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RESUMO

A Leishmania braziliensis é o principal agente etioldgico da leishmaniose tegumentar (LT) no
Brasil. Os antimoniais sdo os farmacos de primeira escolha para o tratamento da LT, entretanto, os
emergentes relatos de resisténcia a esses farmacos t€m comprometido o tratamento e o controle da
doenca. Estudos sobre a resposta inflamatdéria inicial induzida por cepas com perfil de resisténcia
sao importantes para entender como estes parasitos evadem da resposta protetora do hospedeiro.
O objetivo deste trabalho foi comparar a resposta imunoldgica de macréfagos infectados por cepas
de Leishmania braziliensis resistente (LbR) e suscetivel (LbS) ao antimoniato de meglumina
in vitro. Para tanto, macréfagos J774 (MJ774) foram infectados com cepas LbR ou LbS e
apos 24, 48 e 72h foram avaliados: carga parasitaria, producao de citocinas (fator de necrose
tumoral [TNF-«], interleucina 12 [IL-12], interleucina 4 [IL-4] e interleucina 10 [IL-10]), bem
como mediadores do estresse oxidativo (6xido nitrico [NO], malondialdeido [MDA], catalase
[CAT], superoxido dismutase [SOD] e glutationa reduzida [GSH]). Os resultados mostraram que
MJ774 infectados por LbR apresentaram aumento significante na carga parasitdria com 48 e 72h,
quando comparados com MJ774 infectados por LbS, que por sua vez, apresentaram significativa
queda na carga parasitaria em relacdo aos tempos de infec¢ao analisados. Com 24h de infeccao,
LbR induziu um ambiente com niveis maiores de TNF-c, 1L-12, IL-4 e catalase, do que o
induzido por LbS, que mostrou niveis maiores apenas de IL-10. Com 48h de estimulo, ocorreu
também uma inversdo no ambiente com LbR, com niveis mais baixos de TNF-« e IL-12 e niveis
mais altos de IL-4, IL-10 e catalase, diferente do ambiente com LbS, que mostrou perfil mais
inflamatdrio, com niveis mais altos de IL-12, TNF-a, NO e mais baixos de IL-4, IL-10 e catalase.
Este perfil de resposta continuou sendo observados com 72h para ambas as cepas, com exce¢ao
dos niveis de SOD e NO que permaneceram com niveis mais altos no ambiente com a cepa
LbS. Em suma, os dados deste trabalho sugerem que a cepa de L. braziliensis resistente induz
precocemente um ambiente com perfil mais inflamatério do que a cepa suscetivel, e mais tarde
consegue reverter para um ambiente imunologicamente mais permissivo a sua sobrevivéncia,
mantendo carga parasitaria maior do que a da cepa suscetivel e suportando melhor a pressao do
ambiente microbicida, o que pode dificultar o tratamento, levar a persisténcia da doenca por mais

tempo e dificultando.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis. Leishmaniose tegumentar. Resisténcia ao antimonio.



ABSTRACT

Leishmania braziliensis is the main etiological agent of cutaneous leishmaniasis (CL) in Brazil.
Antimonials are the first-choice drugs for CL treatment; however, emerging reports of drug
resistance have compromised the treatment and disease control. Studies on the initial inflamma-
tory response induced by strains with a resistant profile are important to understand how these
parasites evade the host’s protective response. The objective of this study was to compare the
immune response of macrophages infected with strains of Leishmania braziliensis resistant (LbR)
and susceptible (LbS) to meglumine antimoniate in vitro. Macrophages J774 (MJ774) were
infected with LbR or LbS strains, and after 24, 48, and 72h, parasitic load, cytokine production
(tumor necrosis factor [TNF-«], interleukin 12 [IL-12], interleukin 4 [IL-4] and interleukin 10
[IL-10]), as well as mediators of oxidative stress (nitric oxide [NO], malondialdehyde [MDA],
catalase [CAT], superoxide dismutase [SOD] and reduced glutathione [GSH]) were evaluated.
The results showed that MJ774 infected with LbR presented a significant increase in parasitic
load at 48 and 72h compared to MJ774 infected with LbS, which, in turn, showed a significant
decrease in parasitic load over time. At 24h post-infection, LbR induced an environment with
higher levels of TNF-o, IL-12, IL-4, and CAT than that induced by LbS, which showed higher
levels of only IL-10. At 48h post-infection, there was a shift of the environment with LbR
infection, with lower levels of TNF-o and IL-12 and higher levels of IL-4, IL-10, and CAT. This
is different from the environment with LbS, that showed a more inflammatory profile, with higher
levels of IL-12, TNF-a, NO, and lower levels of IL-4, IL-10, and CAT. These inflammatory
were environment still observed at 72h for both strains, except for SOD and NO levels which
remained higher in the environment with LbS strain infection. In summary, the data from this
study suggest that the resistant strain of L. braziliensis early on induces a more inflammatory
environment than the susceptible strain. Later, it can transition to an immunologically permissive
environment for its survival, maintaining a higher parasite load compared to the susceptible
strain, and better withstanding the pressure of the microbicidal environment. This could hinder

treatment efficacy, leading to prolonged disease persistence.

Keywords: Leishmania braziliensis. Cutaneous leishmaniasis. Inflammatory reaction. Antimony

resistance.
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1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia

Leishmaniose representa um complexo de doencas do tipo antropozoondtica. A
Organizacdo Mundial da Saide (OMS) classifica a leishmaniose como uma Doenca Tropical
Negligenciada, sendo considerada endémica em varios paises, onde sdo relatados mais de 1
milhdo de novos casos a cada ano (SCORZA et al., 2017; WHO, 2021).

Essa doenca pode se manifestar através das duas formas clinicas principais: a
Leishmaniose cutanea (LC), conhecida também como tegumentar nas Américas, (LTA) que afeta
pele e mucosas e a Leishmaniose visceral (LV) ou calazar, que afeta 6rgaos internos. A LC é
capaz de acometer a pele e os linfonodos, causando tlceras, enquanto a LV pode comprometer
figado, baco e medula dssea, levando a morte individuos nao tratados (CUTOLO et al., 2021;
WHO, 2021).

