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RESUMO

Leishmania (Viannia) braziliensis € a principal espécie responsavel pela
leishmaniose tegumentar americana no Brasil. No entanto, o uso desta espécie
de parasita para estudar a infeccéo por Leishmania em modelo murino tem sido
menos conduzido quando comparado com outras espécies de Leishmania. O
controle da infecgdo murina por Leishmania tem sido associado ao 6xido nitrico
(NO) produzido pela NO sintase induzivel (iNOS) do macréfago M1, enquanto a
arginase expressa por macréfagos M2 esta relacionada a proliferagdo de
Leishmania. O objetivo deste estudo foi analisar a capacidade de L. (V.)
braziliensis proliferar dentro de macréfagos murinos in vitro por um periodo de 9
dias. Macréfagos foram derivados de precursores da medula éssea (BMDM) de
camundongos selvagens e foram cultivados com IFN-y e LPS, ou IL-4, ou BMDM
nocaute iINOS (iNOS KO), sendo avaliados producao de 6xido nitrico, atividade
da arginase e infeccdo por L. (V.) braziliensis. O numero de macrofagos
infectados e a carga parasitaria foram determinados por microscopia Optica.
Foram inoculados (108) de parasitos promastigotas de L. (V.) braziliensis na pata
dos camundongos selvagens e desprovidos de INOS e a progressao da lesao foi
mensurada semanalmente. Observou-se que BMDM do tipo selvagem n&o
suportam a proliferagdo de amastigotas de cepas de L. (V.) braziliensis apés o
terceiro dia infeccdo, mesmo dentro de macrofagos tratados com IL-4 ou
macrofagos INOS KO. A atividade da arginase foi maior em macrofagos iNOS
KO do que em macréfagos tratados com IL-4, mostrando que a auséncia de
proliferacdo é independente da arginase (V.) braziliensis foi capaz de causar
doenga n&o controlada em camundongos iINOS KO in vivo. Os dados obtidos
sugerem que macréfagos murinos nao suportam a proliferagcdo de amastigotas
de L. (V.) braziliensis, mesmo na auséncia de Oxido nitrico e presenca de alta
atividade de arginase. Portanto, mais estudos relacionados as necessidades de
amastigotas internalizadas nas células hospedeiras s&o necessarios, para a
busca de melhores métodos para interferir na diversidade das formas de
leishmaniose causadas por diferentes Leishmania spp.

Palavras-chave: Leishmania (V.) braziliensis, amastigotas, macréfagos M1;
macrofagos M2.

XVi



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species responsible for American
tegumentary leishmaniasis in Brazil. However, the use of this parasite species to
study Leishmania infection in a murine model has been less conducted when
compared to other Leishmania species. Control of murine Leishmania infection
has been associated with nitric oxide (NO) produced by inducible NO synthase
(iINOS) from M1 macrophage, while arginase expressed by M2 macrophages is
related to Leishmania proliferation. The aim of this study was to analyze the ability
of L. (V.) braziliensis to proliferate within murine macrophages in vitro for a period
of 9 days. Macrophages were derived from bone marrow precursors (BMDM) of
wild-type mice and were cultured with IFN-y and LPS, or IL-4, or BMDM iNOS
knockout (iNOS KO), and nitric oxide production, arginase activity, and infection
with L. (V.) braziliensis. The number of infected macrophages and parasite load
were determined by light microscopy. Promastigotes of L. (V.) braziliensis
parasites were inoculated (108) into the paw of wild-type and iINOS-deficient mice
and lesion progression was measured weekly. Wild-type BMDM were observed
to not support proliferation of amastigotes of L. (V.) braziliensis strains after day
3 infection, even within IL-4-treated macrophages or iINOS KO macrophages.
Arginase activity was higher in INOS KO macrophages than in IL-4 treated
macrophages, showing that the absence of proliferation is arginase independent.
L. (V.) braziliensis was able to cause uncontrolled disease in INOS KO mice in
vivo. The data obtained suggest that murine macrophages do not support
proliferation of L. (V.) braziliensis amastigotes, even in the absence of nitric oxide
and presence of high arginase activity. Therefore, further studies related to the
requirements of amastigotes internalized in host cells are needed, for the search
of better methods to interfere in the diversity of leishmaniasis forms caused by
different Leishmania spp.

Keywords: Leishmania (V.) braziliensis, amastigotes, M1 macrophages; M2
macrophages.
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INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doencga infecciosa
parasitaria causada por protozoarios do género Leishmania, que acomete a pele
e areas da mucosa nasal, oral e faringea. Um total de 98 paises apresenta
transmissao endémica de leishmaniose. Um comité da Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) informou que a estimativa atual global de incidéncia de
leishmaniose cutanea € 600.000 novos casos a cada ano. O Brasil, junto com
seis outros paises, apresentou 84% dos casos nas Américas de leishmaniose
cutanea (Organizagdo Pan-Americana da Saude, 2019).

No Brasil, as trés espécies mais importantes de Leishmania que causam
a LTA pertencem a dois subgéneros: (1) Viannia, representadas principalmente
pelas espécies L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis, que estdo associadas as
formas clinicas cutdnea ou mucosa; (2) Leishmania, representado por L. (L.)
amazonensis, que esta associada com o desenvolvimento de lesdes cutaneas
localizadas e disseminadas. Entre as espécies citadas, L. (V.) braziliensis é a
mais prevalente e cerca de 5% dos pacientes com LTA apresentaram a forma
clinica mucosa causada por esta espécie (Ashford, 2000; Antinori et al., 2012).

Os parasitos sao transmitidos aos hospedeiros por insetos denominados
flebotomineos, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, pertencentes
aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (Lainson & Shaw, 1987). Ao invadir um
hospedeiro vertebrado, os parasitos entram em contato com as células da
imunidade inata, das quais, os macrofagos possuem um papel crucial.
Macrofagos estdo presentes na maioria dos tecidos do corpo, possuem
diferentes origens e uma grande variedade de fung¢des (Wynn et al., 2013).

Durante uma infeccdo, os macrofagos residentes interagem com
moléculas de superficie dos patogenos e secretam mediadores pro-
inflamatdrios, promovendo a inflamacéo local e migragdo de mondcitos
sanguineos que darao origem a novos macrofagos. Macrofagos em diferentes
tecidos podem responder de maneira diferente aos patdégenos. Assim,
Leishmania, interagem normalmente com macréfagos da derme que é a porta
de entrada das formas promastigotas inoculadas pelo inseto vetor (Van Assche
et al., 2011).
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O microambiente da infecc&o € fundamental para definir o perfil e a forma
de acdo dos macrofagos, os quais podem ser divididos em pelo menos dois
grupos. Um grupo, conhecido como macroéfagos classicamente ativados (M1),
pode ser gerado pelo estimulo com IFN-y ou moléculas de patdgenos. Estes
macrofagos possuem uma grande capacidade de produzir moléculas
microbicidas como as espécies reativas do oxigénio (ROS) ou do nitrogénio
(RNS). Estas moléculas sao cruciais para o controle de diversos patdégenos como
Leishmania spp., Paraccocidioides spp., Trypanosoma cruzi, entre outros
(Gazzinelli et al., 1998; Moreira et al., 2010; Murray & Wynn, 2011; Van Assche
et al., 2011; Feriotti et al., 2013).

O segundo grupo, conhecido como macroéfagos alternativamente ativados
(M2), pode ser gerado pela agdo da interleucina 4 (IL-4) e IL-13. Macréfagos M2
possuem um importante papel na manutencdo da homeostasia e reparo tecidual
(Murray & Wynn, 2011; Wynn et al., 2013). Os macrofagos M2 possuem uma
baixa capacidade para combater patdégenos intracelulares e muitas vezes
favorece a proliferagdo destes microrganismos (Murray & Wynn, 2011; Feriotti et
al., 2013; da Silva & Floeter-Winter, 2014).

A presencga de um microrganismo no interior dos macrofagos € capaz de
alterar as caracteristicas dos fagédcitos, incluindo o seu metabolismo, a
capacidade de sintetizar proteinas, expressao de microRNAs, entre outros
(Locati et al., 2013). Em relacdo ao metabolismo geral, macrofagos M1
aumentam o consumo de glicose pela via da glicélise, enquanto macrofagos M2
preferencialmente usam as vias oxidativas (Cheng et al., 2014).

A disponibilidade de nutrientes, como o ferro também é reduzida em
macréfagos M1, o que interfere com a sobrevida de Leishmania e
Paracoccidoides (Cano et al., 1994; Ben-Othman et al., 2014). Nesse sentido,
vale ressaltar, que os patégenos também se adaptam ao ambiente desfavoravel
(Van Assche et al., 2011; Ben-Othman et al., 2014).

A infeccdo de camundongos por L. (L.) major apresenta uma dicotomia
clara, em que algumas linhagens de camundongos, como camundongos
BALB/c, desenvolvem doencga descontrolada e outras, como camundongos
C57BL/6, desenvolvem lesbes autocurativas (Heinzel et al.,1989). Esta

dicotomia foi explicada pelo paradigma Th1/ Th2, mas este modelo imunolégico
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nao é claro para infecgdo murina com outras espécies de Leishmania (Alexander
& Bryson, 2005).

Em modelos murinos de infecg¢ao por L. (V.) braziliensis, 0s mecanismos
imunoldgicos de controle do patdégeno ndo foram totalmente esclarecidos, como
os da infecgdo por L. (L.) major (DeKrey et al., 1998; Souza-Neto et al., 2004;
Rocha et al., 2007; Oliveira et al., 2010; Gomes et al., 2016; Avila et al., 2018).
Na infecgao murina por L. (V.) braziliensis observa-se que IFN-y e IL-12p40 s&o
componentes de uma resposta imune protetora (Maioli et al., 2004; de Souza et
al., 2006; Oliveira et al., 2010). Em contrapartida, foi observada uma menor
producao de citocinas do perfil Th2, tais como IL-4 e IL-13, quando comparado
com a infecgéo por L. (L.) major (DeKrey et al., 1998; Rocha et al., 2007).

A injecdo de L. (V.) braziliensis na pata ou orelha de camundongos,
mostra a replicagdo do parasita no local da infec¢do, acompanhada pelo
desenvolvimento de uma pequena lesio, cujo tamanho e duragdo dependem do
parasita isolado e da cepa de camundongo (Rocha et al., 2007; Pereira et al.,
2009; Costa et al., 2011; Gomes et al., 2016).

No entanto, nunca foi descrito o desenvolvimento de doencga disseminada
nao controlada, devido a uma resposta imune Th2 em camundongos nao
imunossuprimidos, quando desafiados com diferentes cepas de L.(V.)
braziliensis. Por outro lado, camundongos que nao possuem moléculas
relacionadas com Th1, como IFN-y, desenvolvem lesdo descontrolada com alto
numero de parasitas (Rocha et al., 2007; Oliveira et al., 2010; Gomes et al.,
2016).

Portanto, a polarizagdo de macrofagos para M1 ou M2 é um fator
importante para o hospedeiro no resultado da doenga. No entanto, s&o escassos
os estudos que realizaram uma analise comparativa sobre o impacto de
diferentes tipos de macréfagos e proliferacdo de amastigotas de L. (V.)
braziliensis.

Assim, a hipotese deste estudo é que amastigotas de Leishmania
(Viannia) braziliensis proliferam em macrofagos murinos polarizados para M2. O
conhecimento de como diferentes tipos de macréfagos afeta o curso de doengas
infecciosas causadas por Leishmania spp. deve fornecer beneficios terapéuticos

no controle dessas infecgoes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmania, ciclo biolégico e Leishmaniose

Leishmania é um género de protozoarios da familia Trypanosomatidae,
que abriga organismos unicelulares, com um flagelo simples e uma organela rica
em DNA, o cinetoplasto (Ross,1903). Sao parasitos intracelulares obrigatorios
no hospedeiro mamifero, com pelo menos duas morfologias distintas, a
promastigota e a amastigota, que estéo relacionadas com as suas habilidades e
necessidade de adaptacao (Sharma & Singh, 2009).

Parasitos do género Leishmania constituem uma familia heterogénea com
53 espécies, das quais 20 sao infecciosas para seres humanos (Akhoundi et al.,
2017). Leishmania causam um espectro de doengas, coletivamente chamado de
leishmaniose, que variam desde lesdes ulcerativas cutaneas (Leishmaniose
tegumentar americana), até infec¢des viscerais fatais (Leishmaniose Visceral), e
afetam cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo (Kedzierski, 2011;
Alvar et al., 2012).

Estudos filogenéticos baseados na sequéncia da proteina de choque
térmico conservada, hsp 70, mostram que o género desenvolveu um clado
monofilético formado por trés subgéneros principais e correspondentes a
L.(Leishmania), L.(Viannia) e L.(Sauroleishmania) (Fraga et al., 2010).

O ciclo de vida de Leishmania distingue-se em dois estagios de
desenvolvimento, um no hospedeiro vertebrado mamifero e o outro no
hospedeiro invertebrado, insetos flebotomineos dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia (Sacks & Perkins, 1984; Killick-Kendrick, 1986).

A transmissdo desses parasitos ocorre durante hematofagia de fémeas
do flebotomineos, que regurgita junto com a saliva, formas infectantes do
parasito denominadas promastigotas metaciclicas, a qual assim como em toda
outra forma promastigota, apresentam um flagelo evidente. No sitio da infecgao,
apos inoculagdo das formas promastigotas metaciclicas desencadeia-se uma
reposta imune inata, em que parasitos sdo fagocitados por células do sistema
fagocitario mononuclear, principalmente por macrofagos. Dentro dessas células,
os parasitos diferenciam-se na sua forma intracelular denominada amastigota,
sem flagelo aparente (Sacks & Perkins, 1984; Killick-Kendrick, 1986) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania spp. no hospedeiro mamifero. No momento da
hematofagia, o vetor inocula formas promastigotas metaciclicas de Leishmania no
hospedeiro mamifero. Leishmanias metaciclicas sdo reconhecidas pelas células do
sistema fagocitario mononuclear, que fagocitam o parasito e formam o fagolisossomo,
onde a Leishmania se diferencia em amastigota, forma intracelular replicante, e
proliferam, podendo romper as células infectadas e, infectar novas células
mononucleares ou volta ao ciclo do vetor. No vetor, ao ingerir formas amastigotas do
hospedeiro infectado, esses parasitos leishmanias se diferenciam em promastigotas
prociclicas, proliferam e passam pela metociclogénese, transformando-se em
promastigotas metaciclicas.

Fonte: Adaptado de Kaye & Scott, 2011.

As formas amastigotas do parasito, evadem dos mecanismos inatos de
defesa e, multiplicam-se por divisdo binaria, podendo romper estas células e
infectar outras, ampliando assim a infecgdo (Lainson et al., 1987; Hepburn,
2003). A continuidade do ciclo se da, quando outro flebotomineo, nao infectado,
ingere sangue do vertebrado infectado contendo as formas amastigotas do
parasito. No tubo digestorio do flebotomineo, as formas amastigotas passam por
um processo de diferenciacdo, a metaciclogénese, em que diferenciam em
promastigotas prociclicas e, em seguida, diferenciam-se forma infectante, a

metaciclica, a qual migra para a probdscide do vetor, sendo inoculada em um
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vertebrado durante outro repasto sanguineo (Lainson et al., 1987; Hepburn,
2003).

