasitos infectaram os macréfagos humanos, sendo observada,
apos cada periodo de incubacdo, uma elevada variabilidade individual na
porcentagem de células infectadas (Fig. 1A), no nimero médio de parasitos por
célula (Fig. 1B) e, consequentemente, no indice de infeccdo (Fig. 1C). Apesar
disto, foi demonstrado um aumento significante do indice de infeccdo de 4 h
para 48 h (110 vs 166, p < 0,05, Fig. 1). O indice de infeccédo diminuiu apos 72
h de incubacdo, mas ndo de maneira significante e ainda havia parasitos
integros dentro dos macréfagos (indice de infeccdo 48 h vs 72 h: 127 [ 26 e

300] vs 78 [10 e 525]).

Para avaliar a possivel participacdo dos leucotrienos enddégenos na infeccao
por L. (V.) braziliensis, foi utilizado um inibidor de sintese de leucotrienos
(MK0591) e um antagonista do receptor BLT1 (CP-105,696). Nenhuma
concentracdo utilizada dos inibidores foi citotoxica, para as células ou para os
parasitos (dados ndo mostrados). As culturas de macrofagos foram tratadas
com MKO0591 ou CP-105,696, em diferentes concentragdes, por 30 min antes
da infecgdo com os parasitos. Como pode ser visto na Figura 2, apos 48 h de

infeccdo, o tratamento com MKO0591 aumentou significantemente a
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porcentagem de células infectadas (Fig. 2A, p < 0,05), o nimero de parasitos
por macrofago (Fig. 2B, p < 0,05), bem como o indice de infec¢éo (Fig. 2C, p <
0,05), de maneira dependente da concentragdo. A concentragdo mais eficaz foi
10° M de MK0591 (indice de infeccdo Meio vs MK0591: 362 vs 581, p < 0,05,
Fig. 2C). Sendo, entdo, esta concentracdo usada nos experimentos
subsequentes. O bloqueio do receptor BLT1 também aumentou
significantemente a infecgcdo dos macréfagos (Fig. 2D; 2E; 2F), de maneira
dependente da concentracdo. A concentracdo eficaz foi 10° M (indice de
infeccdo Meio vs CP-105,696: 220 vs 428, p < 0,05, Fig. 2F), sendo esta

concentracdo usada nos experimento subsequentes.

A inibicdo de FLAP com MK0591 10° M alterou, também, o indice de infecgéo
nas primeiras horas de infeccédo (4 h). Nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre as porcentagens de células tratadas com MK0591 infectadas
em relacdo as controles néo tratadas (Fig. 3A), porém o0 numero de parasitos
por célula (Fig. 3B) e o indice de infec¢cdo (Fig. 3C) foram aumentados
significantemente (indice de infeccdo Meio vs MK0591: 176,6 vs 223,5 p <
0,05, Fig. 3C). O bloqueio do receptor do LTB4 (com CP-105,696 10° M)
aumentou a infeccdo dos macrofagos com os parasitos L. (V.) braziliensis
desde as primeiras 4 h de incubacdo. Como mostrado na Figura 3, foram
observados aumentos significantes da porcentagem de células infectadas (p <
0,05, Fig. 3D), do numero de parasitos por macréfagos (p < 0,05, Fig. 3E) e,
consequentemente, do indice de infeccdo dos macréfagos (indice de infeccao

Meio vs CP-105,696: 110 vs 130 p < 0,05, Fig. 3F).
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Leishmania (Viannia) braziliensis induz a producdo de LTB; e este

leucotrieno diminui a infeccdo de macréfagos humanos

Os resultados com inibidores de leucotrienos sugeriram a producéo de
leucotrienos apos infeccdo com L. (V.) braziliensis. De fato, houve uma
significante produc¢éo de LTB,4 apds 30 min de incubacdo dos macrofagos com
os parasitos (Meio vs Parasitos: 7,8 pg/mL vs 541 pg/mL, p < 0,05, Fig. 4A), a
qual diminuiu significantemente apds 4 h. Além disso, foi demonstrado que o
composto MK0591 10° M estava sendo eficiente na inibicdo da sintese de

LTB,4induzida pelos parasitos (p < 0,05, Fig. 4B).