A leishmaniose representa um problema de saide publica em quatro regides eco-
epidemioldgicas do mundo: Américas, Leste e Norte da Africa, Oeste e Sudeste Asidtico. A
doenca pode ocorrer de diversas maneiras, dependendo do lugar e do tempo, principalmente,
quando se considera a invasdo dos seres humanos no ciclo silvestre do parasita. Em outros casos,
a transmissdo da doenga ocorre de forma antroponética, onde o ser humano € a tinica fonte de
infeccdo para o vetor, como é comum na India e durante a propagacio da epidemia na Africa
Oriental (SUNDAR et al., 2012). No Novo e Velho Mundo, a transmissao geralmente acontece
de forma doméstica e peridoméstica (RUIZ-POSTIGO et al., 2021).

Fatores considerados essenciais para a manutencao do controle epidemiolégico da
leishmaniose sdo acdes voltadas ao saneamento basico, dentre estas, podemos citar o abaste-
cimento de dgua, esgotamento sanitdrio, limpeza publica, drenagem pluvial e o controle de
vetores (RIBEIRO et al., 2017). Assim, a leishmaniose afeta principalmente os paises mais
pobres, sobretudo regides na Africa, Asia e América Latina, cuja populago estd mais associada
a problemas de cunho social, como condi¢des precarias de habitagdo com presenca de animais
reservatorios, desnutri¢do e falta de acesso a saneamento basico e servicos de satide (SANTOS
et al., 2000; TEODORO et al., 2007). As mudancas climédticas ocasionadas pelo processo de
aquecimento global associado a fatores como falta de saneamento basico contribuem para o
aumento da distribui¢do geografica e a sazonalidade da leishmaniose (MENDES et al., 2016).

Segundo a OMS (WHO, 2021), 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas,
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bacia do Mediterraneo, Oriente Médio e Asia Central (Figura 1). No continente americano, a

Leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem distribui¢dao do norte da Argentina até o sul dos

EUA.

Figura 1 —Distribui¢do da Leishmaniose tegumentar no mundo
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Fonte: WHO (2021).

No territdrio brasileiro, a LTA sofreu um processo de expansdo desde a década de
1980, quando sua predominancia ocorria na regido nordeste do pais, gerando, assim, um processo
de urbanizacao do vetor (PRADELLA et al., 2021). As ocorréncias de LTA continuam crescentes,
sendo registradas, nos tltimos 5 anos, em média, 21.000 casos/ano, com coeficiente de incidéncia
de 8,6 casos/100.000 habitantes. Entre as regides brasileiras, a regido Norte apresentou, no
ultimo ano, o maior coeficiente, cerca de 46,4 casos/100.000 habitantes, seguida das regides
Centro-Oeste, com 17,2 casos/10.000 habitantes, € Nordeste, com 8 casos/100.000 habitantes
(BRASIL, 2021).

Na regido Nordeste, a LTA ocorre com maior frequéncia no estado do Ceard. De
janeiro de 2007 a dezembro de 2020, foram relatados 9224 casos, resultando numa média de
659 casos por ano. Em uma analise temporal realizada pela Superintendéncia Regional (SR),
houve um aumento de casos observados de LTA na SR Norte e SR Fortaleza em 2020 quando
comparado ao ano de 2019, com exce¢ao da SR Cariri, onde ocorreu uma redugdo de 23,68%.
Nao foram registrados casos na SR Litoral Leste no ano de 2020 (Figura 2).

No periodo compreendido entre 2007 e 2020, ocorreram 17 mortes relacionadas
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Figura 2 — Distribui¢do do niimero de casos de LTA por Superintendéncia Regional, Ceard, 2019
e 2020.
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Fonte: Ceard (2021).

a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no estado do Ceard, de acordo com registros
do Sinan. Observou-se uma taxa de letalidade relativamente baixa, correspondente somente
a 0,18%. E importante ressaltar que ndo foram registrados 6bitos em 2015 e 2018. O ano de
2013 apresentou o maior nimero de mortes, com trés casos, € a taxa de letalidade mais elevada,

correspondente a 0,61% (CEARA, 2021).

1.2 Leishmaniose tegumentar americana

A LTA ¢é considerada uma doenca infecciosa, mas ndo contagiosa e geralmente é
indolor e de cardter cronico (SANTANA et al., 2021). A doenca € causada por seu agente
etioldgico, o protozodrio intracelular digenético pertencente a familia Trypanosomatidae, género
Leishmania, que reine mais de 30 espécies, sendo 11 delas de interesse clinico (CECILIO et
al., 2014). No territorio brasileiro, existem vérias espécies de leishmanias causadores da LTA.

Entretanto, entre as mais prevalentes, podem ser citadas: Leishmania (Leishmania) amazonensis,
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L. (Viannia) guyanensis e L.(V.) braziliensis. Dentre estas trés espécies citadas, a L. braziliensis
é a predominante no Brasil, tanto em niimero de casos quanto em distribuicio (CONCEICAO-
SILVA; ALVES, 2014).

A LTA apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas, denominadas Leish-
maniose cutanea localizada (LCL), Leishmaniose disseminada (LD), Leishmaniose cutanea
difusa (LCD) e Leishmaniose mucocutianea (LMC) (TORRES-GUERRERO et al., 2017; RI-
BEIRO et al., 2017). Entre estas manifestagdes, a L. braziliensis pode causar LCL, LD e
LMC.

A Leishmaniose cutanea localizada (LCL) é a forma mais prevalente do espectro,
com aparecimento de lesdes ulcerativas unicas, isoladas no local da picada do inseto vetor,
apresentando fundo necrético e bordas elevadas, podendo ou ndo terem cura espontanea (GOTO;
LINDOSO, 2010). A Leishmaniose disseminada (LD) é uma forma rara e emergente, caracteri-
zada por expressar multiplas lesdes pleomorficas, em duas ou mais regides distintas do corpo e
que afeta individuos imunossuprimidos, possibilitando o aparecimento de infec¢des bacterianas
secundarias (SOUSA et al., 2016; SCORZA et al., 2017).

A Leishmaniose cutanea difusa (LCD) é a forma incomum e grave, podendo ser
identificada pela ocorréncia de miultiplas lesdes satélites que tendem a se fundir formando placas
que cobrem grandes dreas da pele. As lesdes apresentam predominantemente caracteristicas
nodulares ou papulares, contendo uma quantidade significativa de amastigotas, mas ndo ulceram
(GOTO; LINDOSO, 2010; SCORZA et al., 2017). A Leishmaniose mucosa (LM) é caracterizada
por uma resposta inflamatdria exacerbada na regido da orofaringe, onde o individuo apresenta
lesdo extensiva interna e externa, podendo perder estruturas estéticas e funcionais, como nariz e

labios, gerando ulceras altamente destrutivas (BACELLAR et al., 2002; SCORZA et al., 2017).