O sucesso da infeccao causada pelo parasita Leishmania é possivel
gracas a expressao de fatores de viruléncia, entre outras proteinas por esse
parasito. As diferentes formas de vida dos parasitos Leishmania expressam
diferengcas em seu perfil proteico, o que auxilia na adaptacdo dessas formas as
pressdes ambientais as quais estdo submetidas. Durante a diferenciagao de
promastigotas e amastigotas, observa-se que os niveis de mRNA regulam
estagios iniciais desse processo enquanto a modificagdes poés-traducionais
regulam as etapas finais da diferenciacao (Lahav et al., 2011).

A comparacao quantitativa do proteoma de promastigotas e amastigotas
evidenciou uma diferenca de até 30% na expressao de proteinas das espécies
L. infantum (McNicoll et al., 2006), L. donovani (Bente et al., 2003), Leishmania
mexicana (Nugent et al., 2004) e Leishmania panamensis (Walker et al.,
2006).Considerando as diferentes expressdes das proteinas regulatorias em
promastigotas e amastigotas, as vias com diferengas mais significativas foram
as que regulam resposta ao estresse, metabolismo, ciclo celular e citoesqueleto
(Bente et al., 2003).

Essas fungdes celulares estdo condizentes com processos de infecgao
onde parasitas necessitam expressar proteinas para aumentar chances de
sobrevida no interior de macréfagos, por exemplo (Walker et al., 2006). As
formas amastigotas apresentam atividade mitocondrial e reposta ao estresse
induzidas. Por habitarem os fagolisossomos, ha repressao de proteinas da via
glicolitica e indugao de proteinas do Ciclo do Acido Tri carboxilico (TCA) (Lahav
et al., 2011).

A analise protedmica de promastigotas de L. amazonensis em diferentes
fases do seu ciclo de vida também mostrou uma redugao nos niveis de proteinas
glicoliticas nas fases mais tardias. No entanto a fosfoglicerato mutase foi
induzida e considerada como um o6timo alvo de farmacos contra a leishmaniose.
Além disso, a indugdo de proteinas de resposta ao estresse, como hsp70,
superoxido dismutase e peroxidases, evidencia o processo de adaptacao a
infeccdo (Alcolea et al., 2016). Neste sentido, a triagem por proteinas
diferencialmente expressas no parasito, que o auxiliam a estabelecer a infecgao,

tem se tornado cada vez mais alvo de investigagao.
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No Brasil sdo reconhecidas sete espécies causadoras da Leishmaniose
tegumentar americana: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.)
amazonensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.) lindenbergi,
sendo, L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (V.) guyanensis as principais
espécies do ponto de vista da saude publica (Silveira et al., 2004).

Dependendo da relagdo parasito-hospedeiro, isto €, da espécie de
Leishmania, das caracteristicas genéticas do hospedeiro e do vetor, da resposta
imunologica e fatores ambientais, pode-se desenvolver um espectro de
manifestacbes clinicas da LTA, representando diferentes padrdes
imunopatoldgicos (Lainson & Shaw, 1997).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar € causada principalmente pelo
protozoario da espécie L. braziliensis, que apresenta amplo espectro clinico de
manifestagdes, que incluem a leishmaniose cutanea localizada (LCL), que € a
forma clinica mais frequente da doenca e, caracteriza-se por uma unica lesao ou
poucas lesdes cutaneas ulceradas, de aspecto arredondado e bordas elevadas,
que tende a cura espontanea. Uma falha da resposta imune contra o parasito,
causa a Leishmaniose cutanea disseminada (LD), caracterizada pela presenga
de multiplas lesbes ulceradas em varias areas do corpo, podendo em alguns
casos ocorrer lesdes nas mucosas (Clem, 2010).

A leishmaniose mucosa (LM), € uma manifestac&o clinica em que ha uma
resposta imune celular exacerbada e uma baixa carga parasitaria, compromete
as mucosas oral e nasofaringea. A leishmaniose mucocutanea, é caracterizada
pela ocorréncia simultdnea de LM com uma manifestacdo cutanea localizada,

que ocorre meses ou anos apoés a LCL (Clem, 2010).

20



2.2 Macroéfagos: ativagao e polarizagao M1 e M2

Macrofagos sao células do sistema imune inato, pertencentes ao sistema
fagocitico mononuclear e, que estdo amplamente distribuidas em quase todos
os tecidos do organismo, possuindo diferentes origens e uma grande variedade
de fungdes (Wynn et al., 2013). Os macréfagos estdo presentes na maioria dos
tecidos do corpo, (Wynn et al., 2013). Macrofagos residentes dos tecidos séao
derivados de progenitores fetais e sdo mantidos nos respectivos locais por um
mecanismo de auto-renovacao, independente da entrada de novos mondcitos
sanguineos (Hoeffel & Ginhoux, 2015).

Atuam no controle de processos infecciosos e inflamatérios, para o
desenvolvimento e cicatrizacdo de tecidos e manutencdo da homeostase do
organismo (Epelman et al., 2014; Taylor et al., 2005). Os macréfagos expressam
na superficie ou no citoplasma diferentes Receptores de Reconhecimento de
Padrdes (RRP), os quais reconhecem diversos estimulos, como
microrganismos. Dentre esses receptores estdo a familia de receptores Toll-like
(TLRs) reconhecem componentes derivados de patdégenos, o CR3 (terceiro
receptor do complemento), o CR1, (o primeiro receptor do complemento), o
receptor de manose, e o receptor gama Fc (Ueno & Wilson, 2012).

Na superficie do macréfago, também estdo presentes moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), responsaveis pela
apresentacao de antigenos para linfocitos T, atuando dessa forma como efetores
da resposta adaptativa. A apresentacdo de antigenos se faz por meio de

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) presentes na
superficie do macrofago. A interagdo do macrofago com células TCD4" se da

quando particulas se acoplam as moléculas do complexo de
histocompatibilidade classe Il (MHC II) e com células TCD8+, quando as
particulas se conjugam as moléculas do complexo de histocompatibilidade
classe | (MHC |) (Yang et al., 2014).

Os macroéfagos participam da resposta do hospedeiro contra patégenos
invasores, pelo processo da fagocitose ou pela regulacdo das respostas de
outras células imunes (Gordon, 2016). O mecanismo de fagocitose ocorre a partir

da interagcdo entre receptores do macréfago e a particula invasora, que é
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internalizada em vesiculas denominadas fagossomos, os quais se fundem com
os lisossomos e, neste local as enzimas hidroliticas, ROS, NO e varias proteinas
antimicrobianas, contribuem para a degradagao microbiana (Gordon, 2016).

Os macroéfagos sao células extremamente plasticas, sendo capazes de
alterar rapidamente seu perfil funcional, por meio de um processo definido como
polarizagéo, que é a forma como os macrofagos respondem a estimulos vindos
do microambiente local e, adquirem um fenétipo funcional especifico (Viola et al.,
2019).

Com base em programas especificos de expressédo génica, que levam a
aquisicao de diferentes marcadores na superficie celular, a secrecido de certas
citocinas e a adaptagbes metabdlicas, os macréfagos sao geralmente
classificados em macrofagos classicamente ativados, pro-inflamatoérios ou M1
(Nathan, 1983), e alternativamente ativados, anti-inflamatério ou macréfagos M2
(Stein, 1992; Doyle et al.,1994).

2.2.1 Macréfagos M1

Os macrofagos M1 s&o originados mediante ao estimulo de IFN-y e a
produtos microbianos, como os lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram-
negativas (Mosser & Edwards, 2008; Martinez & Gordon, 2014). Esses,
macrofagos produzem uma quantidade significativa de citocinas, que contribuem
para uma resposta imune Th1, como IL- 1B, IL-15, IL-18, IL-12 e TNF-a, e varias
quimiocinas como CCL15/HCC-2, CCL20/MIP-3a, CXCL13/BCA-1, CXCL9/Mig,
CXCL10/1IP-10 e CXCL11/I-TAC, que da mesma forma, induzem a ativagao da
resposta Th1 (Mantovani et al., 2002; Mantovani et al., 2004; Martinez & Gordon,
2014).

Também, apresentam altos niveis de moléculas de MHC-II, como a HLA-
DR, que esta relacionado com a capacidade de apresentacdo de antigenos e,
de moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 e, baixos niveis de MRC1 (receptor
de manose) ou FcyRIIl. Além disso, os macrofagos M1 possuem alta capacidade
endocitica e de eliminar patdégenos intracelulares (como por exemplo,
Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania spp.), acidificagcdo do

fagossomo e liberagcao de 6xido nitrico (NO) através da acao de iNOS (Carlin et
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al., 1989; Mosser & Handman, 1992; MacMicking et al., 1997; Gruenheid & Gros,
2000; Martinez et al., 2008).

O aumento da capacidade microbicida de macréfagos M1, se da através da
producdo de moléculas, entre elas ROS, tais como anion superéxido (O2-) e
peroxido de hidrogénio (H202) e NO, que podem matar o parasito (Liew et al.,
1990).

A producgao de ROS no interior dos macrofagos, induzida por fagocitose e
pelas citocinas IFN-y e TNF-a € gerada por meio de um processo denominado
de exploséao respiratéria, caracterizado pelo aumento do consumo de oxigénio.
Este mecanismo microbicida é dependente de um complexo multienzimatico,
chamado nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) oxidase
ou fagaocito oxidase (PHOX), que séo ativadas, durante a fagocitose, quando séo
translocadas para a membrana plasmatica ou do endossoma (Buchmuller-
Rouiller & Mauel, 1987; Forman & Torres, 2002).

O NADPH reduz o oxigénio extracelular a O2", que sob agdo da enzima
superéxido dismutase, produz H202 e Oz, os quais podem reagir com outras
moléculas (Forman & Torres, 2002; Blos et al., 2003). Nos macréfagos, assim
como em neutroéfilos a inibicdo da explosao respiratoéria, favorece a permanéncia
e sobrevivéncia de patdgenos no fagolissomo (Buchmuller-Rouiller & Mauel,
1987; Forman & Torres, 2002).

Outro mecanismo microbicida dos macrofagos é a produgao de espécies
reativas de nitrogénio (RNI), tais como o NO, que € um radical livre gasoso,
altamente reativo e facilmente difusivel nos liquidos corporais e tecidos, que
dependendo da sua concentragdo e condi¢gdes quimicas ambientais, apresenta
meia vida fisioldgica de segundos a minutos (Dusse et al., 2003).

O NO ¢ sintetizado, a partir do substrato L-arginina, que é convertida em
citrulina por uma familia de enzimas chamadas Oxido nitrico sintases (NOS).
Existem trés isoformas de NOS, a NOS neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS),
que sao expressas constitutivamente e estio localizadas no citosol e dependem
da via de célcio (Ca2+)/calmodulina, a outra isoforma é induzida (iNOS), com
acgao independente de Ca2+ (Estevez & Jordan, 2002).

A INOS, esta presente em varios tipos celulares, como macrofagos,

neutréfilos e fibroblastos, sendo induzida em resposta a diversos estimulos
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antigénicos, como LPS e por citocinas (IFN-y e TNF-a) (Liew et al., 1997). Nos
macrofagos, a sintese de NO resulta da agcdo da iINOS, que converte o
aminoacido L-arginina em outro aminoacido, L-citrulina liberando NO. Este ultimo
pode ser convertido em dois metabdlicos: nitrito (NO2-) e nitrato (NO3s), que s&o
adotados como meio indireto da producdao de NO, por serem facilmente
mensurados (Robbins & Grisham, 1997; Dusse, 1998).

Em macréfagos ativados, a agao citotoxica do NO resulta da sua agao
direta ou conjunta com intermediarios reativos de oxigénio, secretados
simultaneamente. Como exemplo, o peroxinitrito (ONOO-), resultante da
combinacao de NO e anion superoxido (O2-) que é um poderoso oxidante de
proteinas. O ONOO- pode, posteriormente, ser protonado na presenca de ion
hidrogénio (H*), originando um radical altamente reativo e toxico, o hidroxil (HO:),
aumentando efetivamente a acao toxica do NO e do Oz (Robbins & Grisham,
1997)

Também produzido por macréfagos ativados para perfil M1, o anion
superoéxido (O2-) é um radical livre, produto de redu¢do enzimatica parcial de
uma molécula de O2 pela enzima NADPH-oxidase, que atua no fagossomo, mas
pode ser liberado no citoplasma e causar danos a membrana celular. Se liberado
para o citosol, o O2- é convertido a H202 por agdo da enzima superoxido
dismutase (SOD), presente na membrana e na parte interna do involucro do
fagossomo. H202 pode causar danos celulares, mesmo n&o sendo um radical.
Por acao da catalase e do sistema glutation-peroxidade-glutation-redutase, H20:2

é convertido em oxigénio (Oz2) e agua (Robbins & Grisham, 1997)

2.2.2 Macréfagos M2

Os macréfagos M2 sao células relacionadas funcional e fenotipicamente,
que possuem um papel critico na inflamacéao tipo Th2 e na fase de resolugao e
reparacado tecidual. Em decorréncia da predominancia funcional, podem ser

subdivididos em quatro subpopulagées M2a, M2b, M2c e M2d (Figura 2).
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Figura 2. Subpopulagbes e polarizagédo de macréfagos M2. Os macrofagos sofrem
polarizagcao dependendo dos estimulos recebidos. Os macrofagos M2 sao subdivididos
em M2a, M2b, M2c, M2d dependendo de estimulos recebidos. IL-4 e IL-13 induzem
macréfagos M2a, sua fungéo principal € inibir genes M1 e remover debris durante o
reparo de tecidos. Imunocomplexos, LPS e IL-1 promovem macrofagos M2b, que
desempenham atividade regulatéria. Os glicocorticoides, TGF-B, IL-10 e CCL13
induzem a desativagdo de macrofagos M1, que consequentemente, adquirem uma
atividade regulatoria, provavelmente pela produgéo de TGF-B. Os macrofagos M2d sao
ativados em resposta a IL-6 e ao agonista do receptor de adenosina A2 (A2R) e,
desempenham um papel na atividade pré-angiogénica.

Fonte: Adaptado de Di Benedetto et al. 2019.

Essas células sdo identificadas com base na expressdo marcadores
como, CD200R, CD206, CD163, arginase-1, STAT-3 e IL-10 (Mantovani et al.,
2004; Duluc et al., 2007; Martinez et al., 2008; Gordon & Taylor, 2005; Gordon &
Martinez, 2010).

Quando os macréfagos sao estimulados com as citocinas IL-4 e IL-13,
produzidas principalmente por células Th2, mastécitos e basdfilos, sdo ativados
para o grupo M2a, os quais promovem diminui¢ao dos mediadores inflamatérios,
diminuicdo da expressao de moléculas de superficie como CD14 e CCR5 (Wang
et al., 1998; Mantovani et al., 2002).

O estimulo das células M2a por IL-4, induz o aumento da expressao de
varios receptores, como do tipo “Scavanger’, receptores para lectinas de
membrana do tipo C como a dectina-1 e a “dendritic cell-specific ICAM-grabbing
non-integrin” (DC-SIGN) (Martinez et al., 2006) e, também a expressao
fibronectina 1 (FN-1) e a proteina associada a matriz BIG-H3, promotoras da

fibrogénese associada ao fator de coagulagdo FXIll e o fator de crescimento
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“‘insulina-like” 1 (IGF-1) , o que viabiliza a sinalizagdo para a reparacéo tecidual
e proliferagao celular (Gratchev et al., 2001; Térocsik et al., 2005).