Para avaliar se a adicdo de LTB, exdgeno modularia a infeccdo de macréfagos
humanos pelos parasitos, foram realizados experimentos de concentracéo-
resposta (Fig. 5). Os macrofagos foram tratados com LTB,4, em diferentes
concentracfes, no momento da adicdo dos parasitos. Apos incubacao por 4 h,
as culturas foram lavadas e incubadas por até 48 h. Como pode ser visto na
Figura 5, o tratamento com LTB4 diminuiu significantemente a infeccdo dos
macrofagos (Fig. 5A, 5B, 5C), de maneira dependente da concentracdo. A
concentracdo mais eficaz foi 107 M (indice de infeccdo Meio vs LTB4: 473 vs
195, p < 0,05, Fig. 5C), sendo esta concentracdo usada nos experimentos
subsequentes. O tratamento com LTB, 107 M durante as primeiras horas de
infeccdo com os parasitos (4 h), também diminuiu significantemente o indice de
infeccdo, o que foi devido especialmente a diminuicdo do niumero de parasitos
por célula (Fig. 5D, 5E, 5F). Para avaliar at¢é que momento os macréfagos
responderiam ao LTB,4 apds a infecgéio, o LTB, 107 M foi adicionado as culturas

apos 4 h ou 24 h de incubacdo dos macréfagos com os parasitos e o indice de
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infeccdo foi avaliado as 48 h de incubacdo. O indice de infec¢do diminuiu
significantemente com o tratamento com o LTB, quando este foi adicionado
apos 4 h de infecgédo, o que foi devido a diminuicdo do nimero de parasitos por
macréfagos (Fig. 6A, 6B, 6C). Apos 24 h de infeccdo, todavia, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa entre os dados obtidos com
macrofagos tratados e n&o tratados com LTB, (indice de infeccdo Meio vs

LTB,: 145 [37 - 547] vs 86 [42 - 373], n = 9).

Avaliacdo da participacdo de espécies reativas de oxigénio na atividade

microbicida dos macréfagos humanos infectados com L. (V.) braziliensis

Para avaliar se os ROIs seriam os responsaveis pela atividade microbicida dos
macrofagos infectados com L. (V.) braziliensis, as culturas foram tratadas com
um inibidor de NADPH oxidase, a Apocinina. Inicialmente, foram realizados
experimentos concentragcdo-resposta (dados ndo mostrados) e definida a
concentracdo que possuia um efeito mais eficaz, a qual foi 10 M . As culturas
de macréfagos foram tratadas com a apocinina (10“ M), por 30 min antes da
infeccdo com os parasitos. Os parasitos foram adicionados (~10:1), e as
culturas incubadas por 4 h. ApGs a lavagem, a apocinina foi reposta ao meio e
as culturas foram incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 7, o bloqueio
da NADPH oxidase, promoveu um aumento da infec¢do, devido a um aumento

no nimero de parasitos por célula (Fig. 7A, 7B e 7C).

Em seguida, para avaliar se a producdo de ROI era responsavel pelo aumento

da atividade leishmanicida causado pelo LTB,4, os macréfagos foram tratados
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com apocinina (10* M), 30 min antes da infeccdo com os parasitos. Os
parasitos foram adicionados juntamente com LTB, e as culturas foram
incubadas por 4 h. Apos a lavagem, a apocinina e o LTB4 foram repostos ao
meio e as culturas foram incubadas até 48 h. Como mostrado na Figura 8, a
apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB4 (p < 0,05) na porcentagem de
células infectadas (4 h e 48 h, Fig. 8A; 8D), no numero de parasitos por célula

(Fig. 8B; 8E) e no indice de infeccao (Fig. 8C; 8F).