1.3 Ciclo biolégico e transmissao

Os parasitos que causam as leishmanioses podem ser transmitidos aos seres humanos
ou outros mamiferos por insetos vetores fémeas hematéfagas do género Phlebotomus, no Velho
Mundo, e Lutzomyia, nas Américas, sendo capazes de se disseminarem para areas domiciliares
urbanas e rurais (AISSAOUI et al., 2021). Esses insetos sdo mais ativos no periodo crepuscular
e noturno. Durante o dia, costumam habitar lugares mais sombrios e imidos, protegidos do
vento, como em fendas e habitagdes humanas (VIEIRA et al., 2015). Entre os animais silvestres,

podem ser destacadas algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados e canideos silvestres
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(LAURENTT et al., 2013; ELMAHALLAWY et al., 2014).

Os protozodrios do género Leishmania sao parasitas intracelulares obrigatérios das
células do sistema fagocitico mononuclear e possuem a caracteristica de serem digenéticos, na
qual necessitam de, pelo menos, dois hospedeiros para completarem seu ciclo. Esses parasitas
apresentam as seguintes formas evolutivas durante o seu ciclo de vida: a forma promastigota, de
carater infectante, que sdo extracelulares e podem ser encontradas no tubo digestivo do vetor, e
a forma amastigota, que nio possuem flagelo exteriorizado, apenas interno, sdo intracelulares

obrigatdrios e estdo presentes nos tecidos dos hospedeiros vertebrados.(Figura3) (BRASIL,

2017).

Figura 3 — Formas da Leishmania spp. promastigota (A) e amastigota (B).
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Fonte: Brasil (2017).

O contato do parasita com o vetor se inicia quando a fémea do flebotomineo estd apta
a se alimentar do sangue para o desenvolvimento de seus 6vulos. Ao realizar o repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado infectado, a fémea do vetor pode ingerir a forma amastigota da
Leishmania, seja livre no tecido ou dentro de macréfagos infectados. Assim que chegam ao trato
digestivo do inseto, as amastigotas se diferenciam para a forma promastigota prociclica e se
fixam na parede intestinal. Apds passarem por processos de maturagao e metaciclogénese, elas
se transformam em promastigotas metaciclicas, que sdo a forma infectante para os vertebrados,
migrando para a parte anterior do intestino do flebotomineo. Quando o inseto realiza um novo
repasto sanguineo, ocorre a regurgitacdo na derme do hospedeiro vertebrado da forma promasti-
gota metaciclica, juntamente com substancias presentes na saliva do vetor, como anticoagulantes,
vasodilatadores, inibidores de plaquetas, imunomoduladores e anti-inflamatérios. (Figura 4)
(CHAWLA; MADHUBALA, 2010; MONTALVO et al., 2012).

ApO6s adentrarem a derme, as células do sistema fagocitico mononuclear fagocitam o
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Figura 4 — Ciclo de vida do protozodrio Leishmania spp..
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Fonte: Adaptado de Montalvo et al. (2012).

parasita, formando o vacuolo parasitéforo, ou fagolisossomo, uma estrutura rica em enzimas, na
qual as formas promastigotas metaciclicas se diferencia em amastigotas. Estas, sofrem processos
de replicacdo no interior dos vacuolos até que ocorra a lise membranar dos macréfagos e, assim,
a forma amastigota fica livre no meio extracelular, estando apta para ser novamente fagocitada
por uma célula do sistema fagocitico mononuclear e continuar o processo de proliferacao do
parasita. O ciclo terd continuidade quando ocorrer um novo repasto sanguineo pelo inseto
flebotominio e este ingere a forma amastigota livre ou em macréfagos infectados (BURZA et al.,

2018; SHEIKH et al., 2020b).

1.4 Resposta imunolégica na leishmaniose tegumentar americana

A resposta imunoldgica do hospedeiro a Leishmania spp. é complexa e estd envol-
vida tanto com a resolu¢@o quanto com a prépria patogenia da doenga. Em alguns casos, essa
resposta pode evoluir para uma cura espontanea ou para uma resposta inflamatoéria acentuada,

caracterizando uma resisténcia ou susceptibilidade a doenga pelo hospedeiro. Apds a inoculagdo



21

do parasita, o sistema imune do hospedeiro age, inicialmente, através das células da imunidade
inata, como, por exemplo, os neutréfilos e as células apresentadoras de antigenos (APC): ma-
crofagos e células dendriticas (DC), que possuem a finalidade de fagocitar e eliminar o parasita
(CRUVINEL et al., 2010). Assim, embora os macréfagos sejam as células hospedeiras primarias
para o parasita, os mondcitos, DC e neutréfilos s@o recrutados para o local da infeccao, podendo
ser infectados e apresentarem um importante papel na resposta a infec¢dao (RIBEIRO-GOMES et
al., 2014).

Os neutroéfilos estdo entre as primeiras células a serem recrutadas para o local da
infeccdo e apresentam um papel crucial na imunopatogénese da leishmaniose, pois conseguem
expressar receptores do tipo Toll (TLR) e interagir com padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) na superficie da Leishmania. Entretanto, dependendo do hospedeiro e da
espécie do parasita, os neutréfilos podem provocar a morte ou abrigar os parasitos (HEINZEL et
al., 1993; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SCORZA et al., 2017).

Os neutréfilos podem fagocitar os parasitas e durante este processo ocorre a fusao
dos granulos celulares com o fagossoma, garantindo a ativagdo da NADPH oxidase, enzima
fundamental ao metabolismo oxidativo (NORDENFELT; TAPPER, 2011). Essa enzima pode
produzir o anion superdxido, representando uma espécies reativas de oxigénio (EROS) que,
juntamente com a presenca de proteases, hidrolases dcidas, 6xido nitrico (NO) e a liberacao de
granulos toxicos por parte dos neutréfilos, podem levar a formacao de um ambiente com forte
acdo microbicida (SEGAL, 2005).