Em modelos murinos, as células M2a nao expressam iNOS, o que altera
a via metabdlica do NO e faz com que ndo haja producdo de NO,
comprometendo a atividade microbicida contra os patogenos intracelulares.
Entretanto, esses macréfagos expressam altos niveis de arginase-1 e,
promovem crescimento celular, formagado de colageno e reparagao tecidual
(Modolell et al.,1995; Hesse et al., 2001; Martinez et al., 2008).

Os macrofagos M2b s&o originados pelo estimulo de LPS ou IL-1f,
através de “Toll like receptor” 4 (TLR4) ou IL-1R e imunocomplexos reconhecidos
pela por¢ao Fc da imunoglobulina G (FcyR) (Sutterwala et al., 1998; Bowie &
O'Neill, 2000) e, expressam CCL1, TNF, CD86 e IL-6, altos niveis de IL10 e
baixos niveis de IL-12 (Mosser & Edwards, 2008; Ito et al., 2016; Giant et al.,
2017; Wang et al., 2019) ou promover a persisténcia da infecgdo (MacParland et
al., 2017; Wang et al., 2019; Atri et al., 2018).

Os estimulos IL-10, TGF-B ou glicocorticoides originam macréfagos do
tipo M2c. Esses macréfagos sao caracterizados, pela regulagdo negativa de
citocinas pro-inflamatdrias como TNF-q, IL- 6, IL-12, diminui¢cao da expressao de
MHC-II e de moléculas coestimuladoras, necessarias para apresentacdo de
antigenos por mondcitos e macrofagos e, aumento da atividade de eliminagéo
de debris celulares e promogéao de programa funcional de reparagéo ( Mantovani
et al., 2003; Mantovani et al., 2004; Martinez & Gordon, 2014). O TGF- regula
negativamente a expressao de CD163, molécula que esta associada ao perfil de
macrofago M2 e, impede a produgéo de; citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-
1a e IL-18 induzidas por LPS (Bogdan et al.,1992).

Em resposta a varios sinais de estresse, os glicocorticoides sao liberados,
sendo essenciais para manutencdo da homeostase. O reconhecimento dessas
moléculas, ocorre no nucleo celular e favorece a supressao de citocinas proé-
inflamatdrias como TNF-a, IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-12 e de mediadores proé-
inflamatorios como iINOS (Valledor & Ricote, 2004). Também, inibem a resposta
inflamatdria, através do aumento da expressao de IL-10 e, de outras moléculas
com fungdes anti-inflamatérias como o receptor “scavenger” CD163, que

interfere no sistema IL-1 (Martinez et al., 2008).
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A ultima subpopulagdo M2d é ativada por adenosina e interleucina-6,
sendo associada ao crescimento de tumores e angiogénese (Duluc et al., 2007;
Ferrante et al., 2013; Huang et al., 2018). A estimulagdo com adenosina, pode
resultar na polarizagdo de macréfagos M1 para M2d (Ferrante et al., 2013),
fendtipo este que expressa altos niveis de IL-10, VEGF e iINOS e, secreta CCL5,
CXCL10 e CXCL6 e baixos niveis de IL-12 e TNF-a (Wang et al., 2010; Lawrence
& Natoli, 2011; Csoka et al., 2012; Ferrante et al., 2013).

A IL-6 € uma citocina pleiotrépica, que apresenta propriedades pré e anti-
inflamatdrias, com capacidade de modular a maioria dos aspectos do sistema
imune inato. No sitio de infeccdo, a IL-6, tem como uma das funcdes induzir a
diferenciacdo de mondécitos para macrofagos, por indugdo da expressao do
receptor para fator estimulante de colénia mondcito (M-CSF) por mecanismos
dependentes de ERK (Chomarat et al., 2000).

Em modelos experimentais de LC e LV, foram demonstradas fungdes
contraditérias da IL- 6 (Rot et al., 2004; Holowka & Von Andrian, 2020; Griffith et
al. 2014), em promover (Steigerwald & Moll, 2005; Racoosin & Beverley,1997),
suprimir (Carvalho et al., 2012) ou nao alterar a defesa intracelular do hospedeiro
a leishmaniose (Weinkopff et al., 2013).

2.3 Resposta imune na infecgao por Leishmania sp.

Na infeccédo por Leishmania sp. a resposta imunoldgica envolve um
conjunto de fatores, tais como a agdo de citocinas, das moléculas co-
estimulatdrias, da saliva do flebotomineo e fatores genéticos do hospedeiro. A
inoculagao das formas promastigotas metaciclicas de Leishmania sp. na pele do
hospedeiro vertebrado, através da picada da fémea flebotomineo inicia o
processo de infecgdo (Lainson & Shaw, 1987), sendo que alguns desses
parasitos resistem a lise mediada pelo sistema complemento, devido moléculas
presentes na superficie e entram em contato com as células apresentadoras de
antigenos, como macréfagos e células dendriticas (DC) (Passero et al., 2012),
modulando a resposta imune do hospedeiro (Olivier et al., 2005).

Estudos demonstram, que neutréfilos também sao recrutados para o local

da infeccdo, onde reconhecem os parasitos e os fagocitam, sendo usados pela
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Leishmania sp. como uma forma de entrar silenciosamente nos macrofagos,
evitando a sua ativagao (Scott & Novais, 2016). Os neutréfilos sdo fagocitados
pelos macrofagos, sendo os ultimos os hospedeiros definitivos para proliferagcéo
dos parasitos e ao mesmo tempo as células efetoras para a destruicido desses
parasitos (Peters & Sacks, 2009; Liu & Uzonna, 2012).

As formas promastigotas, apds o reconhecimento e ativacdo dos
macrofagos, sao fagocitadas e ficam retidas dentro dos fagossomos, os quais se
fundem aos lisossomos, formando os fagolisossomos. No combate a invasores,
dentro dos fagolisossomos, ocorrem varios processos celulares, como:
degradagdao por enzimas por proteases, nucleases, fosfatases, lipases e
esterases, o0 estresse oxidativo e produgcédo de NO (Van Assche et al., 2011).

Assim, os parasitos do género Leishmania ao habitar os fagolisossomos,
resistem as enzimas do lisossomo e ao pH acido da célula por diversos
mecanismos de escape, além de escapar da resposta humoral (Van Assche et
al., 2011).

A resposta especifica a leishmaniose € mediada principalmente por
linfocitos T e, esta relacionado com a expanséao de células T auxiliares, que por
muito tempo foi considerado apenas Th1/Th2 para explicar aspectos da
imunidade e inflamagao (Mills et al., 2000). Porém, apdés a descoberta da
linhagem Th17 (Langrish et al., 2005), e de outras subpopulagbes de células T,
como células Treguladoras (Tregs), células Thelper foliculares (Tfh), células
Th22 e Th9, também ja foram descritas participando dos processos imunes e
inflamatérios (Sundrud & Trivigno, 2013).

Os linfécitos T auxiliares 1 (Th1) ou 2 (Th2), séo caracterizados de acordo
com as citocinas que secretam, quando reconhecem o antigeno ligado ao MHCI|I
apresentado pelo fagdcito. O linfocito Th1 secreta citocinas pro- inflamatoérias,
sendo a principal o IFN-y, potente ativador do macréfago, enquanto as citocinas
IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B estdo envolvidas com a resposta Th2, que na
leishmaniose contribuem para a progressao da doencga. O linfocito Th2 secreta
citocinas, como IL-4 e IL13, que além de promoverem a resposta humoral
possuem capacidade anti-inflamatdria, inibindo a ativagéo do fagdcito (Pirmez et
al., 1993).

A IL-4 promove a diferenciagdo de células T naive em células efetoras
Th2 secretoras de IL-4 e IL-5, e diminui a produgédo de IFN-y (Noben -Trauth,
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2000). A IL-10 é uma importante citocina reguladora, que suprime a atividade de
macrofagos, células Th1 e células NK, e inibe a maturacdo de células
dendriticas, todas essas células necessarias para a defesa contra patégenos
intracelulares (O’Garra & Vieira, 2007; Couper et al., 2008; Sabat et al.,2010).
Além disso, a produgao de IL-10 é modulada por diferentes citocinas, incluindo
TGF-B, IL-6, IL-12 e IL-27(McGeanchy et al., 2007; Stumhofer et al., 2007; Cyktor
& Turner, 2011).

Em contraste, a inibicdo da producao de IL-10 promove respostas imunes
contra diferentes doengas infecciosas. Assim, a IL-10 atua como um
imunorregulador crucial durante infecgdes causadas por patdégenos
intracelulares, como os parasitos Leishmania (Couper et al., 2008; Cyktor
& Turner, 2011).

A infecgao experimental em camundongos tem sido utilizada para elucidar
aspectos da relagdo parasita-hospedeiro na leishmaniose. A resposta de
linfécitos Th1 e Th2 ficou bem clara nos estudos com L. major, empregando
camundongos BALB/c e C57BL/6(Liew et al., 1990; Mills et al., 2000; McMahon-
Pratt & Alexander, 2004). Em diferentes linhagens de camundongos, como
C57BL/6, CBA e C3H/He, a infecgéo por L. major induz o inicio de uma resposta
Th1 especifica, dependente de IL-12, caracterizada pelo aumento da expressao
de INF-y, que induz a sintese de INOS em macréfagos e produz NO, que mata
parasita, resultando na cura da infecgao.

Em oposicao, uma resposta Th2 especifica ao parasita € desenvolvida
em camundongos BALB/c, que é caracterizado pelo aumento da expressao de
IL-4, propiciando a multiplicagdo descontrolada do parasita, o desenvolvimento
progressivo da lesdo, ocasionando doencga (Awasthi et al., 2004).

Ha diferengcas entre o comportamento das linhagens de camundongos,
frente ao desafio em relagdo as varias espécies de Leishmania. A titulo de
exemplos, camundongos da linhagem C57BL/10, sdo capazes de curar uma
infecgao por L. major, pois ocorre producao de altos niveis de IFN-y e nenhuma
producao de IL-4. Entretanto, ndo conseguem resolver a lesdo se infectados por
L. amazonensis, pois ha producéo de IL-4 e pouca ou nenhuma produgao de
IFN-y (Afonso & Scott, 1993).
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Do mesmo modo, linhagens de camundongos susceptiveis a L. major,
podem ser resistentes a Leishmania braziliensis, e linhagens de camundongos
resistentes a L. major, podem ser susceptiveis a L. amazonensis (Maioli, 2004).

Os mecanismos imunologicos de controle do patégeno em modelos
murinos de infecgao por L. (V.) braziliensis sdo menos claros que os de L. (L.)
major (DeKrey et al., 1998; Souza-Neto et al., 2004; Rocha et al., 2007; Oliveira
et al., 2010; Gomes et al., 2016; Avila et al., 2018). Na infecgdo murina por L.
(V.) braziliensis observa-se que IFN-y e IL-12p40 s&o componentes de uma
resposta imune protetora (Maioli et al., 2004. de Souza et al., 2006; Oliveira et
al., 2010). Em contrapartida, foi observada uma menor produgéo de citocinas do
perfil Th2, tais como IL-4 e IL-13, quando comparado com a infecgao por L. (L.)
major (DeKrey et al. 1998; Rocha et al., 2007).

Camundongos BALB/c infectados na pata com L.(V.) braziliensis
desenvolvem uma lesdo que é ligeiramente menor que a desencadeada em
camundongos C57BL/6 infectados com a mesma espécie, com o pico da leséo
variando entre 1 e 2 mm em BALB/c e 0,2 a 0,4 mm em C57BL/6 ( DeKrey et al.,
1998; Maioli et al., 2004; Gomes et al., 2016). Apesar do aparecimento de lesbes
nos camundongos infectados com L (V.) braziliensis, estas sédo transientes e
geralmente n&o se tornam ulceradas como ocorre na infec¢ao por L. (L.) major
(Carvalho et al., 2012).

Assim, o controle da infecgdo murina por L. (V.) braziliensis dependente
de macrofagos M1 com a produgao de NO, enquanto a baixa producado de
citocinas relacionadas a ativagao alternativa de macréfagos reduz a expresséao
da arginase e dificulta o estabelecimento do perfil M2, favorecendo a cura da
infeccdo (Rocha et al., 2007).

Apesar da cura completa da lesdo observada em camundongos C57BL/6
infectados por L. (L.) majore L. (V.) braziliensis, os parasitos nao séao eliminados
complemente, sendo possivel detectar no linfonodo dos animais a presenca
destes (Rocha et al., 2007).

Ressalta-se ainda que o controle da L. (V.) braziliensis na infecg&do murina
pode ser independente de IFN-y e NO, ja que alguns camundongos desprovidos
de IFN-y ndo desenvolvem lesdo quando sao inoculados com macerados de
biopsias de pacientes contendo formas amastigotas (Oliveira et al., 2010). Além
disto, o controle dos parasitos no bacgo é feito na auséncia do NO (Rocha et al.,
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2007). Estes dados demonstram que, embora exista diferenca entre a infecgao
de macrofagos murinos por L.(L.) major e L(L.) braziliensis, ambos os parasitos
sdo mantidos viaveis durante a infecg¢ao in vivo dentro de macréfagos teciduais.

Assim, no modelo murino, resisténcia e susceptibilidade a leishmaniose,
bem como o padrao Th1/Th2 de resposta, s6 podem ser considerados fenotipos
se definida a espécie de Leishmania, o que mostra a complexidade de fatores
provenientes tanto do hospedeiro como do microrganismo infectante.

Outras subpopulagdes de linfocitos T, cujo papel tem sido investigado na
imunologia das leishmanioses sdo Th17 e Tregs. Células Th17 sdo uma
subpopulacao de células T CD4* que produzem IL-17, com papel na inducéo de
resposta inflamatéria tecidual em doencgas autoimunes, na morte de patégenos
e recrutamento de neutrdfilos, importantes para resposta imune inata (Bedoya et
al., 2013; Shen et al., 2014). Elevados niveis de IL-17 foram encontrados em
pacientes com leishmaniose cutdnea e visceral (Gonzalez-Lombana et al.,
2013).

Células T regulatorias CD4*CD25"Foxp3*(Tregs) sdo uma subpopulagéo
de células T que atua na regulagao na tolerancia imunoldgica e homeostase do
sistema imune (Shen et al. 2014), e pode reconhecer uma ampla gama de
antigenos (Sakaguchi, 2011), sendo a atividade supressora uma das suas
principais caracteristicas, que podem suprimir respostas imunes mediadas por
diferentes tipos celulares, como macrofagos (Larkin et al., 2013). Um modelo
experimental de infecgdo murina por L. major, sugere que as Tregs auxiliam na

sobrevivéncia do parasito e na reativagdo da doenca (Katara et al., 2013).

2.4 Macréfagos M2a em infecgdes por Leishmania spp.

A participagdo dos macréfagos M2 em doencgas infecciosas pode estar
associada a resolucao ou piora do quadro dessas doencgas (Gordon & Martinez
2010). O papel das subpopulagbes de macréfagos M2 na infecgdo por
Leishmania ndo foram completamente investigados. No entanto, em muitos
casos, parasitos protozoarios aproveitam resposta anti-inflamatéria, para
persistir no hospedeiro (Noel et al., 2004; Raes et al., 2007).