Para avaliar se os macrofagos humanos eram capazes de produzir ROI, foi
avaliada a producédo de anion superéxido por meio ensaio da reducdo do NBT.
Os macrofagos foram infectados com L. (V.) braziliensis e tratados com LTB,,
apocinina ou os compostos MK0591 e CP-105,696. Os resultados mostraram
que os macrofagos, apds incubacdo com o0s parasitos, produzem anion
superoxido (Fig. 9A). Esta producdo tem uma tendéncia no aumento quando 0s
macrofagos séo tratados com LTB,4 durante a incubacdo com os parasitos (Fig.
9B). Além disso, os macrofagos, quando tratados com apocinina, tem reduzida
a producao de ROI induzidas pelos parasitos (Fig. 9C) e aumentada pelo LTB4
(Fig. 9D). A inibicdo de sintese de leucotrienos também diminui a producéo de
ROI induzida por L. (V.) braziliensis (Fig. 9E) e o bloqueio de BLT1, que inibe a
acao de LTB,4 enddgeno, inibiu a producéo de ROI (Fig. 9F). Além disso, nestes
experimentos a adicdo de LTB4 as culturas nédo reverteu o efeito inibidor do
tratamento com CP-105,696, indicando que o BLT1 foi eficientemente
blogueado (LTB4vs LTB, + CP105-696: 31% [16 e 50] vs 12,5% [5 e 24], n =

3).
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Na Figura 10 sdo apresentadas fotomicrografias dos macréfagos infectados, na
auséncia ou presenca dos tratamentos, a fim de mostrar os efeitos da auséncia
ou da presenca dos leucotrienos enddgenos e do LTB4, bem como de ROI no

controle da infeccéo.

Leishmania (V.) braziliensis diminui a expresséo do receptor BLT1

Para avaliar se a expressdo do receptor do leucotrieno B, (BLT1) seria
modulado durante a infeccdo de macrofagos humanos com L. (V.) braziliensis,
a expressdo do receptor foi avaliada por gqRT-PCR (6 h ap6s a adicdo dos
parasitos) e Western blotting (24 h) apds a adicdo dos parasitos). Houve uma
diminuicdo relativa da expressdo do RNAm para BLT1 apés a infeccdo dos
macréfagos em relacdo aos macrofagos nao infectados (p < 0,05, Fig. 11A). A
diminuicdo da mensagem para BLT1 refletiu-se na expressédo proteica do

receptor apos 24 h de infeccéo (p < 0,05, Fig. 11B).
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DISCUSSAO

Neste trabalho, mostramos, pela primeira vez, que o LTB,4 € produzido durante
a infeccdo de macréfagos humanos com L. (V.) braziliensis e contribui para o
controle da infec¢@o. Os macréfagos humanos foram infectados com o isolado
IMG3, que faz parte do Leishbank (Banco de Leishmania da Universidade
Federal de Goias, Brasil), o qual foi isolado de paciente com leishmaniose
cutanea localizada. O indice de infeccdo aumentou significantemente de 4 h
para 48 h, o que foi devido especialmente a um aumento no nimero medio de
parasitos por macrofagos, o que indica que estava havendo replicagcdo dos
parasitos dentro das células. Estes dados mostram que os macrofagos
humanos séo permissivos a infeccdo por L. (V.) braziliensis. Corroborando com
0s nossos dados, estudos com linhagens celulares de mondcitos humanos
demonstraram que estas células sédo infectadas com L. (V.) braziliensis
(Ogunkolade et al. 1990; Zauli-Nascimento et al. 2010), bem como macr6fagos
humanos derivados de mondcitos (Khouri et al. 2009; Giudice et al. 2012).
Nossos dados demonstram que o isolado L. (V.) braziliensis IMG3 infecta os
macréfagos humanos e sobrevivem dentro destes por um periodo de até 96 h

(dados nédo mostrados).

A fim de avaliar a participacdo dos leucotrienos na infeccdo dos macréfagos
humanos com L. (V.) braziliensis, no presente estudo, foram utilizados os
compostos MK0591 (inibidor de FLAP), CP-105,696 (antagonista de BLT1) e o
LTB4. A inibicdo da producao de leucotrienos ou o bloqueio do BLT1 aumentou,
de maneira dependente da concentracdo, a infeccdo dos macréfagos durante