Embora ocorra a morte de parasitos pelos neutréfilos, alguns conseguem sobreviver
dentro dos fagossomos, até estas células de defesa sofrerem apoptose. Durante esse mesmo
periodo, os macréfagos chegam ao local da infec¢ao e fagocitam os neutréfilos apoptéticos,
reconhecendo a presenca de fosfatidilserina em sua membrana externa. A captura de neutréfilos
infectados que estdo sofrendo apoptose por macréfagos nao desencadeia uma resposta infla-
matdria, facilitando a entrada silenciosa dos parasitas nos macréfagos, com a sinalizacao por
receptores Mertirosina quinase (MERTK) e aumento da liberagao de TGF-f promovendo, assim,
um estado anti-inflamatério destas células de defesa e uma maior replicagdo intracelular dos
parasitos. Desse modo, os neutréfilos tém a capacidade de atuar como hospedeiros temporarios
para a Leishmania, permitindo que a entrada ocorra por meio de dois mecanismos distintos
chamados "cavalo de Troia"e "coelho de Troia". (ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS et al.,
2008; RIBEIRO-GOMES et al., 2015).
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Os mecanismos conhecidos como "cavalo de Troia"e "coelho de Troia"na infec¢do
por Leishmania spp. sdao duas formas distintas de invasdo das células hospedeiras pelos parasitas.
No caso do mecanismo "cavalo de Troia", as promastigotas de Leishmania sao fagocitadas por
macréfagos. Uma vez dentro dessas células, as promastigotas sofrem uma transformacdo em
amastigotas e passam a se reproduzir, resultando na destrui¢ao da célula hospedeira e na liberagdo
de novos parasitas capazes de infectar outras células. No caso do mecanismo "coelho de Troia",
as promastigotas sairiam dos neutréfilos pouco antes de serem fagocitadas pelos macréfagos. Em
ambos 0s casos, as promastigotas aproveitam os neutréfilos como hospedeiros temporarios até a
chegada dos macréfagos, que sao seus hospedeiros definitivos (ZANDBERGEN et al., 2004;
PETERS et al., 2008).

Com isso, as respostas microbicidas sdo suprimidas durante a infec¢cdo dos macroé-
fagos e células dendriticas. E importante ressaltar que, nas células dendriticas, temos uma
reducdo na capacidade de apresentacdo de antigenos as células T, pois essas células infectadas
reduzem a expressao dos receptores co-estimuladores CD40 e CD80 (ZANDBERGEN et al.,
2004; PETERS et al., 2008; RIBEIRO-GOMES et al., 2015; CONCEICAO et al., 2016).

Nos ultimos anos, foi descoberta uma nova estratégia utilizada pelos neutréfilos,
denominada "neutrophil extracelular traps” — armadilha extracelular de neutréfilos (NET).
Netose € o termo utilizado para descrever a morte do neutréfilo para a formacdo de NETs. A
netose ¢ uma categoria de morte celular, pois o contetido presente no interior da célula, como
DNA e proteinas, sdo liberados em forma de rede para o meio extracelular onde os micro-
organismos sdo capturados ficando presos a esta. Com isso, essa estrutura em forma de rede
consegue concentrar moléculas antimicrobianas. Esse mecanismo de morte difere da necrose e
apoptose, pois nao ocorre exposicao de fosfatidilserina na membrana externa da célula e nem
fragmentacdo do DNA. Além disso, foi demonstrado que o tratamento dos neutr6filos com
inibidores de caspases e de necrose nao interferiram no processo de netose, mostrando que
essas vias tem formas independentes e objetivam impedir a dissemina¢@o do agente infeccioso
(GUIMARAES-COSTA et al., 2009; ROCHAEL et al., 2015; BARROS, 2016).

Além dos neutroéfilos, os macrofagos e as células dendriticas, recrutados para o com-
bate ao parasita, podem ser infectados e terem importantes e distintos papéis na imunopatogénese
da doencga. Mondcitos inflamatérios e uma resposta de célula T auxiliar (CD4+) do tipo 1 (Thl)
sdo criticos para controlar a infec¢do, enquanto a gravidade e a cronicidade da doenga podem

ser exacerbadas por neutréfilos, produgdo excessiva de citocinas pré-inflamatdrias, como IL-1f,
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IL-2, IL-8, IFN-vy e TNF-¢, ou respostas dominadas por células T citotéxicas (CD8+) ou CD4+
do tipo 2 (Th2) (CRUVINEL er al., 2010; CECILIO et al., 2014; SCOTT; NOVAIS, 2016;
KUPANI et al., 2021).

Parasitos resistentes aos mecanismos imunoldgicos ndo especificos serdo reconheci-
dos e processados por células apresentadoras de antigenos (APC). As células dendriticas s@o as
APCs mais importantes, pois fazem uma ponte ligando a imunidade inata a adaptativa. As APCs
podem desempenhar fungdes diretas e diversas sobre a resposta imunoldgica, levando a ativagao,
assim como tolerancia e anergia (FEIJO ef al., 2016). As DC infectadas sdo as principais células
responsdveis pelo inicio da resposta imune adaptativa, sendo a principal fonte de IL-12 (LEON
et al.,2007). A maioria das DC sdo derivadas de mondcitos recrutados para o sitio de inflamagdo
onde estd presente o parasita. Assim, estas se diferenciam em DC e migram para os linfonodos,
onde as células "natural killer" - exterminadoras naturais (NK), ativadas pela infec¢ado com o
parasita, sdo recrutadas para o paracértex dos linfonodos e produzem IFN-v, estimulando, assim,
a sintese de IL-12 pela DC (Figura 5) (BAJENOFF et al., 2006).

Na imunidade inata, os macréfagos sao responsdveis principalmente pelo controle
de patégenos, enquanto na imunidade adaptativa, essas células participam do reconhecimento,
processamento e apresentacdo de antigenos as células T (CARVALHO et al., 2022). Os macréfa-
gos desempenham um papel duplamente importante no controle da infec¢io por Leishmania,
conseguem matar os parasitos, mas também podem oferecer um ambiente propicio para a
sua sobrevivéncia. Os macrofagos interagem com células T, além de produzirem moléculas e
mediadores para participar da resposta inflamatoria e reparo tecidual (MURRAY; WYNN, 2011).

Os macréfagos sdo células do sistema mononuclear fagocitico (SMF) presentes em
tecidos, diferenciados dos mondcitos, e apresentam dois fenétipos, M1 e M2, com o segundo
subdividido em M2a, M2b e M2c. A polarizacdo dos macréfagos nos fendtipos M1 e M2
depende dos sinais fornecidos pelo microambiente (PARISI et al., 2018). Os macréfagos M1
e M2 sao classificados com base em suas caracteristicas fenotipicas e fungdes. O perfil M1
(classicamente ativado) possui acao fagocitica e pro-inflamatoria, e ao serem ativados, produzem
citocinas como IL-12 e IFN-v, que originam substancias téxicas para os patégenos, como
radicais livres de oxigénio e Oxido Nitrico (MOSSER; EDWARDS, 2008; JAYARAMAN et al.,
2022). O perfil M2a (alternativamente ativado) € anti-inflamatério e atua no reparo de tecidos,
conseguindo depositar matriz extracelular e expressar TGF-f3, inibindo também expressdo de

citocinas inflamatdrias, como IFN-y e TNF-«, enquanto M2b e M2c sdo reguladores, expressam
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IL-10, limitando a progressdo da inflamacgao (ROJAS et al., 2015).