Evidéncias obtidas em diferentes estudos, que avaliaram infecgcboes por

parasitos, indicam que macrofagos M2 dependente de IL-4 / IL13, exacerba a
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doenga, limitando eliminagcdo dos parasitas dependente de macrofagos M1, o
que promove a proliferagao do parasita (Noel et al., 2004; Raes et al., 2007).

Em Leishmaniose cutanea, a suscetibilidade dos macrofagos a
Leishmania e o desenvolvimento de um curso de infecgcdo que nao cicatriza foi
associada a marcadores de macrofagos M2, como CD206 e arginase, que é
induzida por IL-4, IL-13, TGF-B1 ou IL-10 ( EI-Gayar et al., 2003).

Em modelo de camundongo com infecgdo por L. major, a arginase-1 é
induzida em linhagens de camundongos suscetiveis e resistentes, durante o
desenvolvimento da doenga. Estudos com o uso de inibidores globais da
arginase (bloqueio Arg1, bem como a isoforma Arg2 sem seletividade de tipo de
célula) forneceram as primeiras evidéncias de um papel da Arg1, como
promotor de doenga em camundongos BALB / ¢ infectado por uma L. major, que
desenvolveram doenga visceral e letal apds infeccdo cutédnea por L. major
(Iniesta et al.,2005).

Entretanto, a inibicdo da arginase-1, leva a reducédo do numero de
parasitas e atrasa o desfecho da doenga em camundongos suscetiveis,
enquanto o tratamento com L-ornitina aumenta a suscetibilidade de
camundongos resistentes (Iniesta et al., 2001). Dessa forma, a atividade da
arginase-1 e a producéao de poliaminas sao fatores importantes na regulagao da
doenca na leishmaniose (Kropf et al., 2005).

A participagdo de macrofagos M2a em infecgbes por Leishmania spp., foi
demostrada em modelo experimental in vitro, como estratégia de persisténcia da
infeccao por esses parasitos (Farrow et al., 2011).

Em macréfagos tratados com IL-4, previamente a infecgao por Leishmania
major ou Leishmania infantum, o metabolismo da L-arginina foi influenciado
através da arginase-1, para a sintese de poliaminas, que promovem o
crescimento intracelular do parasita. Por outro lado, a inibigdo da arginase-1 do
macrofago reduziu a proliferacdo dos parasitas, devido a um aumento na
producdo de NO (Iniesta et al., 2001).

Em outro estudo in vitro, foi verificado que em macrofagos nao
estimulados infectados por Leishmania spp., a atividade da arginase aumentou
em relagdo aos macréfagos nao infectados; evidenciando que a infecgcéo por
esses parasitos, indiretamente regulou positivamente a atividade da arginase
(Badirzadeh et al., 2017).
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Outra indicagdo da contribuicdo de macréfagos M2a, para a
suscetibilidade a parasitos Leishmania, foi demonstrado usando camundongos
deficientes em IL4Ra especificos, para macréfagos/neutrofilos. Esses
camundongos, apresentaram progressao tardia da doenga com respostas
imunes tipo Th2, melhora nas fungdes efetoras leishmanicidas de macréfagos
e reducgao da atividade da arginase-1 (Holscher et al., 2006).

Por meio de um estudo, via citometria de fluxo, em células isoladas de
homogenatos de lesdes cuténeas, os autores demonstraram que ocorre alta
expressado de arginase — 1, que foi relacionada com a alteragdo da ativagao
eficiente dos linfocitos T, levando a demora e falha de resolugao das lesdes da
leishmaniose cutanea (Abebe et al., 2012). Esse mesmo grupo de pesquisa, em
modelo experimental de leishmaniose cutdnea, observou que o aumento na
atividade da arginase — 1, contribuiu para o desenvolvimento da leishmaniose
persistente, devido a supressao local de reposta imune por células T (Modolell
et al., 2009).

Dados mais recentes sugerem, que a principal célula hospedeira
responsavel pela persisténcia de L. (L.) major na leishmaniose experimental s&o
os macrofagos dérmicos que apresentam um perfil M2 dependente de IL-4 com
alta atividade arginase e auséncia para iNOS (Lee et al., 2018). Outra célula
importante, responsavel pela manutencdo de amastigotas vivos de L. (L.) major
in vivo em modelo murino sdo mondcitos inflamatérios identificados como CD11b
+ Ly6C * CCR2 * CX3CR1 * (Romano et al., 2017) e células CD11c * Ly6C *
CCR2* F4 / 80 * (Heyde et al., 2018). Para L. (V.) braziliensis, a principal célula
hospedeira que suporta persisténcia / proliferacdo na infeccdo murina € menos
clara, entretanto, células com perfil M2 com alta atividade de arginase e baixa
producao de NO parecem ser importantes para promover doengas mais graves
(Costa et al., 2011).
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3 JUSTIFICATIVA

L. (V.) braziliensis é a principal espécie responsavel pela leishmaniose
tegumentar americana no Brasil. O modelo murino de infecgdo com diferentes
espécies de Leishmania tem sido usado extensivamente para estudar a
leishmaniose cutanea e, oferece uma oportunidade Unica para a compreensao
dos mecanismos celulares e moleculares no local da infecgdo (Scorza et al.,
2017).

O modelo de infecgdo de camundongo por L. (L.) major teve uma
relevancia fundamental para a compreensao da infecgao por Leishmania devido
ser o primeiro a mostrar a presencga de regulagao imunolégica do resultado da
doenca in vivo com base no paradigma Th1 / Th2 (Alexander & Brombacher,
2012; Heinzel et al., 1989).

Embora o modelo de infecgdo murina por L. (L.) major ajudasse a
compreender varios parametros imunolégicos da infecgao por Leishmania em
animais e em humanos, ainda existem lacunas para explicar todos os aspectos
do comportamento da doenga causado por outras espécies de leishmania, por
esse modelo (Alexander & Brombacher, 2012).

O uso de parasitos Leishmania (V.) braziliensis para estudar a infecgao
por leishmania em modelo murino tem sido menos conduzido, quando
comparado com outras espécies de Leishmania (Mears et al., 2015 ). Assim, é
necessario um maior numero de estudos que esclaregam os mecanismos
responsaveis pela morte e escape desses parasitos.

Os macréfagos sado responsaveis tanto pela morte dos parasitas e
resolucdo da infecgdo, ou manutencdo dos parasitas durante a infecgcdo. A
populagao de células que suporta a persisténcia e / ou proliferagao de leishmania
ainda nao esta bem definida e parece ser diferente entre as infeccbes por
diferentes espécies de parasitas (Bogdan, 2020).

Diante do exposto, para entender a adaptacédo L. (V.) braziliensis em
ambientes mais ou menos adequados para o seu desenvolvimento, é importante
utilizar macrofagos ativados pelo menos de duas formas distintas: M1 e M2. O
IFN-y e a IL-4 sdo as principais citocinas descritas como capazes de polarizar

macrofagos para M1 e M2. Alternativamente, a utilizagdo de macréfagos de
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animais desprovidos dos genes do Oxido nitrico sintase induzida (iNOs),
fundamental para a produgdao de RNS podera auxiliar a nossa compreensao a
respeito das adaptagdes dos patdgenos, quando os principais mecanismos
microbicidas estdo presentes.

Assim, para uma melhor compreensao dos mecanismos de manutengao
da infec¢ao por leishmania, avaliamos a proliferagdo de amastigotas de L.(V.)
braziliensis em diferentes tipos de macréfagos murinos. O conhecimento de
como diferentes tipos de macréfagos afeta o curso de doengas infecciosas
causadas por Leishmania spp., deve fornecer beneficios terapéuticos no controle

dessas infecgdes.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar a proliferagdo de amastigotas de cepas de Leishmania (Viannia)
braziliensis em macrofagos derivados da medula de camundongos C57BL/6 WT

e desprovidos dos genes iNOS

4.2 Especificos

v Induzir os perfis de macrofagos M1 e/ou M2 pela utilizagdo de IFN-y e IL-
4;

v" Quantificar o nUmero de parasitos dentro de macréfagos M1 e M2 3h, 3

dias, 5 dias e 9 dias apods a infec¢ao;

v" Avaliar a produgéo de 6xido nitrico (NO) nos sobrenadantes de culturas

de macréfagos M1 e/ou M2 e infectados ou nao por L. (V.) braziliensis;

v' Determinar a atividade de arginase de macréfagos M1 e/ou M2 e

infectados ou nao por L. (V.) braziliensis;
v' Comparar o tamanho da lesdo desencadeada em camundongos C57 BL/6

WT e desprovidos dos genes iNOS, apds a infeccdo com formas

promastigotas L. (V.) braziliensis;
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais e consideragoes éticas

Foram utilizados camundongos, fémeas C57BL/6 selvagens (WT) e
deficientes em iINOS (iNOS”) de 4 a 8 semanas. As matrizes foram mantidas no
Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade
Federal de Goias. Os animais foram mantidos em estantes ventiladas (ALESCO,
SP) com alimentacdo e agua a vontade, sendo a maravalha das estantes
trocadas a cada sete dias. Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica No
Uso de Animais/ CEUA N° 47/2017.

5.2 Parasitos

Foram utilizados isolados de L. (V.) braziliensis selecionados
aleatoriamente do Leishbank (Banco de leishmanias da regidao Centro
Oeste/UFG/Goias) (Oliveira et al., 2010). Os isolados selecionados foram
obtidos de pacientes com LCL (MHOM/BR2003/IMG3c, MHOM/BR2008/JCJ8c
e MHOM/BR/2005/RPL5c).

As formas promastigotas foram cultivadas em meio Grace (Grace’s Insect
Medium, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 20% soro bovino
fetal inativado (SFB - Cripion, Andradina, SP, Brasil), 2mM L-glutamina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), 100 U/mL, penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e
100 pg/mL estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e, mantidas em estufa
BOD a 26°C. Os parasitos foram repicados a cada dois dias a partir de 2 x 108
parasitos/mL.

Para os experimentos, a cultura foi mantida a 26°C, por 5 dias. Os
parasitos, em fase estacionaria de crescimento, foram lavados duas vezes com
salina tamponada com fosfatos pH 7,3 (PBS), centrifugadas a 10°C, 15 minutos
a 1.400 g. Os parasitos foram ressuspendidos em 1 mL de PBS e foi feita a
quantificacdo em hematocitobmetro, de uma aliquota da cultura diluida em PBS-
formaldeido a 1%. Em seguida, os parasitos foram utilizados para infec¢gado dos
BMDMs e patas dos camundongos.
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5.3 Obtencado e cultura dos macréfagos murinos derivados da medula
6ssea (BMDM) e avaliagao da atividade fagocitica e leishmanicida

BMDMs foram obtidos apds extragdo da medula 6ssea do fémur e tibia
por meio de lavagem da medula com injecdo de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA) suplementado com 50 yM de 2- mercaptoetanol (Sigma-Aldrich,
St. Louis, EUA), 1 M de HEPES, 100 U/mL de penicilina (Sigma- Aldrich) e 100
ug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 10% de SBF (Cripion,
Andradina, SP, Brasil). As células foram centrifugadas a 600 g, por 10 minutos,
a 10 °C. O sedimento celular foi ressuspendido em meio RMPI completo e as
células foram quantificadas em hematocitdmetro, apds diluicdo de uma aliquota
em solugao de azul de tripano 0,1% em PBS, para exclusdo de células mortas.

Em cada pogo da placa de cultura de 24 pogos (Corning-Costar -
Kennebunk, ME, EUA), foram adicionadas 5 x 10° células em 500 pL de RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) suplementado com 10% de SBF ( Cripion,
Andradina, SP, Brasil ) e 30% de sobrenadante de fibroblastos L929 (ATCC)
como fonte de fator estimulador de colénia (CSFs), que impulsionam a
proliferacdo celular em diregdo a uma populacdo> 95% pura de BMDMs, em
estufa 5.0% CO2 a 35°C, sendo o meio de cultura trocado a cada dois dias.

Apds 10 dias, os pocos da placa de cultura de 24 pocos com BMDMs
foram lavados (PBS), e adicionados 200 pL de RPMI completo, em cada pogo.
As células foram estimuladas com lipopolissacarideo (200 ng/mL) (LPS -E. coli
011:B4, Sigma-Aldrich) a 200 ng/mL e IFN-y (BioLegend) a 20 ng/mL ou IL-4
(R&D Systems, Minneapolis, EUA) a 10ng/mL. Para controle, alguns pogos nao
receberam estimulos (Meio), e foram incubadas em estufa 5.0% CO2 a 35°C.

O procedimento foi realizado em duplicata para cada controle/tratamento.
O estimulo com IFN-y ocorreu por duas horas, antes da adi¢gao do LPS, e o com
IL-4 ocorreu 18h antes da adicdo de Leishmania. BMDMs na concentragao de
5X105 células por pogo, estimuladas ou nao, foram infectados ou ndo por 5x10°
por formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (IMG3, JCJ8 e RPL5) seguindo-
se a incubacgao por 3h a 35 °C. Apos 3h, os pocos foram lavados para retirar as
leishmanias que n&o foram internalizadas e fixados, para serem corados.

Os demais pogos foram incubados por 3 dias, 5 dias e 9 dias e

posteriormente lavados, fixados e corados para avaliagdo da carga parasitaria
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com o corante panotico (InstantProv, Newprov, Pinhais, PR, Brasil) para
quantificacdo de células infectadas em microscopia de luz no aumento de 100 X.
O sobrenadante das culturas, apés 3 dias foi utilizado para quantificar a producao
de NO e, as células remanescentes foram utilizadas para a avaliagdo da

atividade da enzima arginase.

5.4 Deteccao de Nitrito

A deteccao de nitrito em sobrenadante de cultura de BMDM e BMDM
infectados por leishmanias foi feita através do método de Griess. BMDMs (5 x
10°) estimulados ou ndo com LPS (LPS -E. coli 011:B4, Sigma-Aldrich) a 200
ng/mL e IFN-y (BioLegend) a 20 ng/mL ou IL-4 (R&D Systems, Minneapolis,
EUA) a 10ng/mL) por 18h e posteriormente infectados ou ndo por 5 x 10°
promastigotas de L. (V.) braziliensis (JCJ8) e apos 3 dias, o sobrenadante das
culturas foram coletados. Foram adicionados em placas de 96 pogos (Corning-
Costar) 50uL do sobrenadante das culturas em duplicata, seguido pelo reagente
de Griess (0,05% N-1-naphthylethylenediamine dihydrochoride, 0,5% de
sufanilamida em 2.5% de acido fosférico) no mesmo volume.

A curva padrao foi feita usando solugdo estoque de nitrito em RPMI
completo a 100uM. Apds 10 minutos, foi feita a leitura da placa em leitora de
ELISA (MULTISKAN) em filtro 550nm. O limite de detecgao foi de 1,5uM.