os periodos de 4 h e 48 h de incubacéo, sugerindo que o LTB4 é rapidamente
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produzido durante a infeccdo e deve ativar mecanismos microbicidas que
contribuem para o controle da infec¢do. Serezani et al. (2006) publicaram, até o
momento, o Unico trabalho que avalia a contribuicdo dos leucotrienos no
controle da infeccéo por outra espécie de Leishmania do Novo Mundo, L. (L.)
amazonensis in vivo e in vitro. Estes autores mostraram que os leucotrienos
enddgenos sdo importantes para o controle da infeccdo de macrofagos murinos
por esta espécie de Leishmania. Demonstraram, ainda, que a adicdo de LTB,
causou um aumento da atividade microbicida dos macrofagos murinos, via
aumento da producdo de NO. Portanto, os resultados do presente trabalho,
somados ao de Serezani et al. (2006), indicam que os leucotrienos participam

do controle da infec¢cdo de macréfagos com Leishmania do Novo Mundo.

Os resultados obtidos com a inibicdo da sintese de leucotrienos e bloqueio do
receptor BLT1 indicaram que L. (V.) braziliensis poderia induzir a producao de
LTB4 em macréfagos humanos, assim, este leucotrieno foi, entdo, quantificado
nos sobrenadantes das culturas desses macréfagos. De fato, foi verificada uma
rapida producdo de LTB, apos interacdo macréfagos-parasitos, com uma
gueda progressiva das concentracdes com o periodo de incubacéo, indicando
a degradacdo do leucotrieno e/ou uma diminuicdo da producdo destes
mediadores com o tempo. Serezani et al. (2006) demonstraram que o LTB, foi
gerado apos a infeccdo com L. (L.) amazonensis em macrofagos de
camundongos, sendo que havia uma maior producdo de LTB4 em macréfagos
de camundongos resistentes, quando comparados com os de macrofagos de
camundongos suscetiveis. Diferentemente do nosso trabalho, nos macréfagos

de camundongos, a maior concentracdo de LTB, foi detectada apds 24 horas
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de infecgéo, sendo que no nosso trabalho a maior concentracao foi detectada
apos 30 minutos e foi diminuindo ao longo do tempo. Os resultados do
presente trabalho sugerem que o LTB4; deve agir nas primeiras horas de
infecgdo, para inibir ou diminuir o sucesso do estabelecimento da infecgdo dos
macrofagos humanos com L. (V.) braziliensis. A producédo de LTB4 vem sendo
relatada em outros modelos de infeccao, tais como Histoplasma capsulatum;
Strongyloides venezuelensis, sendo importante para a eliminacdo destes
diferentes organismos (Medeiro et al. 2004; Machado et al. 2005). No presente
estudo, a adicdo de LTB4 aos macréfagos diminuiu o indice de infecgcdo tanto
apos 4 h quanto 48 h, em acordo com 0s nossos resultados obtidos com o0s
tratamentos com o inibidor de sintese de leucotrienos, bem como com o
antagonista do receptor do LTB4. A reducdo da infeccdo apdés 4 h pode ser
devido a uma diminuicdo da fagocitose ou a um aumento da atividade
microbicida dos macréfagos. A adicdo de LTB, em culturas de macrofagos
murinos aumenta a fagocitose de T. cruzi, por mecanismos desconhecidos
(Wirth & Kierszenbaum 1985). E conhecido que o LTB, aumenta a fagocitose
de macréfagos murinos, atuando em BLT1 que leva a ativacdo de proteina Gi,
PI3K (fosfatidil inositol-3-quinase) e Rac quinase (Okamoto et al. 2010). N6s
ndo sabemos por que a ativagdo dos macréfagos humanos com LTB, causa
uma diminuicdo da fagocitose de L. (V.) braziliensis, mas pode ser especulado
que a sinalizacdo via BLT1 possa interferir na sinalizacdo dos receptores
usados para a fagocitose de Leishmania, tais como receptores para 0
Complemento ou outros receptores utilizados pelo parasito (Ueno & Wilson