Apo6s a infec¢ao, os macrofagos e as DC sdo capazes de fagocitar a Leishmania.
Mas siao os macréfagos presentes no sitio da infeccao e os recrutados que albergam o maior
nimero de parasitos (PETERS et al., 2008; HSIAO et al., 2011). No processo de fagocitose,
teremos a a¢do de citocinas como IFN-v, IL-1 e TNF-a que conseguem estimular os macréfagos,
causando uma atividade microbicida, com a formag¢dao de EROS, como o anion superéxido e o
peréxido de hidrogénio, gerados pela explosdo respiratdria que ocorre durante a fagocitose e a
montagem de NADPH oxidase, assim como espécies reativas de nitrogénio, geradas pela NO
sintase induzivel (iNOS), sendo, todos estes, importantes mediadores que promovem a morte
intracelular dos parasitos (UENO; WILSON, 2012; OLEKHNOVITCH et al., 2014; RAl et al.,
2018; LIBURKIN-DAN et al., 2018).

As células T sdo outros componentes muito importantes na resposta imunoldgica a
patdgenos. Os eventos imunolégicos iniciais, num periodo de 24 a 48 horas pds-infec¢ao, sao
criticos para determinar o perfil de resposta do linfocito T auxiliar (CD4+) na leishmaniose. As
células T s@o compostas por dois subtipos importantes que conseguem modular o seguimento
da resposta imune. As células T auxiliar (CD4+) do tipo 1 (Th1) sdo as principais produtoras
de citocinas pro-inflamatoérias, como TNF-o e IFN-y. As células T CD4 + do tipo 2 (Th2)
produzem citocinas anti-inflamatérias, como as interleucinas IL-4 e IL-10 (SCOTT et al., 1988;
SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SCOTT; NOVAIS, 2016).

A presenc¢a de um microambiente rico em IL-12 faz com que as células T CD4 se
desenvolvam para o perfil Th1, produzindo mais IFN-y, que com IL-12, atuam nos macréfagos
infectados, levando a sua ativacdo pela via cldssica e promovendo o seu desenvolvimento para o
perfil M1. A retroalimentacdo entre macréfagos M1 e a subpopulacao de linfécitos Thl é crucial
para a eliminagdo de patégeno intracelular (UZONNA et al., 2004; SCOTT; NOVAIS, 2016).
Os macréfagos M1 vao apresentar atividade microbicida e levam ao desencadeamento de uma
explosdo oxidativa, sendo a principal fonte de IFN-7y na cronicidade da doenca. Os macréfagos
ativados produzem e liberam niveis elevados de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1, L-6 €
TNF-o (LIU; UZONNA, 2012; ROJAS et al., 2015).

Por outro lado, a producao de IL-4 por células dendriticas deixa o microambiente
rico com estas citocinas, fazendo com que os linfécitos T CD4 se desenvolvam para o perfil Th2.
As células Th2 produzem as citocinas IL-4 e IL-13 que promovem a ativagdo por via alternativa

dos macré6fagos, proporcionando o desenvolvimento para o perfil M2, levando producio de
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citocinas anti-inflamatérias, como o IL-10, regulacdo positiva da atividade da arginase e producao
de poliaminas, que vao favorecer a proliferacio intracelular de parasitos (MUXEL et al., 2017).

Os parasitos sdo capazes de inibir produ¢do de IL-12, além de aumentar a expressao
de IL-10 e TGF-f, caracteristicas do fen6tipo M2a e M2b, ideais para a protecdo contra o estresse
oxidativo e a sobrevivéncia dos parasitos enquanto a disponibilidade de nutrientes ¢ melhorada.
A 1inibi¢ao de IL-12, por si, ja € associada a diminui¢ao da producdo de IFN-y por outras
células, dificultando mais ainda a ativagdo de macréfagos para destruicdo dos parasitos. Além
disso, as células T reguladoras de ocorréncia natural (Treg) e os macréfagos infectados também
produzem algumas citocinas imunorreguladoras, incluindo IL-10 e TGF-f, que contribuem para
a reducdo da atividade microbicida do macréfago, levando a manutengdo e o desenvolvimento
do parasito no interior dos fagossomos do macréfago. A presenga, portanto, de mediadores anti-
inflamatérios, como IL-10, IL-4 e TGF-f, sdo caracteristicas de susceptibilidade de macréfagos
a proliferacao da Leishmania e progressao da doenca (KAYE; SCOTT, 2011; SANS-FONS et
al., 2013; PETRITUS et al., 2012).

Os macréfagos desempenham um papel crucial na destruicdo do parasito apds a
fagocitose. Para isso, existem diversos mecanismos utilizados por essas células de defesa para
eliminar a Leishmania intracelular, como a acdo de um poderoso sistema oxidante, incluindo
o NADPH, que estd envolvido na producdo de intermedidrios oxigenados téxicos, como o
anion superoxido, peréxido de hidrogénio e o radical hidroxila. Além disso, os macréfagos
também produzem radicais nitrogenados, como o 6xido nitrico (NO), originados pelo perfil
pré-inflamatério M1 quando estimulados pelo IFN-v. Esse radical € biossintetizado a partir da
L-arginina pela enzima iNOS. Essas espécies intermedidrias sdo toxicas individualmente e, pelas
suas caracteristicas quimicas, sdo altamente reativas, levando a formacgao de outros radicais ou
moléculas com toxicidade potencializada, como a formag¢ado do peroxinitrito (STAMLER et al.,
1992; LIU; UZONNA, 2012; ROJAS et al., 2015).

Entretanto, os parasitos pertencentes ao género Leishmania empregaram vdrias
estratégias para evadir o sistema imunoldgico do hospedeiro, sendo que alguns aspectos sao
fundamentais para promover essa evasdo. Uma vez dentro dos vactolos do compartimento
endossomal, o 6xido nitrico (NO) € um dos principais componentes toxicos presente nos fa-
£0ssomos, juntamente com outros compostos oxigenados. A forma amastigota desse parasito
demonstra uma habilidade especifica para sobreviver em seus hospedeiros, seja suprimindo a

producdo de NO, resistindo a sua a¢do direta ou até mesmo produzindo seu proprio NO (KIMA,
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2007). Além disso, a Leishmania interfere na via metabdlica da L-arginina, possivelmente
reduzindo a disponibilidade desse substrato para a iNOS na célula hospedeira, através de uma
apropriagdo desse substrato. Essa acao levaria a uma diminui¢do na producao de NO pela via
induzida da NOS. Como resultado, o parasito ndo apenas reduziria os niveis prejudiciais de NO
produzidos por essa via, mas também se beneficiaria do substrato para produzir seu préprio NO
(GENESTRA et al., 2003b; GENESTRA et al., 2003a; REGUERA et al., 2009).