5.5 Atividades de arginase

A avaliagdo da atividade de arginase foi feita conforme descrita por
Corraliza (1995). BMDMs (5 x 10°) estimulados ou ndo com LPS (LPS -E. coli
011:B4, Sigma-Aldrich) a 200 ng/mL e IFN-y (BioLegend) a 20 ng/mL ou IL-4
(R&D Systems, Minneapolis, EUA) a 10ng/mL) por 18h e posteriormente
infectados ou ndo por 5 x 108 promastigotas de L. (V.) braziliensis ( JCJ8) apos
3 dias, foram lisados com 50uL tampao de lise (Tris-HCI 500 mM pH 7.5
contendo 1% de Triton) e depois 50 pL de MnCl, (10 mM) foi adicionado em 50pL
de cada amostra. Essas amostras foram incubadas por 10min a 56°C para ativar

a arginase.
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Depois foi adicionado 50uL de L-arginina (5M pH 9.7) e incubado por 60
min, a 37°C. A reacdo foi parada pela adicao de 200uL de solugao acida
H,SO,:H,PO4H,O (1:3:7). Subsequentemente, 25uL da solugédo de a-
isonitropropiophenone em etanol absoluto foi adicionada e incubada a 100°C por
45 min. para o desenvolvimento de cor. Foi transferido 120uL da solugéo de cada
amostra (em duplicata) em placa de 96 pocos e feita a leitura na leitora de
ELISA (MULTISKAN) em filtro 550nm. A curva padrao foi feita usando ureia e o

limite de detecgéo do ensaio foi de 15 ug/mL de ureia.

5.6 Infeccao dos camundongos e acompanhamento do curso da lesao

Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) e deficientes em iNOS (iNOS”")
foram infectados com 10° formas promastigotas de L. (V.) braziliensis (JCJ8),
em fase estacionaria do crescimento, intradermicamente (i.d.), no coxim plantar
da pata traseira esquerda. Apds a infecdo, o tamanho da lesdo nas patas foi
avaliado, semanalmente, durante 3 a 8 semanas. O tamanho da lesdo (mm) foi
acompanhado semanalmente, com auxilio de um paquimetro (Mytutoyo, Séo
Paulo, SP, Brasil) e expresso pela medida da espessura da pata infectada (pata

esquerda) menos a medida da espessura da pata nao infectada (pata direita).

5.7 Analises Estatisticas

A avaliagdo da significancia dos resultados foi feita por Teste Anova one -way
seguido pelo teste de Tukey e teste T student , usando o programa GraphPad
Prism Software 6.0 (Inc. San Diego, CA, USA). Os dados foram apresentados
em graficos contendo média + desvio padréo. Valores de p < 0,05 foram

considerados significantes.
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6 RESULTADOS

6.1 Diferentes cepas de Leishmania (V) braziliensis nao proliferaram dentro
de macréfagos murinos nao estimulados

Para avaliar a sobrevivéncia do parasita dentro do macrofago por longos
periodos, BMDM de camundongos C57BL /6 foram cultivados com trés cepas
diferentes de L. (V.) braziliensis (IMG3, JCJ8 e RPL5) por trés horas, apds este
periodo foram feitas lavagens para excluir parasitas ndo internalizados. O
numero de células infectadas apds os periodos de 3 horas, 3 dias, 5 dias, € 9
dias de infec¢do, bem como a carga parasitaria avaliada através do numero de
parasitos intracelulares foi através da técnica de microscopia 6ptica. Como
apresentado na figura 3A, a porcentagem de células infectadas e o numero de
parasitas por BMDM infectado (Figura 3B) diminuiram significativamente trés
dias ap6s a infecgdo. Apods 9 dias de infecgdo, a porcentagem de parasitas e o
numero de amastigotas das cepas de L. (V.) braziliensis diminuiram

ligeiramente, mas ndo alcangaram significancia estatistica.
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Figura 3. Diferentes cepas de Leishmania (V.) braziliensis nao proliferaram dentro de
macréfagos murinos nao estimulados. Macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM
camundongos C57BL/6 WT foram infectados por 3h com promastigotas de fase
estacionaria de L. (V.) braziliensis (IMG3c, JCJ8c; RPL5c) na proporgédo de 10: 1
(parasitos: macrofago) a 35°C (5% CO.) em placas de 24 pogos. Apods este tempo, os
pocos foram lavados e coradas para avaliar a fagocitose. O meio dos demais pogos
foram repostos e incubados a 35°C (5% CO.), por 3 dias, 6 dias e 9 dias para avaliar a
atividade microbicida. Os dados representam a média + desvio padréo da porcentagem
de células infectadas (A) ou o numero amastigota / células infectadas (B) de seis
experimentos independentes. * indica diferenga entre os pontos de tempo de 3 horas e
posteriores por One-way anova seguido pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Estes dados sugerem que macrofagos murinos n&do estimulados nao
suportam a proliferacado de amastigotas de L. (V.) braziliensis, pelo menos
durante o periodo testado. Como os resultados anteriores mostraram
similaridades nas caracteristicas das cepas, os experimentos descritos a seguir
foram realizados somente com a cepa de L. (V.) braziliensis (JCJ8).

6.2. Sobrevivéncia de amastigotas de L. (V) braziliensis (JCJ8) dentro de
macroéfagos ativados por INF-y + LPS

Como ndo foi observada proliferagdo ou morte significativa de
amastigotas de L. (V.) braziliensis dentro de BMDM néo estimulado entre trés e
nove dias apds a infecgdo, decidimos investigar a sobrevivéncia de amastigotas
dentro de macrdéfagos ativados com IFN-y + LPS (M1).

Inicialmente, demonstramos que trés dias apds a adi¢ao de IFN-y + LPS
foi possivel observar producdo significativa de NO pelo BMDM que nao foi

alterada pela presenga de amastigotas de L. (V.) braziliensis (Figura 4).
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Figura 4. Produgdo de 6xido nitrico de M® (IFN-y + LPS) com L. (V.) braziliensis.
Macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) foram tratados com 20 ng / mL de IFN-
y + 200 ng/ mL de LPS por 4h e entdo infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c na proporgao de 10: 1 (parasitos: macrofago)
por 72h. Os dados representam a média + desvio padrao do nitrito detectado no
sobrenadante de cultura testado pelo método de Griess de trés experimentos
independentes. * indica diferenga entre macrofagos néo tratados e tratados por One-
way anova seguido pelo teste de Tukey (p <0,05).
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A adigao de IFN-y associado ao LPS foi capaz de ativar os macrofagos
para a eliminagdo dos parasitos, ja que se observou a eliminagdo da carga
parasitaria de macrofagos infectados por L. (V.) braziliensis (JCJ8) apds 3 dias,
em relagdo a porcentagem de macréfagos infectados (Figura 5A) e numero de
parasitos por célula em macréfagos infectados (Figura 5B).
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Figura 5. Sobrevivéncia de L. (V.) braziliensis dentro de M® (INF-y + LPS). BMDM
foram tratados com 20 ng / mL de INF-y + 200 ng / mL de LPS por 4h e infectados por
promastigotas de L. (V.) braziliensis JCJ8c em fase estacionaria na proporgao de 10:
1 (parasitos: macréfagos). As células foram cultivadas com promastigotas por 3 h,
lavadas e cultivadas por 3 dias. Os dados representam a média + desvio padrao da
porcentagem de células infectadas (A), ou o numero de células amastigotas / infectadas
(B) de seis experimentos independentes. * indica diferenga entre 3 horas e 3 dias pelo
teste t de Student (p <0,05).
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6.3 Sobrevivéncia de amastigotas de L. (V) braziliensis (JCJ8) dentro de
macroéfagos ativados por IL-4

Como foi observada morte significativa de amastigotas de L. (V)
braziliensis dentro de macréfagos MO(INF-y + LPS) apos trés dias de infecgao,
investigamos a sobrevivéncia de amastigotas dentro de M® (IL-4).

Demonstramos que BMDM de camundongos C57 BL/6 WT estimulados
com IL-4 por trés dias, comparado ao controle, aumentaram significativamente a
atividade de arginase, e a presenga de amastigotas de L. (V) braziliensis
aumentou essa atividade em BMDM estimulado por IL- 4 (Figura 6).
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Figura 6. Atividade arginase de M® (IL-4) infectado por L. (V.) braziliensis. BMDM foram
tratados com 10 ng / mL de IL-4 por 20h e entdo infectados por promastigotas em fase
estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c na proporgéo de 10: 1 (parasitos: macrofago)
por 3 dias . Os dados representam a média + desvio padrdo da atividade da arginase
medida pela producao de ureia testada pelo método Corraliza de trés experimentos
independentes. * indica diferenga entre macréfagos nao tratados e tratados e # indica
diferenga entre BMDM tratado com IL-4 com ou sem leishmania por One-way anova
seguido pelo teste de Tukey (p <0,05).

Entretanto, observamos que a geracdo de M®(IL-4), ndo alterou a
capacidade proliferativa de amastigotas L. (V.) braziliensis apés 3 dias da
infeccao (Figura 7A e B).
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Figura 7. Macrofagos ativados por IL-4 ndo suportam a amplificagdo da infecgao por
L.(V.) braziliensis. BMDM foram tratados com 10 ng / mL de IL-4 por 20h e infectados
por promastigotas em fase estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c na proporgao de
10: 1 (amastigotas: macréfagos). As células foram cultivadas com promastigotas por 3
h, lavadas e cultivadas por 3 dias. Os dados representam a média + desvio padrao da
porcentagem de células infectadas (A) ou o numero de células amastigotas / infectadas
(B) de seis experimentos independentes. * indica diferenga entre 3 horas e 3 dias pelo
teste t de Student (p <0,05).

6.4 Destino Leishmania braziliensis em macrofagos de camundongos C57
BL/6 iINOSKO

Como a presencga de NO estava relacionada a morte de amastigotas de
L. (V.) braziliensis, decidimos observar se a auséncia de NO em macrofagos,
poderia permitir proliferacdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis. Para tanto, o
BMDM iNOSKO foi infectado com L. (V.) braziliensis e seguido por 9 dias.
Semelhante ao que foi observado para BMDM WT, a porcentagem de
macrofagos infectados e o numero de parasitas dentro dos macréfagos nao se

alterou entre trés e 9 dias ap6s a infecgdo (Figura 8A e 8B).
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Figura 8. L. (V.) braziliensis néo prolifera dentro de macréfagos INOSKO. BMDM de
camundongos C57BL / 6 INOSKO foram infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c na propor¢cao de 10: 1 (amastigotas:
macrofagos) As células foram infectadas por 3 h, lavadas e cultivadas por até 9 dias. Os
dados representam a média + desvio padrdo da porcentagem de células infectadas (A)
ou o numero de amastigotas/células infectadas (B) de quatro experimentos
independentes. * indica diferenca entre os pontos de tempo de 3 horas e posteriores por
One-way anova seguido pelo teste de Tukey (p <0,05). BMDM de camundongos C57BL
/ 6 WT foram tratados com 20 ng / mL de IFN-y + 200 ng / mL de LPS por 4h ou (D) 10
ng / mL de IL-4 por 20h ou BMDM C57BL/6 iINOSKO e entdo infectados por
promastigotas em fase estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c na proporgéo de 10: 1
(amastigotas: macrofagos) por trés dias . Os dados representam a média + desvio
padrao do nitrito detectado no sobrenadante de cultura testado pelo método de Griess
(C) ou a atividade da arginase medida pela producédo de ureia testada pelo método
Corraliza (D) de trés experimentos independentes. * indica diferenga entre macréfagos
nao tratados e tratados e # indica diferenca entre M® iINOSKO e M® tratado com IL-4
por One-way anova seguido pelo teste de Tukey (p <0,05).
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Como esperado, ndo foi observada produgédo significativa de NO em
BMDM iNOS KO (Figura 8C) e, curiosamente, observamos que a atividade da
arginase no BMDM iNOS KO foi maior do que no WT BMDM tratado com IL-4,
mas auséncia de NO, no macrofago com alta atividade da arginase n&o suportou
a proliferacdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis (Figura 8D).

A infeccdo de camundongos WT com diferentes cepas de L. (V.)
braziliensis nao suportam infecgéo progressiva (Gomes et al., 2016), o que esta
de acordo com os resultados apresentados neste trabalho, porém a auséncia de
proliferacdo de parasitas por 9 dias em BMDM iNOSKO nos surpreendeu.

47



6.5 Tamanho da lesdao desencadeada em camundongos WT e iNOSKO por
L. (V.) braziliensis.

Para verificar a capacidade dessa cepa do parasita usada neste trabalho
em causar lesdo em camundongos, infectamos a pata de camundongos WT e
INOS KO com parasitas promastigotas e acompanhamos o tamanho da lesao.
Conforme demonstrado na figura 9, ambos os camundongos WT e iNOS KO
desenvolveram lesdo semelhante e mensuravel 3 semanas apos a infecgéo, no
entanto, os camundongos iINOS KO foram incapazes de controlar a doenga apos

a 42 semana, enquanto os camundongos WT foram curados na 82 semana.
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Figura 9. Tamanho da lesdo desencadeada em camundongos WT e iNOSKO por L. (V.)
braziliensis. O inchago da pata de camundongos WT (vermelho) e INOSKO (azul) foi
seguido semanalmente apds a infecgdo com 1.000.000 de promastigotas em fase
estacionaria de L. (V.) braziliensis JCJ8c. Os valores apresentados sdo a média + desvio
padrao da diferenca entre a pata infectada e a pata contralateral de trés experimentos

*

independentes, com 3 camundongos em cada. * indica diferenga entre lesGes de

camundongos WT e INOSKO na mesma semana pelo teste t de Student (p <0,05).

Esses dados mostraram, que a auséncia de iINOS em camundongos
suporta a proliferacdo de parasitas in vivo, mas a alteracido adicional que ocorre
nos macréfagos para suportar a proliferagdo de parasitas L. (V.) braziliensis in
vivo, que esta além da auséncia de producio de NO, ainda nio foram totalmente

elucidados.
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7 DISCUSSAO

Os macrofagos atuam como células hospedeiras e efetoras, que podem
ser instruidas a promover a sobrevivéncia intracelular de parasitos ou morte
desses parasitos. A persisténcia e a sobrevivéncia de longo prazo dos parasitas
Leishmania em modelos murinos foram amplamente estudadas, mas ainda séo
uma questdo de debate (Bogdan, 2020). Neste estudo, avaliamos a sobrevida
de L. (V.) braziliensis apds a infecgdo em macrofagos murinos classicamente e
alternativamente ativados.

Os dados mostraram que BMDM WT nao estimulado, ndo suportam a
proliferagdo de amastigotas da espécie L. (V.) braziliensis, pelo menos por 9 dias
em cultura e, esta auséncia de proliferacéo foi observada para todas as trés
diferentes cepas de L. (V.) braziliensis utilizadas. A infeccdo de camundongos
WT com L. (L.) major apresenta uma dicotomia clara em que algumas linhagens
de camundongos, como camundongos BALB/c, desenvolvem doenga
descontrolada e outras, como camundongos C57BL/ 6, desenvolvem lesdes auto
curativas (Heinzel et al., 1989).

Esta dicotomia foi explicada pelo paradigma Th1 / Th2, mas este modelo
imunoloégico ndo é claro para infeccdo murina com outras espécies de
Leishmania (Alexander & Bryson, 2005). Por exemplo, a injegdo de L. (V.)
braziliensis na pata ou orelha de camundongos WT, mostra replicagdo do
parasita no local da infeccdo acompanhada pelo desenvolvimento de uma
pequena lesdo, cujo tamanho e duragao dependem da cepa do parasita e da
linhagem de camundongo (Rocha et al., 2007; Pereira et al., 2009; Costa et al.,
2011; Gomes et al., 2016).