2012), o que deve posteriormente ser investigado.
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Neste trabalho, a diminuicdo da infeccdo dos macréfagos humanos pelos
parasitos, apés 4 h ou 48 h, pode ser devido ao aumento da ativagdo de
mecanismos microbicidas pelo LTB,4. Serezani et al. ( 2006) relataram a
participacdo de LTB4 no controle da infeccdo por L. (L.) amazonensis. Eles
demonstraram que a adicAo de LTB, diminui o indice de infeccdo em
macrofagos de camundongos resistentes ou suscetiveis a infeccao por L. (L.)
amazonensis. Dados semelhantes foram descritos por Serezani et al. ( 2005),
gue demonstraram que a adicdo de LTB, aumenta a atividade microbicida de
macrofagos alveolares de ratos, infectados com bactérias. Estes trabalhos
demonstram a capacidade do LTB, em ativar macr6fagos humanos para a
destruicdo de protozoéarios. O presente trabalho, mostrando que o LTB4
aumenta a atividade leishmanicida de macréfagos humanos, vem corroborar a
idéia de que o LTB, induz atividade microbicida nos macrofagos, auxiliando no

controle da infeccéo.

Para investigar a participacdo de ROI na atividade microbicida, em nossos
experimentos, foi usado um inibidor de NADPH oxidase, a apocinina, o que tem
por consequéncia a inibicdo da producdo de ROI. Foi demonstrado um
aumento significante da infeccdo, sugerindo que essas moléculas sao
produzidas apoés infeccdo de macréfagos humanos com L. (V.) braziliensis e
gque estas participam da atividade microbicida dos macrofagos. Experimentos
prévios tem demonstrado a importancia dos ROI, tais como anion superéxido e
peroxido de hidrogénio (O, e H,0O,), no controle da infeccdo por espécies de
Leishmania, em diferentes linhagens celulares de camundongos e humanos

(Murray 1981; Murray et al. 1983). Os nossos resultados séo similares aos de
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Khouri et al. (2009) que mostraram um importante papel microbicida dos ROI
em macrofagos humanos infectados com L. (L.) amazonensis. Ainda, no
presente trabalho, a apocinina reverteu o efeito inibidor do LTB, na atividade
microbicida dos macréfagos, indicando que o LTB, aumenta a atividade
microbicida induzida por L. (V.) braziliensis. A inibicdo de ROI diminuiu a
infeccdo dos macrofagos humanos com L. (V.) braziliensis tanto nas primeiras
horas de infeccdo quanto apds 48 h, sugerindo que, a diminuicdo da infeccao
causada pelos leucotrienos durante 4 h pode nao ser um efeito no processo da
fagocitose em si, mas sim ja indicar a morte dos parasitos durante este

periodo.

Desde que a inibicdo de ROl aumentou a infec¢cdo dos macrofagos humanos
com L. (V.) braziliensis, na auséncia ou presenca do leucotrieno, no presente
trabalho, a producédo de ROI foi avaliada pela técnica de reducdo do NBT.
Leishmania (V.) braziliensis induziu a producdo de anion superoxido e o LTB,
aumentou esta producdo. Nossos resultados corroboram com os de Murray
(1981) que utilizou a mesma técnica e demonstrou que as espeécies L. tropica e
L. donovani induzem a producdo de anion superéxido em uma linhagem de
macrofagos murinos. Também, Khouri et al. (2009) mostraram a producéo de
anion superoxido em macréfagos humanos infectados com L. (L)
amazonensis. Aqui, demonstramos pela primeira vez que o LTB4 aumenta a
produgcéo de ROI, via NADPH oxidase, induzida por L. (V.) braziliensis em
macréfagos humanos. Varios trabalhos ja relataram a produgdo de ROI
induzida por leucotrienos (Serezani et al. 2005; Woo et al. 2000a; Woo et al.

2000b; Woo et al. 2002), porém os mecanismos pelos quais os leucotrienos
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induzem ROI ainda néo sdo bem esclarecidos. Serezani et al. (2005) relataram
a inducéo da producao de peroxido de hidrogénio em macréfagos alveolares de
ratos, quando tratados com LTB,4. Neste mesmo trabalho, foi demonstrado que
os leucotrienos induziram a translocacdo da subunidade p47phox para a
membrana, via PKC-§, sugerindo, assim, uma via de sinalizacdo para a
producdo de peroxido de hidrogénio induzido por LTB4. Alguns trabalhos
sugeriram o envolvimento da producdo de ROI de maneira dependente de Rac
quinase, ativada de maneira dependente de AA e ativacdo de cPLA,, 0 que

pode envolver a via de producao de leucotrienos (Woo et al. 2000a, 2000Db).