Para a defesa contra as espécies reativas oxigenadas, temos a acdo da enzima supero-
xido dismutase (SOD), que vai converter o anion superéxido em peréxido de hidrogénio. A SOD
pode ser encontrada em todos os organismos eucariotos (JAMES, 1994; FAIRLAMB; CERAMI,
1992).

Tanto a célula hospedeira quanto o parasito também possuem um sistema antioxi-
dante altamente eficaz, responsaveis pela eliminagdo do peréxido de hidrogénio. Esse sistema
¢ composto pelas enzimas catalase e glutationa na sua forma reduzida (GSH, L-glutamil-L-
cisteinil-glicina). Além disso, nos tripanossomatideos, a neutralizacdo do peréxido de hidrogénio
também pode ser realizada pela acdo da tripanotiona (T) e da enzima tripanotiona redutase
(TR), um sistema de defesa antioxidante semelhante ao da glutationa-redutase presente nos
mamiferos. Tais fatos potencializam a sobrevivéncia do parasito no interior da célula hospedeira.
Assim, a formacdo desses radicais ocorre ndo somente na célula hospedeira como também nos
parasitos, em processos inter-relacionados, que irdo definir o estabelecimento ou ndo de infeccao
(CASTRO-PINTO et al., 2014; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).

Estudos demonstram que as formas amastigotas virulentas apresentam uma alta
atividade de enzimas capazes de atuarem como detoxificadora de EROS antes que eles causem
a lesdo celular (BARBOSA et al., 2010). Esta linha de defesa € constituida pela glutationa
peroxidase na forma reduzida (GSH) (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).

Além disso, um complexo de defesa enzimético antioxidante composto pelas enzimas
superéxido dismutase (SOD) e catalase representam um importante mecanismo de defesa contra
a acdo de macréfagos. O MDA (Malondialdeido), como produto de degradacdao dos acidos
graxos, pode ser produzido durante o estresse oxidativo gerado pela infec¢do, podendo atuar
como um agente pré-inflamatério e contribuir para a inflamagao tecidual durante a infecc¢ao por
Leishmania spp. Desta forma, as amastigotas apresentam atividade enzimaética elevada capaz
de eliminar as EROs, utilizando SOD, GSH e catalase (DEREURE et al., 2003; BENALI et al.,
2015; DEREURE et al., 2003).
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Figura 5 — Células dendriticas e macréfagos regulando o resultado da infeccdo por Leishmania
Spp.
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Fonte: Dubie e Mohammed (2020), com adaptacdes.

1.5 Tratamento das leishmanioses

Apesar de décadas de pesquisa, ndo existe ainda vacina eficaz contra as leishmanioses
aprovada para uso humano, parcialmente devido ao fato de que ha relatos claros de falta de
protecdo. Sao vdrios os fatores que influenciam no tratamento adequado. entre eles, pode-
se destacar: a espécie do parasito, a localizacdo geogréfica, comorbidades e a manifestacao
clinica da doenca. A quimioterapia dessas doengas tem sido baseada no uso de componentes de
antimoOnio, antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sddio (Pentostam®),
ambos administrados por via intramuscular ou intravenosa.

Embora essas medicacdes sejam consideradas eficazes, s@o inimeros os relatos
de efeitos colaterais em pacientes cardiopatas, causando cardiotoxicidade. Além disso, os
antimoniais pentavalentes também provocam: intervalo cardiopulmonar prolongado, arritmia
cardiaca, nefrotoxicidade ventricular, arritmia cardiaca, hepatotoxicidade e niveis elevados de
enzimas pancredticas. Assim, a administracdo desses medicamentos requerem a supervisao
clinica ou hospitalizacdo durante o tratamento por causa dos efeitos colaterais e toxicidade
(CHAN-BACAB; PENA-RODRIGUEZ, 2001; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; MENEZES et
al., 2015; SHEIKH et al., 2020a).
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Os estudos sugerem, como mecanismo de acdo, que os antimoniais pentavalentes,
apds penetrarem o organismo, passam por biotransformacao para antimoniato trivalente, mais
toxico e letal para o parasito, ligando-se a polipeptidios, inibindo as enzimas da via glicolitica,
da beta-oxidacdo e a DNA topoisomerase, provocando o efluxo de tripanotiona e glutationa,
sendo as promastigotas menos sensiveis que as amastigotas (AMATO et al., 2008; SOUZA et
al., 2010b), além de determinar alteracdes na membrana plasmaética parasitdria, observadas por
microscopia eletronica (HALDAR et al., 2011). Também foi mostrado que o tratamento com
antimoniato de meglumina aumenta a fagocitose, induzir a produ¢do de anion superéxido, TNF-«
e, consequentemente, NO por células do SMF, apresentando, desta forma, efeito imunomodulador
(MUNIZ-JUNQUEIRA; PAULA-COELHO, 2008; SALDANHA et al., 2012; PETRITUS et al.,
2012; PEREIRA et al., 2021).

Entre os motivos pelos quais o tratamento com antimonial falha, estdo as sub dosa-
gens, tratamento irregular e/ou abandono e, na LTA, a quantidade de lesdes (RODRIGUES et al.,
2006). A ndo utilizacdo correta dos antimoniais, principalmente devido a tratamentos irregulares
e incompletos, expde os parasitos a pressoes seletivas que guiam a evolucao de resisténcia, sendo
0 maior problema que delineia o tratamento com os antimoniais na atualidade. Os mecanismos
pelos quais ocorrem resisténcia aos antimoniais sdo diversos, como diminuicdo da reducao da
forma pentavalente para a trivalente, aumento de enzimas e precursores de glutationa e tripano-
tiona, ou sequestro e acimulo do antimonial em vactiolos. Também foi demonstrado em cepa
resistente L. amazonensis que nao ocorre diminuicdo da absor¢ao de antimonial (BERMAN et
al., 1989; BLUM et al., 2004; CROFT et al., 2006).