No entanto, nunca foi descrito o desenvolvimento de doencga disseminada
nao controlada devido a uma resposta imune Th2 em camundongos WT n&o
imunossuprimidos, quando desafiados com diferentes cepas de L. (V.)
braziliensis. Por outro lado, camundongos que nao possuem moléculas
relacionadas com Th1, como IFN-y ou iNOS, desenvolvem lesdo descontrolada
com alto numero de parasitas (Gomes et al. 2016; Oliveira et al. 2010; Rocha et
al. 2007). Esses dados comprovam, que células hospedeiras murinas suportam
a proliferagdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis e o controle do parasita em

camundongos pode ser mediado por NO estimulado por IFN-y.
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Infecgbes in vitro foram realizadas para avaliar
resisténcia/susceptibilidade de BMDMs de camundongos C57BL/6 WT ativados
classicamente ou alternativamente frente a infec¢do por L. (V.) braziliensis
(JCJ8). Observamos, que na infeccdo de BMDMSs L .(V.) braziliensis (JCJ8), as
células respondem ao estimulo de IFN-y e LPS, eliminando a carga parasitaria
das células apos 3 dias . Este resultado corrobora dados da literatura, para o
modelo murino de infecgdo, que tem sido observado um papel importante da
producao de oxido nitrico no processo de morte da L . (V.) braziliensis (Rocha et
al., 2007; Gomes et al., 2016).

Em nosso trabalho, demonstramos que apoés 3 dias de infe¢cao de BMDMs
estimulados com IL-4 e infectados por L.(V.) braziliensis (JCJ8), ocorre uma
reducdo no numero de células infectadas e quantidade de parasitos, indicando
que ocorre a morte desse parasito. O que ndo ocorreu quando macrofagos
estimulados com IL-4 foram infectados por L. major (dados ndo mostrados). De
alguma forma, nossos resultados foram um pouco inesperados, porque esses
dados podem indicar que macrofagos estimulados com IL-4 tém uma capacidade
de controlar a infecgédo por Leishmania.

A IL-4 induz aumento da atividade da enzima arginase em macréfagos
murinos (Gordon, 2016), o que facilita a proliferagao e reprodugao de parasitos
no interior da célula hospedeira, isto &, a persisténcia do parasito (Biswas et al.,
2011). Em trabalhos realizados por Iniesta et al.(2001), macrofagos tratados com
IL-4, previamente a infecgao por Leishmania major ou Leishmania infantum, o
metabolismo da L-arginina foi influenciado através da arginase-1, para a sintese
de poliaminas, que promovem o crescimento intracelular desses parasitos.

Em outro estudo in vitro, foi verificado que em macrdéfagos infectados por
Leishmania spp., a atividade da arginase aumentou em relagdo aos macrofagos
nao infectados; evidenciando que a infecgao por esses parasitos, indiretamente
regulou positivamente a atividade da arginase (Badirzadeh et al., 2017).

Uma vez que se acredita, que macréfagos sao o nicho replicativo dos
parasitos Leishmania e sao as principais células produtoras de NO, no local
infectado (Bogdan 2020), esperava-se que a auséncia de iINOS no macrofago
tornasse esta célula altamente suscetivel a infecgao e permissiva a proliferacao
de amastigotas de L. (V.) braziliensis. Confirmamos aqui, que a auséncia de
INOS em macrofagos murinos, permite a proliferagado descontrolada de parasitas
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L. (V.) braziliensis in vivo. No entanto, macrofagos iINOSKO ndo suportam a
proliferagdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis por nove dias em cultura.
Esses dados indicam, que para a proliferacdo de amastigotas de L. (V.)
braziliensis, a célula hospedeira deve ter algumas propriedades adicionais que
est&o faltando nos macréfagos iNOS KO.

A presencga de arginase 1 em macrofagos parece ser essencial para gerar
células suscetiveis (Iniesta et al., 2005). Esta enzima converte L-arginina em L-
ornitina, que é posteriormente convertida em poliaminas, que s&o importantes
para a proliferacdo de diferentes tipos de células, inclusive para parasitas
Leishmania. Além disso, as enzimas arginase e iINOS competem pelo mesmo
substrato arginina e como consequéncia diversas interagdes cruzadas inibitorias
ocorrem entre as duas vias metabdlicas da arginina. Por exemplo, as duas
isoformas de arginase sao inibidas pelo produto intermediario da sintese de NO,
N- hidroxi- L- arginina (NOHA) em macréfagos M2 e, a arginase restringe a
traducao de iINOS pela depleg¢ao da arginina, poliaminas também podem inibir a
sintese de NO (Iniesta et al., 2005).

Recentemente, foram demonstradas populacdes de células importantes
responsaveis por manter amastigotas vivos de L. (L.) major in vivo em modelo
murino. Essa populagao inclui o macréfago dérmico residente em tecido (Lee et
al., 2018); Mondcitos inflamatorios identificados como células CD11b * Ly6C *
CCR2 + CX3CR1 * (Romano et al., 2017) e células CD11c * Ly6C * CCR2 * F4 /
80 * (Heyde et al., 2018).

Pelo menos, para o macréfago dérmico residente em tecido, foi
demonstrado que essas células tém um fendtipo M2 com alta atividade da
arginase 1, mesmo em um ambiente Th1 dominante. No caso de L. (L.)
amazonensis, foi descrito que os mondcitos CCR2* dependentes de IFN-y
inflamatdrios tornam-se uma populacdo permissiva de células expressando
PDL1 e arginase 1 que suporta a proliferagcdo de amastigotas (Carneiro et al.,
2020).

A importancia da arginase para permitir a proliferacdo do parasita foi
demonstrada quando a enzima estava depletada em células hematopoéticas e
endoteliais, o que converteu os camundongos BALB/c suscetiveis em resistentes

L. (L.) major (Schleicher et al., 2016). Esses dados, suportam a ideia de que
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macrofagos M2 com alta atividade de arginase s&o importantes para manter uma
alta capacidade proliferativa de L. (L.) major in vivo. Curiosamente, a auséncia
de arginase 1 em células hematopoéticas e endoteliais de C57BL / 6 resistentes
L. (L.) major néo afetou a carga parasitaria no local da infecgdo, mostrando que
alguma capacidade proliferativa poderia ser alcangada independente da
presenca de arginase em macréfagos (Paduch et al., 2019).

E importante mencionar, que uma lesdo maior com maior carga
parasitaria causada por L. (V.) braziliensis mais virulenta foi associada com maior
atividade da arginase dependente de IL-4 (Costa et al., 2011). Com base nessas
informagdes, seria de se esperar alguma proliferacdo de amastigotas em
macrofagos M2 com alta atividade de arginase. Novamente, ndo observamos
qualquer proliferagdo de amastigotas em macrofagos WT tratados com IL-4 que
tinham atividade aumentada de arginase.

Além disso, os macréfagos iINOS KO apresentaram maior atividade
arginase do que os macréfagos WT tratados com IL-4, mas também sé&o
incapazes de suportar a proliferacdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis,
indicando que a atividade da arginase ndo € o fator ausente nos macréfagos
iINOS KO que interrompem a proliferagdo. Varios estudos demonstraram uma
grande plasticidade e subdivisdo de macréfagos M2 e seu potencial para
suportar a proliferacdo de Leishmania (Murray et al., 2011; Bogdan, 2020;
Carneiro et al., 2021).

Além do macrofago M2 estimulado por IL-4, também conhecido como
macrofagos M2a, outros subtipos, como macréfagos estimulados por
imunocomplexos (M2b); IL-10 e macréfagos estimulados por TGF-B (M2c) e
macrofagos estimulados por adenosina (M2d) foram relacionados a serem mais
suscetiveis a infecgado por Leishmania (Bogdan, 2020; Carneiro et al., 2021;
Figueiredo et al., 2016).

Além disso, fica claro que macréfagos comprometidos com o perfil M2
alteram seu perfil metabdlico de proteinas, lipidios e carboidratos (Geeraerts et
al., 2017), o que interfere na disponibilidade de nutrientes para a proliferagdo do
parasita. E importante ressaltar que é evidente que os parasitos Leishmania
também interferem no metabolismo dos macréfagos, e a reprogramagao
metabdlica dos macréfagos por Leishmania diferem entre as espécies (Bogdan,
2020).
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Neste trabalho, mostramos que BMDMs C57BL / 6 n&o sdo permissivos
para proliferacdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis. Suportando a ideia de
que esse parasito tenha diferentes necessidades de nutrientes. Conhecer as
caracteristicas dos “alvos seguros” para a proliferagdo de parasitas e as
necessidades de amastigotas de diferentes espécies € importante para a busca
de melhores métodos para interferir na diversidade das formas de leishmaniose
causadas por diferentes espécies. Em particular, mais estudos relacionados a L.
(V.) braziliensis devido a sua importante relevancia para a saude publica na

Ameérica do Sul.
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8 CONCLUSAO

- Diferentes cepas de Leishmania (V.) braziliensis nao proliferaram dentro de

macrofagos murinos ndo estimulados;
- IFN-y associado ao LPS polarizam macrofagos de camundongos C57BL/6 para
perfil de macréfagos classicamente ativado e tem um papel no processo de

morte do isolado JCJ8;

- Macréfagos ativados por IL-4 ndo suportam a amplificagdo da infecgéo por

L.(V.) braziliensis;

- A atividade da arginase foi maior em macrofagos iINOS KO do que em

macrofagos tratados com IL-4;

- Macroéfagos derivados da medula 6ssea (BMDM) KOINOS n&o suportaram a

proliferagdo de amastigotas de L. (V.) braziliensis (JCJ8);

- L. (V.) braziliensis foi capaz de causar doengca nao controlada em

camundongos iNOS KO in vivo.
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Goiania, 15 de maio de 2017.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO ATENDIMENTO DE
PENDENCIAS DO PROTOCOLO N. 041/2017

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Doutorado

II - Identificacgiio:
Q Data de apresentaciio a CEUA: 10/05/2017
Q Titulo do projeto: Anilise protedmica das células hospedeiras e de Leishmania braziliensis durante a
infec¢io de macrofagos
Q Pesquisador Coordenador no SAP: Milton Adriano Pelli de Oliveira
Pesquisador Responsivel/ Unidade: Mirian Vieira Teixeira/Escola de Veterinaria/UFG
Pesquisadores Participantes: Fatima Ribeiro Dias, Célia Maria de Almeida Soares, Lilian Cristiane
Baeza, Pollyana Guimardes De Oliveira.
Q Médico Veterindrio/CRMV: Daniel Silva Goulart CRMV/GO 4632.
Q Unidade onde seri realizado: IPTSP/UFG

J
J

III - Objetivos e justificativa do projeto:
Objetivo Geral: Avaliar as alteragdes no perfil de proteinas por células hospedeiras e de
Leishmania braziliensis durante a infecgdo de macréfagos.
Objetivos Especificos:
Induzir os perfis de CMo ¢/ou AAMo pela utilizaglio de IFNg ¢ 1L-4:
Quantificar 0 numero de parasitos dentro CMo ¢/ou AAMo 1h, 48h, 72h ¢ 120h apds a infecgdo,
Avaliar a produgdo de citocinas ¢ quimiocinas liberadas por CMo ¢/ou AAMo apds a infecgdo com
Leishmania braziliensis;
Obter o proteoma de CMo ¢/ou AAMo infectados por Leishmania braziliensis nos tempos 1h, 48h, 72h ¢
120h apds a infecgiio;
Obter o protecoma de Leishmania braziliensis nos tempos 1h, 48h, 72h ¢ 120h apds a infecgdio de CMo ou
AAMo.
Obter o proteoma de Leishmania braziliensis nos tempos 1h, 48h, 72h ¢ 120h apos a infecgdio de macrofagos
animais PhoxKO ou iNOSKO.
Justificativa: Segundo os autores * Parasitos Leishmania sdo capazes de sobreviver nos macréfagos do
hospedeiro apesar das condi¢des hostis. Estudos demonstram que a capacidade de secretar proteinas neste
microambiente representa um mecanismo essencial no estabelecimento da infecgdio e no direcionamento da
resposta imune celular (Chenik et al,, 2006). As proteinas expressas pelo parasito estdo envolvidas na sua
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sobrevivéncia, pois podem modificar o ambiente tornando-o mais favoravel ao seu desenvolvimento (Corrales
et al., 2010).

Nesse sentido, para entender a adaptagdo dos microrganismos em ambientes mais ou menos
adequados para o seu desenvolvimento, ¢ importante utilizar macréfagos ativados para criarem um ambiente
hostil como no ¢cMO (macréfagos classicamente ativados) ou um ambiente permissivo como no AAMo
(macrofagos alternativamente ativados). O IFNg e a IL-4 sdo as principais citocinas descritas como capazes
de polarizar macréfagos para cMo e AAMo.

Alternativamente, a utilizagdo de macréfagos de animais desprovidos dos genes do 6xido nitrico
sintase induzida (iNOs), fundamental para a produgdo de RNS (espécies reativas de nitrogénio) ou da fagocito
oxidase, responsivel pela geracio de ROS (espécies reativas de nitrogénio) poderd auxiliar a nossa
compreensdo a respeito das adaptacdes dos patogenos, quando os principais mecanismos microbicidas estdo
presentes. Diante disso, essa pesquisa visa analisar a reposta protedmica das células hospedeiras e de
Leishmania braziliensis durante a infeccdo de macroéfagos PhoxKO, INOsKO, cMo e AAMo, para
compreender as adaptagdes que os parasitos sofrem quando estdo presentes em um ambiente hostil, ou
presentes em um ambiente favoravel. A caracterizagdo molecular do proteoma de Leishmania braziliensis abre
novas possibilidades de investigagdo relacionadas ao tratamento, prognéstico e diagndstico da LTA. As
moléculas com atividade enzimaticas identificadas podem constituir alvos futuros que podem ser utilizados
no controle da infecgdo, e o desenho racional de novos medicamentos contra o parasito. ”

IV - Sumairio do projeto:

Q Discussio sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do nimero de animais: Os
autores relatam ndo existir no mercado células com as caracteristicas a serem avaliadas no projeto em
questdo.

Q Prevé Projeto Piloto: Sim.

Q Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Nimero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Serdo utilizados um total de 25 Mus musculus (camundongo), C57BL/6. Contabilizando
10 animais para projeto piloto e 15 para servir de controle experimental. Também serdo utilizados 15 Mus
musculus (camundongo), C57BL/6 gp91phoxKO e 15 Mus musculus (camundongo), C57BL/6 INOsKO.
Todos fémeas.

Q Descrigiio do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo)/ peso
e/ou idade etc): Serdo utilizados um total de 25 Mus musculus (camundongo), C57BL/6 de 6-8 semanas
de idade e 20gde peso. Contabilizando 10 animais para projeto piloto e 15 para servir de controle
experimental. Também serdo utilizados 15 Mus musculus (camundongo), C57BL/6 gp91phoxKO de 6-8
semanas de idade e 20 g de peso e 15 Mus musculus (camundongo), CS7BL/6 iINOsKO de 6-8 semanas
de idade e 20 g de peso. Todos fémeas.

QO Fonte de obtencio do animal: Biotério UFG (UFMG).