Em nossos experimentos, a adicdo do LTB, apdés 24 h de infeccdo dos
macrofagos humanos com L. (V.) braziliensis ndo alterou significantemente a
atividade microbicida dos macréfagos, indicando que os macréfagos infectados
nao eram mais responsivos ao LTB, neste periodo. Os resultados sugeriram
gue os parasitos poderiam estar diminuindo a expressao de BLT1, de modo a
escapar da ativacdo dos macrofagos pelo LTB, e manter a infeccao.
Realmente, observamos que a infeccdo com L. (V.) braziliensis diminui a
expressdo do receptor de maior afinidade para LTB4/BLT1 nos macréfagos
humanos, tendo sido detectadas uma reducédo da expressdo do RNAmM e da
proteina BLT1. Diminuir a expressdao de BLT1 pode ser um mecanismo de
escape da atividade microbicida induzida pela acdo do LTB,4. Esta é a primeira
vez que é demonstrado que a infeccdo de macrofagos humanos com L. (L.)

braziliensis inibe a expresséao de BLT1.

A partir dos resultados do presente trabalho, pode ser proposto que a infecgcéao
por L. (V.) braziliensis induz a producédo de LTB, em macrofagos humanos, o
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qual contribui para o controle da infeccdo desde as primeiras horas. A
producdo de LTB4 é rapida e diminui apos 4 h de infeccdo, sendo os efeitos
nos mecanismos microbicidas detectados desde as primeiras horas e ainda
com reflexo nas 48 h de infeccdo, mediados pela rapida producdo de ROIL.
Apos 24 h de infecgdo, ao adicionar o LTB,4 nas culturas, este passa a nao ter
efeito na atividade microbicida, sugerindo, entdo, que a leishmania estaria
tornando os macréfagos ndo responsivos a LTB, inibindo a expressao do
receptor para LTB4, 0 BLT1. Desta maneira, a leishménia encontraria uma
maneira de escapar da resposta do macrofago, sobrevivendo nesta célula e

mantendo a infec¢éo, que in vitro é observada até 96 h.

Entender os mecanismos de controle da infeccdo por L. (V.) braziliensis &
fundamental para encontrar novos alvos terapéuticos para a LTA, uma doencga
que apresenta uma grave forma clinica, a LM, para a qual ainda ha dificuldades
no tratamento, com muitas recidivas e desenvolvimento de resisténcia dos
parasitos aos farmacos. A capacidade de ativacao celular promovida pelo LTB,
vem sendo explorada experimentalmente para tratamento de infeccéo fungica,
utilizando microesferas biodegradaveis contendo LTB4 (Nicolete et al. 2009).
Os nossos resultados sugerem que o LTB, pode ativar os macrofagos
humanos, auxiliando no controle da infeccao por L. (V.) braziliensis, o que abre

perspectivas para novas terapias da LTA.
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Figura 9.
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Figura 10.
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Figura 11
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Legendas

Figura 1. Infeccdo de macrdéfagos humanos in vitro com L. (V.) braziliensis.
Macréfagos derivados de monécitos (2 x 10° células mononucleares, 5 dias)foram
cultivados por 4 h com os parasitos (2 x 10° parasitos; 6° dia de cultivo). Ap6s lavagem
e reposicdo do meio, os macréfagos foram incubados por 4 h ou 48 h, a 36°C (5%
CO,). Em A, a porcentagem de macrofagos infectados; Em B, o nimero de parasitos
por célula; Em C, o indice de infec¢do. Cada ponto representa um individuo avaliado,
em testes realizados em duplicatas (n = 4 experimentos independentes); as linhas

horizontais sdo as medianas. *p < 0,05.