Os emergentes relatos da resisténcia ao antimonio em pacientes com leishmaniose em
varias partes do mundo tem comprometido severamente a habilidade de controlar a doenca. Além
disso, a resisténcia aos antimoniais pode significar uma situagdo alarmante frente ao aumento
dos casos de coinfeccao com HIV (CROFT et al., 2006; SOUZA et al., 2010a). Diante deste
contexto, este estudo tem o objetivo de avaliar in vitro a interagdo entre macréfagos humanos
nos estdgios iniciais da infeccao com cepa de Leishmania braziliensis resistente ou susceptiveis
ao tratamento com antimoénio. Consequentemente, o desenvolvimento de futuras estratégias
terapéuticas para a leishmaniose pode se beneficiar bastante de estudos que se concentrem na
compreensao mais clara de como estas células contribuem para a resposta imune e inflamatdria
contra parasitos resistentes ou susceptiveis ao tratamento, principalmente para aqueles que j4 sdo

resistentes aos medicamentos recorrentes.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, a leishmaniose tegumentar representa um importante problema de saude
publica. No Estado do Cear4, a LT tem como agente etioldgico a L. braziliensis que pode causar
lesdes autolimitadas ou formas mais graves, como a mucocutanea, que apresenta comprometi-
mento das mucosas da orofaringe, podendo levar a deformidades e/ou morte, ou a disseminada
em individuos imunossuprimidos.

Na resposta inicial a Leishmania, os macréfagos sdo responsdveis pelo controle
do parasito, e mais tarde, participam do reconhecimento, processamento e apresentacdao de
antigenos as células T. Essas células produzem moléculas e mediadores para participar da
resposta inflamatdria e reparo tecidual. Os macréfagos constituem a primeira linha de defesa
contra patégenos intracelulares e induzem o desenvolvimento da resposta Thl via secre¢cao
de IL-12. Os principais mecanismos utilizados por essas células para eliminar Leishmania
intracelular incluem o sistema NADPH, através de EROs e a producao de 6xido nitrico (NO),
sob estimulacdo de IFN-Y.

Os farmacos utilizados para o tratamento das leishmanioses sdo os antimoniais
pentavalentes, que apesar de eficazes, geralmente, apresentam efeitos colaterais graves e varias
inconveniéncias, entre elas, o surgimento de cepas resistentes, acarretando mais dificuldades
para o tratamento.

Estudos para determinar se os macréfagos respondem de maneira diferente as cepas
de Leishmania resistentes ou susceptiveis ao tratamento com o antimonio, sdo de grande relevan-
cia porque podem trazer benéficos para estratégias nao convencionais que foquem em amplificar
as fun¢des da resposta imune inata, particularmente aquelas fun¢des que podem exercer direta

atividade leishmanicida.



30

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a resposta imune de macréfagos infectados por cepas de Leishmania

braziliensis resistente e suscetivel ao antimoniato de meglumina

3.2 Objetivos especificos

1-Avaliar carga parasitaria em macréfagos, ap6s a infeccao por cepas de L.braziliensis
resistente e suscetivel ao antimoniato de meglumina;

2-Determinar a atividade dos mediadores inflamatorios catalase, SOD, GSH, MDA e
NO por macréfagos infectados por cepas de L. braziliensis resistente e suscetivel ao antimoniato
de meglumina;

3-Determinar o perfil da atividade de citocinas (TNF-a, IL-12, IL-4 e IL-10) por
macréfagos infectados por cepas de L. braziliensis resistente e suscetivel ao antimoniato de

meglumina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parasitos

As cepas de L. braziliensis utilizadas no estudo foram: Thor (MCAN/BR/98/R619),
atenciosamente disponibilizada pela Dra. Alda Cruz, FIOCRUZ-RJ, reconhecida por ser susceti-
vel ao tratamento com antimOnio; e LTCP393, gentilmente fornecida pelo Prof. Roque Pacheco
Almeida, da Universidade Federal de Sergipe.

A cepa Thor foi isolada de um cdo da raca dinamarqués com LTC, proveniente
do bairro Itaipuacu, municipio de Maricad —RJ. O isolado foi caracterizado por isoenzimas
apresentando padrio tipico de L. braziliensis (SERRA et al., 2003).

A cepa LTCP393 foi isolada de um paciente masculino com 26 anos que apresentava
diversas lesdes de pele que variavam em tamanho e com a presenca de doenca mucosa. O
paciente foi tratado com diversos cursos de antimonio, pentoxifilina e anfotericina B ao longo de
20 anos antes de ser considerado curado. Apds testes in vitro, a LTCP393 foi referenciada como
parasito resistente ao antimonio e NO (COSTA et al., 2011).

Os parasitos foram cultivados in vitro a 25°C em tubos de ensaio com meio Neal,
Novy, e MacNeal (N.N.N.), contendo Schneider suplementado com 20% de Soro fetal bovino
(SBF) inativo, 2% de urina humana estéril, 100 U/ml de penicilina e 100t g/ml de estreptomicina
(Sigma-Aldrich). Para os experimentos, foram utilizadas promastigotas até a 5. passagem
de cultivo. As promastigotas foram submetidas a trés ciclos de lavagem com salina estéril
gelada, com centrifugagdo a 3.000 rpm, por 15 min a 4°C e ajustadas com meio RPMI para
as concentragdes desejadas em cada experimento. A viabilidade dos parasitos foi analisada ao

microscopio optico.

4.2 Cultura e infeccio de macrofagos J774

Macroéfagos da linhagem J774 foram cultivados em meio RPMI 1640, suplementado
com 20% de SBF, 50 uM/ de 2-mercaptoetanol, 2 mM L-glutamina, e antibiéticos (100 U/mL
de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina) e mantidos em estufa de CO; a 5%, 95% de umidade,
a 37°C. Apos crescimento das células, a cultura foi centrifugada a 1500 rpm, por 10 minutos a
4°C, e, em seguida, o precipitado de células foi ressuspendido em meio RPMI suplementado.

Os macrofagos foram distribuidos em placas de 24 pogos, de fundo chato, contendo laminulas
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redondas de vidro (23 mm), e incubados durante 24 horas para aderirem a superficie da laminula,
com concentracdo de 10° macréfagos/mL. Para a infec¢do dos macréfagos com L. braziliensis, a
cultura dos parasitos foi centrifugada a 3000 rpm, por 15 minutos a 4°C e, em seguida, foram
contados em camara de Neubauer e diluidos em meio RPMI suplementado na concentracao de
107 parasitos/mL. A taxa de infec¢do dos macréfagos foi mantida de 1 macréfago para cada 10
parasitos. Os macrofagos infectados foram incubados em estufa 5% de CO, a 37°C e 95% de
umidade por 24, 48 e 72 horas. Apds esse tempo, os sobrenadantes foram retirados dos pogos e

armazenados em freezer -20°C para posterior andlise dos mediadores inflamatérios.