Q Descricio das instalacdes utilizadas e nimero de animais/drea/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentagio/hidratacio: Os animais serdo alimentados com ragdo
industrializada especifica para camundongos (Presence Ratos e Camundongos), de procedéncia conhecida,
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palativel, sem antibioticos. Antes ser fornecida para os camundongos a ra¢do sera autoclavada para evitar
contaminagdes, ¢ cada camundongo recebera 5g de ragdo didria. A quantidade ndo consumida serd
desprezada. Agua limpa (esterilizada e acidificada) e fresca sera fornecida a vontade, e trocada diariamente.
Os bebedouros sdo de material autoclavavel e transparentes. Os bicos, por onde o animal bebe, sdo de ago
inoxidavel e autoclavados antes de entrar em contato com os animais. A alimentacdo e a limpeza da gaiola
serdo feitas diariamente. As gaiolas ficardo em estantes especiais para os animais, 0 que permitird o
estabelecimento de sistema fechado de criagdo. Proporcionando aos animais condigdes de iluminagdo,
aeragdo, umidade do ar de 50%, temperatura de 22C°, e livre de ruidos que possam causar stress. E
constituido por dois motores, responsaveis pelo insuflamento e a exaustdo do ar para cada gaiola, sob as
prateleiras. O ar insuflado e/ou exaurido passa por dois filtros absolutos de alta atividade, onde a eficiéncia
€ 99,997% na retengdo de particulas maiores de 0,3 micra. Sera utilizada uma capela de fluxo laminar para
o manejo dos animais. Os camundongos serdo mantidos, em grupos de cinco, em gaiolas com cama
maravalha e 30 cm de comprimento, 20 cm de largura e 14 cm de altura. Este espago permitird que os
animais apresentem postura adequada e movimentagdo/ ou comportamento padrdo da espécie.

Q Utilizacdio de agente infeccioso/gravidade da infec¢iio a ser observada e andlise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Segundo os autores o uso adequado de animais utilizados em experimentos exige a
formagdio de profissionais qualificados, além disso, quando se lida com camundongos, deve-se ter em mente a
necessidade de protegiio ndo apenas dos animais, mas também do pesquisador evitando dessa forma, a ocorréncia de
mordidas ¢ arranhdes. Nesse sentido, determinados procedimentos ¢ cuidados serdo obrigatoriamente utilizados em
qualquer tipo ¢ etapa do manuseio com animais, como por exemplo, o uso de Equipamentos de Protegiio Individual
( EPIs), luvas, oculos de protegio, miscara cirlrgica, gorros ¢ jaleco, ¢ os, Equipamentos de Protegio Coletiva
(EPCs), como extintores de incéndio, lava olhos, ¢ outros mais especificos ¢ que devem ser empregados em casos
particulares, como capela de fluxo laminar ¢ capela de exaustdo, além de caixa para descarte de material
perfurocortante. Nio colocou agente

Q Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Os autores relatam que “Os camundongos recém-
chegados do biotério do laboratério deverdo permanecer no minimo por 15 dias para ambientagdo e
acompanhamento das condigdes de saide antes de iniciar os experimentos. Serdo utilizados 30
camundongos fémeas de 8 a 12 semanas de idade, mantidos em estante ventilada com alimentagdo e dgua
a vontade. Para obten¢do de macréfagos, os animais serdo anestesiados, ¢ a medula 6ssea (BMDM) do
fémur e tibia sera extraida pela injecio de salina fosfatada (PBS) estéril. As células serdo lavadas e
cultivadas com 10 ng/mL de M-CSF (R&D Systems) por 10 dias, sendo o meio de cultura trocado a cada
dois dias. Para a eutanasia serd utilizado o método de decapitagdo. Os animais apos a eutanisia serdo
incinerados antes do descarte.

Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes, durante
e apos a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: Todos os pesquisadores serdo devidamente treinados
para o correto manuseio de animais para ndo causar estresse nos animais. Todos os procedimentos com
animais, que possam causar dor ou angustia, serdo desenvolvidos com sedagdo, analgesia ou anestesia
adequados. Os animais serdo sedados utilizando 0,2 mg de cetamina e 2 mg de xilasina.

O Grau de invasividade: 2.

Q Material utilizado em outros projetos: Nio.
Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Inovagdo/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) -
CEP:74001-970, Goidnia — Gouds, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ccua.ufg@gmail.com
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MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ) ....
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO U FG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

O Meétodo de eutandsia: anestesia (cetamina e xilazina) seguida de decapitacdo.
O Destino do animal: Carcagcas incineradas na EVZ.

V — Comentirios do relator frente as orientacdes da CEUA:

O Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Estao de acordo com as exigéncias da CEUA/UFG.

O Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Apos o atendimento das
pendéncias, estdo de acordo com as Normativas do CONCEA.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentagio apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informacio aos pesquisadores:

Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora responsavel devera
encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatorio Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de
publicagdes decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e Resolugdo
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatorio ¢ de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, a qual esta prevista para
finalizar suas a¢des até 31/12/2021.

VII - Data da reunido: 15/05/2017.
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Murine macrophages do not support proliferation of Leishmania (Viannia)
braziliensis amastigotes even in absence of nitric oxide and presence of

high arginase activity
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Abstract

Leishmania (Viannia) braziliensis is the main species responsible for American
tegumentary leishmanias in Brazil. Nevertheless, the use of this parasite specie
to study Leishmania infection in murine model has been less conducted when
compared with other Leishmania species. The control of murine infection with
Leishmania has been associated with nitric oxide (NO) produced by inducible NO
synthase (iNOS) from M1 macrophage, while arginase expressed by M2
macrophages is related to Leishmania proliferation. Here we use three different
strains of L. (V.) braziliensis and one strain of L. (L.) major to study a 9 days
infection of macrophages in vitro. Wild type bone marrow derived macrophages
(BMDM) supported proliferation of L.(L) major amastigotes from the 3™ day after
infection, while all strains of L.(V.) braziliensis did not proliferate even inside IL-
4-treated or INOS Knockout (KO) macrophages. The arginase activity was higher
in INOS KO than IL-4 treated macrophage showing that absence of proliferation
is independent of arginase. Importantly, L. (V.) braziliensis were able to cause
uncontrolled disease in INOS KO mice in vivo demonstrated that murine
macrophages present at the site of infection receive additional stimuli beyond

inhibition of NO production or stimulation of arginase activity.

Keywords: Leishmania Viannia braziliensis, Leishmania major, amastigote.
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Introduction

Murine model of infection with different species of Leishmania have been
used extensively to study cutaneous leishmaniasis and offer a unique opportunity
to understanding the cellular and molecular mechanisms in the site of infection
(Scorza et al. 2017). The mouse L. (L.) major infection model had a paramount
relevance to understanding Leishmania infection due to be the first one to show
the presence of immune regulation of disease outcome in vivo based on Th1/Th2
paradigm (Alexander and Brombacher 2012; Heinzel et al. 1989). Although
murine infection with L. (L.) major helped to understand several immunological
parameters of Leishmania infection in animal and in human, this model fails to
explain all aspects of the disease behavior caused by other leishmania species
(Alexander and Brombacher 2012).

Leishmania (V.) braziliensis is the most common etiologic agent
responsible for American tegumentary leishmaniasis in Brazil, nevertheless the
use of this parasite specie to study leishmania infection in murine model has been
less conducted when compared with other Leishmania species (Mears et al.
2015). Primary work using murine model infected with one strain of L. (V.)
braziliensis showed a chronical infection in BALB/c mice with no sign of resolution
in some animals, while C57BL/6 mice presented no evidence of infection (child
1984). More recent works, using different field isolates of L. (V.) braziliensis from
two different groups, showed that the pattern of lesion is variable dependent on
the strain of parasites. Additionally, C57BL/6 mice can develop higher lesion than
BALB/c mainly in later periods (Pereira et al. 2009; Pires Ada et al. 2015). These
authors also showed no self-healing lesions for at least 10 weeks in infection
caused by some parasite strains in both C57BL/6 and BALB/c mice. While it was
never described an uncontrolled disseminated lesion caused by L. (V.)
braziliensis in wild type (WT) mouse, live parasites can be found in different
organs of C57BL/6 mice during infection, including lymph node and spleen
(Gomes et al. 2016; Pereira et al. 2009).

Different from WT mice, mouse that lack Th1 related molecules such as
IFN-g or inducible nitric oxide synthase (iNOS) enzyme develop uncontrolled
lesion with high number of parasites that disseminate to several organs when
infected by any L. (V.) braziliensis strains tested (Gomes et al. 2016; Oliveira et
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al. 2010; Rocha et al. 2007). These data clearly show that even in murine WT
models there is a niche of host cells that support the persistence of parasite for
long period. Additionally, the presence of Th1 response with high NO production
is crucial to avoid leishmania proliferation and disease development. On the other
hand, absence of Th1 response create an environment where host cells are
highly susceptible to infection supporting uncontrolled amastigote proliferation.

The cell population that supports leishmania persistence and/or
proliferation is still not well defined and seems to be different among infections
with different parasites species (Bogdan 2020). Initial works using infected
murine model suggested that undifferentiated phagocytes (Mirkovich et al. 1986)
or mature macrophages (Stenger et al. 1996) were responsible for maintaining
the parasite viability in vivo. Based on the Th1/Th2 paradigm and after the
definition of M1 and M2 macrophage as a mirror of Th1/Th2 immune response
(Mills et al. 2000), it was suggested that M2 macrophages were responsible to
keep the parasite alive, while M1 macrophages were related to the parasite killing
(Iniesta et al. 2001; Iniesta et al. 2002; Taylor-Robinson 2001).

More recent data suggest that the main host cell responsible for the
persistence of L. (L.) major in experimental leishmaniasis are the dermal
macrophages showing a IL-4-dependent M2 profile with high arginase activity
and negative for iINOS (Lee et al. 2018). Other important cell responsible to
maintain live L. (L.) major amastigotes in vivo in murine model are inflammatory
monocytes identified as CD11b+Ly6C+CCR2+CX3CR1+ (Romano et al. 2017)
and CD11c+Ly6C+CCR2+F4/80+ cells (Heyde et al. 2018). For of L.(V.)
braziliensis, the main host cell that support persistence/proliferation in murine
infection is less clear, however, cells with the M2 profile with high arginase activity
and low NO production seems to be important to promote more severe disease
(Costa et al. 2011). Here we analyzed the ability of L. (L.) major and L. (V.)

brazilienis to proliferate inside murine macrophages in vitro for a 9 days period.
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MATERIAL AND METHODS

Mice

Female wild type (WT) C57BL/6 and INOS KO mice were used, aged 8-10
weeks. INOS KO mice were originally purchased from Jackson Laboratories,
ME/USA. Mice were bred at the animal facilities of Federal University of
Goias/IPTSP, Brazil and maintained in a clean conventional mouse facility with
ad libitum access to water and food. All the experimental procedures were
conducted according to the guidelines of the Animal Research Ethical Committee
(CEUA) of the Federal University of Goias, approved under the protocol
047/2017.

Parasites

In this study were used promastigote parasites of L. (L.) major
(MHOM/IL/80/Friedlin) and parasites obtained from patients with localized
cutaneous leishmaniasis (MHOM/BR/2008/JCJ8c; MHOM/BR/2003/IMG3c;
MHOM/BR/2005/RPL5c;) previously characterized as L. (V.) braziliensis
(Oliveira et al. 2010). Parasites were cultured in 24-well culture plates and passed
every 3 days starting with 1 x 10% promastigotes/mL (for L. (L.) major) and 1 x
10°% promastigotes per mL (for L. (L.) braziliensis) in Grace’s Insect Medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with inactivated 20% fetal
bovine serum (FBS-Cripion, Andradina, SP, Brasil), 2% human urine, 2 mM L-
glutamine (Sigma-Aldrich), 100 U/mL penicillin (Sigma-Aldrich) and 100 ug/mL
streptomycin (Sigma-Aldrich). Parasites in the stationary growth phase were
harvested 5 days after the beginning of the culture and washed three times in
PBS before using.
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Infection of bone marrow-derived macrophage

Bone marrow-derived macrophage (BMDM) from WT and iNOS KO mice
was obtained as described before (Oliveira et al. 2003). Briefly, single cell
suspensions of bone marrow cells were obtained by flushing the femurs and tibia
of mice with sterile PBS. The cell suspension (including erythrocytes) was
cultured at 35°C, 5% CO2, in 24-wells culture plates (Corning-Costar -
Kennebunk, ME, EUA), at 5 x 10° cells/ 500 pL, in complete RPMI medium
(Sigma-Aldrich) supplemented with 2 mM glutamine, 10mM HEPES (Sigma-
Aldrich), 100 U/mL penicillin, 100 ug/mL streptomycin sulfate, 50 uM 2-ME
(Sigma-Aldrich) and 10 % FBS. It was added to the medium 30 % (v/v) L929
(ATCC) cell culture supernatant as source of M-CSF. The supernatants were
aspirated and medium was replenished every two days in order to renew the
cytokine and nutrients’ source. After 9 days the plates were washed with PBS
and cultured in supplemented RPMI with 1x108 promastigote parasites of L. (V.)
braziliensis or 2x10° promastigotes of L. (L.) major for 3h. Cells were washed 5X
with PBS to removal remove non-internalized parasites and cultured with
supplemented RPMI for different periods. In some experiments, cells were
stimulated with 200 ng/mL of lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli O111:B4;
Sigma-Aldrich) and 20 ng/mL of IFN-y (Biolegend) for 4 hours before add parasite
or 10 ng/ml of IL-4 (Biolegend) 18h before add parasites. Plates were stained
with Instantprov kit (Newprov, Pinhais, PR, Brasil) and three hundred cells were
counted to determine the percentage of infected cells and the mean number of

intracellular amastigotes per infected cell under an inverted microscope.

Nitrite assay for the estimation of nitric oxide (NO)

Supernatant of BMDM culture was measured by Griess assay as
described previously (Green et al. 1990). The culture supernatant (50uL) was
placed in 96-wells culture plates and then added Griess reagent (0,5%
sulfanilamide, 0,05% naphazoline hydrochloride, and 2.5% ortho-phosphoric
acid) for 10 min at room temperature. The absorbance at 550 nm was determined

in an ELISA reader. The results were expressed as uM of nitrite based on a
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standard curve established by known concentrations of sodium nitrite (NaNOz,

Sigma-Aldrich) dissolved in culture medium.

Mouse infection

Groups of three mice were injected in the left footpad with 1x108
promastigote parasites and paw swelling was measured weekly using a dial
thickness gauge (Mitutoyo, Kawasaki, Japan); the increase in paw thickness was
calculated as the difference between the left paw (infected) and the right one

(uninfected control paw).

Arginase activity assay

The plate containing cells were washed twice with PBS and then the cells
were resuspended in 100 uL of lysis buffer (Tris—HCI 500 mM pH 7.5 and Triton
1%). The arginase activity was determined by urea production as described
previously (Corraliza et al. 1994) with some modifications. Briefly, the cell lysate
(50 pl) was added to 50 pL of 50 mM Tris—HCI buffer (pH 7.5) containing 10 mM
MnClz (Vetec, Brazil). These samples were activated by heating the mixture at
56°C for 10 min. The hydrolysis reaction of L-arginine by arginase was carried
out by incubating the lysate with 50 pyL of 0.5M L-arginine (pH 9.7; Sigma
Chemical Co., USA) at 37°C for 1 h. The reaction was stopped by the addition of
200 pL H2S04:H4PO4:H20 (1:3:7).