Figura 2. Inibicdo da sintese de leucotrienos e bloqueio do receptor BLT1 aumenta
a infeccdo de macrdéfagos humanos com L. (V.) braziliensis. Os macrofagos foram
tratados 30 min antes da infec¢do com diferentes concentracdes de MK0591 (A, B, C),
CP-105,696 (D, E, F) ou cultivados na auséncia de tratamento (Meio). As culturas de
parasitos e macrofagos (~10:1), apds 4 h de incubacdo, foram lavadas, o meio foi
reposto e as culturas foram incubadas por até 48 h. Em A e D: a porcentagem de
macrofagos infectados. Em B e E, o niUmero de parasitos por célula infectada. Em C e
F, o indice de infeccdo. Sdo apresentados as medianas, 0s interquartis e os valores
minimos e maximos (A, B, C : n = 8 doadores, D, E, F: n = 9 doadores avaliados em
experimentos realizados em duplicatas). Foram realizados 3 experimentos

independentes. *p < 0,05 (10° M vs Meio).

Figura 3. Inibicdo de leucotrienos enddgenos e bloqueio do receptor BLT1
aumenta a infeccdo com L. (V.) braziliensis nas primerias horas (4 h). Os
macréfagos humanos foram tratados, 30 mi antes da infeccdo, com MK0591 10° M (A,
B, C), CP-105,696 10° M (D, E, F) ou cultivados na auséncia de tratamento (Meio). As
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culturas de parasitos e macréfagos (~10:1) foram incubadas por 4 h. Em A e D, a
porcentagem de macrofagos infectados. Em B e E, o numero de parasitos por
macréfago. Em C e F, o indice de infeccdo. Cada ponto representa um individuo
avaliado em duplicata (A, B, C: n = 14; D, E, F: n = 17), sendo realizados 4

experimentos independentes. As linhas horizontais sdo as medianas. *p < 0,05.

Figura 4. Leishmania (V.) braziliensis induz a produc¢do de LTB4 em macrdéfagos
humanos. Os macréfagos foram incubados na auséncia ou na presenca de MK0591 107
M, 30 min antes da adi¢do dos parasitos (~10:1). Apds 30 min e 4 h, o sobrenadante foi
coletado para a dosagem de LTB4 Em A: curso temporal da producdo de LTB4. Em B,
inibicdo da sintese de LTB,. Sdo apresentados as medianas, 0s interquartis e os valores
minimos e maximos (n = 6). *p < 0,05 (Meio vs Parasitos 30 min, vs Parasitos 4 h);
* p< 0,05 (Parasitos 30 min vs Parasitos 4 h) ; p< 0,05 (Meio vs Parasitos ); °p < 0,05

(Meio vs Parasitos + MK0591).

Figura 5. Tratamento com LTB, diminui a infeccdo de macrofagos humanos por
L. (V.) braziliensis. Os macrofagos foram incubados com os parasitos (~10:1), a 36 °C,
na auséncia (Meio) ou na presenca de diferentes concentraces de LTB,4 (A, B, C), ou
LTB, 107 M (D, E, F), por 4 h. Em seguida, as culturas foram lavadas e incubadas por
até 48 h. Em A e D: a porcentagem de macréfagos infectados (A, 48 h; B, 4h). Em B e
E, o nimero de parasitos por célula infectada (B, 48 h; E, 4 h). Em C e F, o indice de
infeccdo (C, 48 h; F, 4 h). S8o apresentados as medianas, 0s interquartis e os valores
minimos e maximos (A, B, C: n = 18) individuos avaliados em duplicatas). Foram
realizados 6 experimentos independentes.*p < 0,05 (Meio vs 107 M, 108 M, 10° M).

Em D, E, F, cada ponto representa um individuo avaliado em duplicata (n = 9) e as
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linhas horizontais sdo as medianas, sendo realizados 3 experimentos independentes.

*p < 0,05 (Meio vs LTB,)

Figura 6. Tratamento com LTB,4 ap6s 4 h de infecgdo ainda diminui a infeccéo de
macrofagos humanos por L. (V.) braziliensis. Os macrofagos foram incubados com
0s parasitos (~10:1), por 4 h, a 36 °C. Em seguida, as culturas foram lavadas e o LTB,
10" M foi adicionado ou ndo (Meio) as culturas. As culturas foram incubadas por 48 h.
Em A: a porcentagem de macrdfagos infectados. Em B, o nimero de parasitos por
célula infectada. Em C, o indice de infeccdo. Cada ponto representa um individuo
avaliado em duplicata (n = 9) e as linhas horizontais sdo as medianas, sendo realizados