Subsequently, 25 yL of 9.0 % a-isonitropropiophenone solution in absolute
ethanol was added and incubated at 100°C for 45 min. For the color development,
120uL of the solution from each sample (in duplicates) was transferred to a
microplate and read in the ELISA reader on the 550nm filter. The standard curve

was made using the assay detection limit for 0.015 mg / mL of urea.

Statistical analysis

The data are presented as mean + SD and were compared for significance
by Student’s t test or ANOVA followed by Tukey test using the Graph-Pad Prism
Software 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA). P <0.05 was considered significant.
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Results

To evaluate the parasite survival inside of macrophage for long periods,
BMDM from C57BL/6 mice were cultured with three different strains of L.(V)
braziliensis or one strain of L. (L.) major promastigotes for three hours followed
by washing to exclude non-internalized parasites. The percentage of infected
cells (Fig 1A) and the number of parasites per infected BMDM (Fig1B) decreased
significantly three days after infection when parasites form of L.(V) braziliensis
species were used. The percentage of parasites and the number of amastigotes
from L. (V.) braziliensis slightly decreased 9 days after infection, but it did not
reach statistical significance. Infection of BMDM from BALB/c mice and elicited
peritoneal macrophages from C57BL/6 or BALB/c mice showed similar results
(data not shown), demonstrating clearly that non stimulated murine macrophages
does not support proliferation of L.(V) braziliensis amastigotes, at least for the
period tested.

On the contrary, infection of BMDM from C57BL/6 mice with L. (L.) major
supported the proliferation of amastigotes demonstrated by a high percentage of
infected cells and number of amastigotes inside macrophages (Fig 1A and 1B).
In these experiments it was used lower number of parasites from L. (L.) major
species because previous experiment indicated great proliferation of amastigotes
from this species, what make it difficult to count the parasites after three days
period. Even using this low dose, we were unable to quantify properly the
infection at 9 days period with this parasite specie. Because it was not observed
significant proliferation or killing of L.(V) braziliensis amastigotes inside of non-
stimulated BMDM among three and nine days after infection, we decide to
investigate the survival of amastigotes inside of macrophages activated with IFN-
g + LPS (M1) or with IL-4 (M2). Initially we demonstrated that three days after
adding IFN-g + LPS it was possible to observe significant production of NO by
BMDM that was not altered by the presence of L.(V) braziliensis amastigotes (Fig
2A).

We also demonstrated that arginase activity increased three days after
adding IL-4 and the presence of L.(V) braziliensis amastigotes increased this
activity in IL-4 stimulated BMDM (Fig 2B). The increase of NO in M1
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macrophages was related with the complete elimination of L.(V) braziliensis
amastigotes (Fig 3A and C), but the generation of M2 macrophages by IL-4 did
not change the ability of L.(V) braziliensis amastigotes to grow (Fig 3 B and D).
Because the presence of NO was related to the killing of L.(V) braziliensis
amastigotes, we decide to observe whether absence of NO in macrophages
could allow L.(V) braziliensis amastigotes. For that, BMDM was infected with
L.(V) braziliensis and followed for 9 days. Similar to what was observed for WT
BMDM, the percentage of infected macrophages and the number of parasites
inside macrophage did not change between three and 9 days after infection (Fig
4A and 4B).

As expected, we were not able to observe significant production of NO in
INOS KO BMDM and interestingly, we observed that arginase activity in iNOS
KO BMDM was higher than in IL-4 treated WT BMDM, but absence of NO in
macrophage with high arginase activity did not support proliferation of L.(V)
braziliensis amastigotes (Fig 4). Infection of different WT mouse strains with L.(V)
braziliensis does not support progressive infection (Gomes et al. 2016) what is in
agreement with the results presented in this work, however, the absence of
proliferation of parasites for 9 days in INOS KO BMDM was a surprise.

To verify the ability of this parasite strain used in this work to cause lesion
in mice we infected WT and iNOS KO mice paw with promastigote parasites and
followed the lesion size. As demonstrated in figure 5, both WT and iNOS KO mice
developed similar and mensurable lesion 3 weeks after infection, however, INOS
KO mice was unable to control the disease after the 4" week while WT mice was
cured at the 8" week. This data showed that absence of iNOS in mice do support
the proliferation of parasites in vivo, but the additional alteration that occurs in the
macrophages to support the growing of L.(V) braziliensis parasites in vivo that is

beyond of absence NO production still not know.
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Discussion

Persistence and long-term survival of Leishmania parasites in murine
models has been widely studied but it still a matter of debate (Bogdan 2020). The
search for a “safe target” for Leishmania parasite allows us to identify the cells
responsible for maintaining the parasite in the host and also the cell that promote
amastigote proliferation. Most of studies in murine model were done with
parasites other than L. (V.) braziliensis. Here we showed that while unstimulated
murine BMDM support proliferation of L. (L.) major amastigotes, this cell does not
allow proliferation of amastigotes from L. (V.) braziliensis species at last for 9
days in culture. This absence of proliferation was observed for all three different
L. (V.) braziliensis strains used.

Infection of WT mice with L. (L.) major present a clear dichotomy where
some mouse strain, such as BALB/c mice, develop uncontrolled disease and
other, such as C57BL/6 mice, develop self-healing lesions (Heinzel et al. 1989).
This dichotomy was explained by the Th1/Th2 paradigm, but this immunological
model is not clear for murine infection with other Leishmania species (Alexander
and Bryson 2005). For instance, injection of L. (V.) braziliensis in the paw or ear
of WT mice shows parasite replication in the site of infection accompanied by the
development of a small lesion which size and duration depends on the parasite
isolate and mouse strain (Costa et al. 2011; Gomes et al. 2016; Pereira et al.
2009; Rocha et al. 2007). However, it was never described the development of
uncontrolled disseminated disease due to a Th2 immune response in non-
immunosuppressed WT mice when they are challenged with different strains of
L. (V.) braziliensis. On the other hand, mouse that lack Th1 related molecules
such as IFN-g or iNOS develop uncontrolled lesion with high number of parasites
(Gomes et al. 2016; Oliveira et al. 2010; Rocha et al. 2007).

These data prove that murine host cells support L. (V.) braziliensis
amastigote proliferation and the control of parasite in mice can be mediated by
NO stimulated by IFN-g. Because macrophages are believed to be the replicative
niche for leishmania parasites and are the major NO-producing cell in infected
site (Bogdan 2020), it was expected that the absence of INOS in macrophage
rendered this cell to be highly susceptible to infection and permissive to L. (V.)
braziliensis amastigote proliferation. We confirmed here that the absence of INOS
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in murine macrophages allow uncontrolled proliferation of L. (V.) braziliensis
parasites in vivo. However, iINOS KO macrophages does not support L. (V.)
braziliensis amastigote proliferation for nine days in culture. This data indicates
that for L. (V.) braziliensis amastigote proliferation, the host cell must have some
additional properties that is missing in INOS KO macrophages.

The presence of arginase 1 in macrophages seems to be essential to
generate L (L.) major susceptible cells (Iniesta et al. 2005). This enzyme converts
L-arginine to L-ornithine that is further converted in polyamines, which are
important for proliferation of different cell types, including for Leishmania
parasites. Additionally, arginase 1 from macrophages competes with the
macrophage enzyme iNOS synthase, decreasing the availability of L-arginine for
NO production and consequently inhibiting the parasite killing (Iniesta et al. 2005).
Recently it was demonstrated important cell populations responsible to maintain
live L. (L.) major amastigotes in vivo in murine model. These population including
the tissue-resident dermal macrophage (Lee et al. 2018); Inflammatory
monocytes identified as CD11b+ Ly6C+CCR2+CX3CR1+ (Romano et al. 2017)
and CD11c+ Ly6C+CCR2+ F4/80+ cells (Heyde et al. 2018).

At least, for the tissue-resident dermal macrophage it was showed that
these cells have a M2 phenotype with high arginase 1 activity, even in a Th1-
dominant environment. In the case of L.(L.) amazonensis, it was described that
the inflammatory IFN-g dependent CCR2+ monocytes become a permissive
population of cell expressing PDL1 and arginase 1 that supports amastigote
proliferation (Carneiro et al. 2020) . The importance of arginase to allow parasite
proliferation was demonstrated when the enzyme was depleted in hematopoietic
and endothelial cells, what rendered L. (L.) major susceptible BALB/c mice to
resistant (Schleicher et al. 2016). This supports the idea that M2 macrophages
bearing high arginase activity are important to maintain a high proliferative
capacity of L. (L.) major in vivo. Interestingly, absence of arginase 1 in
hematopoietic and endothelial cells of the L. (L.) major resistant C57BL/6 did not
affect the parasite burden in the site of infection, showing that some proliferative
capacity could be achieved independent of the presence of arginase in
macrophages (Paduch et al. 2019).

It is important to mention that larger lesion with higher parasite burden
caused by more virulent L. (V.) braziliensis was associated with higher IL-4
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depended arginase activity (Costa et al. 2011). Based on this information, it would
be expected some amastigote proliferation in M2 macrophages with high
arginase activity. Again, we did not observe any amastigote proliferation in IL-4
treated WT macrophages that had increased arginase activity. Additionally, INOS
KO macrophages presented higher arginase activity than IL-4 treated WT
macrophage but they are also unable to support L. (V.) braziliensis amastigote
proliferation indicating that the arginase activity is not the missing factor in INOS
KO macrophages that halt proliferation. Several studies have demonstrated a
great plasticity and subdivision of M2 macrophages and their potential to support
Leishmania proliferation (Bogdan 2020; Carneiro et al. 2021; Murray et al. 2014).

Beyond the IL-4-stimulated M2 macrophage, also known as MZ2a
macrophages, other subtypes such as immunocomplex-stimulated macrophages
(M2b); IL-10 and TGF-R-stimulated macrophages (M2c) and adenosine-
stimulated macrophage (M2d) were related to be more susceptible to Leishmania
infection (Bogdan 2020; Carneiro et al. 2021; Figueiredo et al. 2016). Additionally,
it is clear that macrophages committed to the M2 profile change their proteins,
lipids and carbohydrates metabolic profile (Geeraerts et al. 2017), what
interferers with nutrient availability for parasite proliferation. Importantly, it is
evident that Leishmania parasites also interferes with macrophage metabolism
and the metabolic reprogramming of macrophages by Leishmania differ between
species (Bogdan 2020).

In this work we showed that C57BL/6 BMDMs supports proliferation of L.
(L.) major amastigotes, but they are not that permissive for L. (V.) braziliensis
amastigote. The precise reason for this difference is not known, however, it is
possible that these parasites have different ability to modulate metabolic activity
in macrophages or they have some differences between nutrients needs.
Knowing the characteristics of the “safe targets” for parasites proliferation and the
amastigote needs of different species is important to search for better methods
to interfere with the diversity forms of leishmaniasis caused by different species.
In particular, more studies related to L. (V.) braziliensis due to its important

relevance for public health in the South America.
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Figure 1. Survival of L. (V.) braziliensis and L. (L.). major inside macrophages. Bone
marrow derived macrophages (BMDM) were infected with stationary phase
promastigotes of L. (V.) braziliensis (IMG3c, JCJ8c; RPL5c) at the ratio 10:1
(amastigotes: macrophage) or L. L. major (Friedlin) at the ratio 2:1. Cells were cultured
with promastigotes for 3 h, washed and cultured for until 9 days. The data represent the
mean * SD of the percentage of infected cells (A) or the number of amastigote/infected
cells (B) of from six independent experiments. * indicate difference among 3 hour and

later time points by two way Anova followed by Tukey test (p <0.05). ND = Not done.
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Figure 2. Nitric oxide production and arginase activity of cAMf or AAMf infected
with L. (V.) braziliensis. Bone marrow derived macrophages (BMDM) were treated with
20 ng/mL of IFNg + 200 ng/ mL of LPS for 4h (A) or 10 ng/ mL of IL-4 for 20h (B) and
then infected with stationary phase promastigotes of L. (V.) braziliensis JCJ8c at the ratio
10:1 (amastigotes: macrophage) for 48h. The data represent the mean + SD of the nitrite
detected in culture supernatant assayed by Griess method (A) or arginase activity
measured by urea production assayed by Corraliza method (B) from three independent
experiments. * indicate difference among untreated and treated macrophages and #
indicate difference between IL-4 treated BMDM with or without leishmania by two-way

Anova followed by Tukey test (p <0.05).

92



it~ B E 3h
3 Days

804
60
T "
40 -
204
*
T 0-
*
¥
©
¥

-
B [=13 =] o
o o (=] Q
]

*

N
o

% infected macrophages

(=]

amastigotes/ infected
macrophage
(]

A

] *

o 1
(o]

w

-
i
x }c,

Figure 3. Survival of L. (V.) braziliensis inside cAM¢ or AAM¢. Bone marrow derived
macrophages (BMDM) were treated with 20 ng/mL of IFN y + 200 ng/ mL of LPS for 4h
(A, C) or 10 ng/ mL of IL-4 for 20h (B, D) and infected with stationary phase
promastigotes of L. (V.) braziliensis JCJ8c at the ratio 10:1 (amastigotes: macrophage).
Cells were cultured with promastigotes for 3 h, washed and cultured for 3 days. The data
represent the mean + SD of the percentage of infected cells (A, B) or the number of
amastigote/infected cells (C, D) of from six independent experiments. *indicate

difference between 3 hour and 3 days by Student’s t test (p <0.05).
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Figure 4. Survival of L. (V.) braziliensis inside iNOSKO M¢. Bone marrow derived
macrophages (BMDM) from iINOSKO C57BL/6 mice were infected with stationary phase
promastigotes of L. (V.) braziliensis JCJ8c at the ratio 10:1 (amastigotes: macrophage).
Cells were cultured with promastigotes for 3 h, washed and cultured for until 9 days. The
data represent the mean £ SD of the percentage of infected cells (A) or the number of
amastigote/infected cells (B) of from four independent experiments. * indicate difference
among 3 hour and later time points by two way Anova followed by Tukey test (p <0.05).
(C) BMDM from WT or INOSKO C57BL/6 mice were treated with 20 ng/mL of IFNy + 200
ng/ mL of LPS for 4h or (D) 10 ng/ mL of IL-4 for 20h and then infected with stationary
phase promastigotes of L. (V.) braziliensis JCJ8c at the ratio 10:1 (amastigotes:
macrophage) for 48h. The data represent the mean x SD of the nitrite detected in culture
supernatant assayed by Griess method (D) or arginase activity measured by urea
production assayed by Corraliza method (B) from three independent experiments. *
indicate difference among untreated and treated macrophages and # indicate difference
among iINOSKO M¢ and IL-4 treated M¢ by two-way Anova followed by Tukey test (p
<0.05).
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Figure 5: Lesion size triggered in WT and iNOSKO mice by L. (V.) braziliensis. Paw
swelling of WT (gray) and iNOSKO mice (black) was followed weekly after infection with
1,000,000 stationary phase promastigotes of L. (V.) braziliensis JCJ8c. The values
presented are the mean + SD of the difference between the infected and contralateral
paw of a representative experiment from three independent experiments with 3 mice
each. * indicate difference between WT and INOSKO mice lesions at the same week by
Student’s t test (p <0.05).
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