3 experimentos independentes. *p < 0,05

Figura 7. Inibicdo da producdo de ROI aumenta a infeccdo de macréfagos
humanos com L. (V.) braziliensis Os macrofagos foram tratados 30 min antes da
infeccdo com Apocinina 10 M. As culturas de parasitos e macréfagos (~10:1), ap6s 4 h
de incubacdo, foram lavadas e a apocinina foi reposta, sendo, em seguida, incubadas por
até 48 h. Em A, a porcentagem de macrofagos infectados. Em B, o nimero de parasitos
por macréfago. Em C, o indice de infeccdo. Cada ponto representa um individuo
avaliado em duplicata e as linhas horizontais sdo as medianas (n = 11), sendo realizados

3 experimentos independentes. *p < 0,05.

Figura 8. Inibicdo da producdo de ROI reverte o efeito inibidor na atividade
microbicida causado pelo LTB4 em macro6fagos humanos infectados com L. (V.)
braziliensis. Os macrofagos foram tratados 30 min antes da infeccdo com Apocinina
10* M (Apo). Os parasitos foram adicionados juntamente com LTB, as culturas e ap6s
4 h de incubagdo (Em: A, B, C), foram lavadas e tratadas novamente (Apocinina e

LTB,), sendo, em seguida, incubadas por até 48 h (Em D, E, F). Em A e D, a
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porcentagem de macréfagos infectados. Em B e E, 0o numero de parasitos por
macréfago. Em C e F, o indice de infeccdo. Sdo apresentados as medianas, 0S
interquartis e os valores minimos e maximos. Foram realizados 3 experimentos
independentes, em duplicatas (Em: A, B, C,n=7;Em D, E, F, n =9). *p < 0,05 (sem

tratamento vs LTB,); “p < 0,05 (LTB4 vs LTB4 + Apo 10 M).

Figura 9. Producdo de anion superdxido pela reducdo de NBT. Macrofagos
humanos foram pré-tratados com apocinina, MK0591, CP 105-696 e em seguida
infectados e tratado com LTB4, e incubados por 1h , depois foi adicionado uma solucéo
de Hanks-Tris 0,05% de NBT e incubados por 20 minutos, a 36°C (5% CO.,), as células
foram fixadas e coradas com safranina . De A-F sdo demonstradas as células
porcentagem de positivas. Cada ponto representa um individuo avaliado em duplicata e
as linhas horizontais sd&o as medianas (n = 7), sendo realizado 2 experimentos

independentes

Figura 10. Fotomicrografias de macrofagos infectados com L. (V.) braziliensis, sob
diferentes tratamentos. Macréfagos humanos foram derivados de mondcitos (2 x 10°
células mononucleares, 5 dias), sendo em seguida cultivados por 4 h com os parasitos
(2 x 10° parasitos; 6° dia de cultivo). Apés a retirada do excesso de parasitos
extracelulares, os macrdéfagos foram incubados por 48 h a 36°C (5% COy). Em A:
macrdfagos cultivados na auséncia de tratamento, Meio; Em B: macrofagos tratados
com MKO0591, inibidor de sintese de leucotrienos; Em C: macrofagos tratados com
CP-105,696, bloqueador de BLT1, receptor para LTB4; Em D: macrofagos tratados

durante a infeccdo com LTB,4; Em E: macrofagos tratados com apocinina;
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Figura 11. Expressdo do receptor BLT1 est4 diminuida em macro6fagos humanos
infectados in vitro com Leishmania (V.) braziliensis. Os macréfagos derivados de
mondcitos humanos foram incubados ou ndo com os parasitos, a 36 °C, durante 6 h
(avaliacéo da expressao de RNAm por qRT-PCR) ou 24 h (avaliacdo da expressdo de
BLT1 por western blotting). Em A, séo mostrados os valores da média do 2T da
expressao relativa do RNAm para BLT1/GAPDH (% do controle), apés 6 h de
incubacdo. Em B, expressao proteica do receptor BLT1 apos 24 h de infeccdo. Os dados
sdo mostrados como unidade arbitraria da relacdo entre as densidades éticas obtidas
para BLT1/B-actina (% do controle). Foram realizados 9 experimentos independentes (n

= 9 doadores). *p < 0,05
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