4.3 Determinacao da taxa de infeccao de macroéfagos

Para quantificar o nivel de infec¢do dos macréfagos, as laminulas contendo as células
foram lavadas com salina, € em seguida, fixadas e coradas com corante Giemsa (Sigma-Aldrich).
As laminulas coradas foram montadas em laminas de vidro e examinadas em microscopia optica.

Areas de 50 células foram examinadas e o nimero de amastigotas/ 50 células foi determinado.

4.4 Dosagem de citocinas

O nivel das citocinas TNF-c, 1L-12, IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes obtidos da
cultura de macréfagos infectados foi determinada utilizando-se a técnica ELISA, como recomen-
dado pelo fabricante dos kits (BD Biosciences, San José, CA, USA). Brevemente, placas de 96
pocos, foram sensibilizadas por 12 a 18h com o anticorpo de captura anti-citocina purificado na
concentracdo determinada, a 4°C. A placa foi lavada, utilizando-se solu¢do de lavagem (Tampao
fosfato-salino (PBS) com Tween 20 a 0,05%), e em seguida foi realizado bloqueio com PBS e
SBF a 10%, seguido de incubac¢do por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS
+ Tween 20, foram adicionados o padrdo e as amostras em duplicata e, em seguida, a placa foi
incubada novamente por 2h. Ap6s lavagem com PBS + Tween 20, a placa foi incubada por 1h
com o anticorpo de deteccdo conjugado a enzima peroxidase. Apos nova lavagem, o substrato
foi adicionado. A placa foi incubada por 30 min, a temperatura ambiente e protegida da luz. A
reacgdo foi finalizada com écido fosférico (1:20) e a leitura realizada em leitor de microplacas
ELISA (Molecular Devices Corp.; Sunnyvale, CA, USA), usando filtro de 450nm. Os resultados
foram analisados utilizando-se o programa Softmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

USA).
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4.5 Quantificacdo de Proteinas Totais

A determinacdo da quantidade de proteinas totais foi realizada no Laboratério de
Produtos Naturais, da Universidade Federal do Ceara, cujo grupo de pesquisa é liderado pela
Dra. Fldavia Almeida Santos. Para essa quantificacao, foi utilizado o método colorimétrico
proposto por Lowry et al. (1951), com o kit DC Protein Assay (BioRad Laboratories), seguindo
as instrucdes do fabricante. Para calibrar o método, foi preparada uma curva padrao de Albumina
sérica bovina (BSA) diluida em tampao fosfato de potdssio (pH 7,4) com concentracdes variando
de 0,25 a 2,5 mg/ml. Em seguida, 5 ul de cada amostra ou BSA diluida foram pipetados em
triplicata em uma placa de 96 pogos. Adicionou-se 25 ul da solugao A (20 ul de reagente
S mais 1 ml de reagente A) e 200 ul do reagente B. A placa foi coberta com papel aluminio
e incubada no escuro, sob agitacdo leve, por 10 min. A leitura da absorbancia foi feita em
um espectrofotdmetro a 750 nm. A concentragao de proteina em cada amostra foi calculada a
partir da curva padrdo gerada com o BSA, plotando-se um gréfico da absorbancia em func¢do da
quantidade de proteina. Essa curva foi obtida por regressdo linear e os valores de absorbancia
medidos para cada amostra foram substituidos na equacao da curva para determinar as respectivas
concentracOes de proteina, utilizando o software GraphPad Prism 7.0 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, CA, USA).

4.6 Ensaio enzimatico da catalase

Para avaliar a atividade da enzima catalase, foi utilizada a metodologia descrita por
Beers e Sizer (1952). Para tanto, foi preparada uma solucio de peroxido de hidrogénio (0,059
M) com ums solug¢do tampdo fosfato de potassio gelado (0,05 M, pH 7,4), que foi utilizada como
substrato para o ensaio. Em uma cubeta de quartzo, adicionou-se 10 ul do sobrenadante da
amostra e 2 ml da solucdo tampao/peréxido de hidrogénio (0,059 M). A absorbéncia foi medida
em um espectrofotometro a 240 nm e a variagdo da absorbancia entre o primeiro € o sexto minuto
foi registrada. Os resultados foram expressos em mmol de catalase por minuto por grama de

proteina (mmol/min/g de proteina).

4.7 Dosagem de 6xido nitrico (NO)

Foi realizada nos sobrenadantes da cultura de macréfagos para detectar os niveis

de nitrito (NO,), por meio da reacdo de Griess (GREEN et al., 1982). Os sobrenadantes foram
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incubados em duplicata com o reagente de Griess (1:1 v/v), durante 10 min a temperatura
ambiente. A absorbancia foi medida em um espectrofotometro a 540 nm, e a concentracao de
NO, foi determinada usando uma curva padrdo de nitrito de sédio e expressa como pmol/mL.
Para evitar possiveis interferéncias de NO; presentes no meio, foi adicionado um branco para
cada experimento, utilizando RPMI suplementado, o qual € o meio utilizado na cultura das

células.

4.8 Ensaio enzimatico da superéxido dismutase (SOD)

Em uma camara escura, misturaram-se 10 ul do sobrenadante das amostras, 1 mL
do meio de reacdo (tampao fosfato de potdssio 50 uM, EDTA 100 nM e L-metionina 13 mM pH
7,8), 150 ul de NBT (Azul de nitrotetrazélio (NBT), 750 uM) e 300 ul de riboflavina (2 uM) em
tubos de vidro. A mistura foi exposta a lampada fluorescente (15 W) por 15 min e, em seguida, a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro a 560 nm (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

Os resultados foram expressos em unidades de enzima, representando a quantidade
de Super 6xido dismutase (SOD) necessdria para inibir a taxa de reducdo do NBT em 50% por

miligrama de proteina (U/mg de proteina).

4.9 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida(GSH)

A quantidade de Glutationa reduzida (GSH) foi medida usando o reagente de Ellman
(DTNB), seguindo o protocolo descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Para isso, 40 ul do
sobrenadante foram misturados com 50 ul de dgua destilada e 10 ul de acido tricloroacético
(TCA, 50%), em seguida, foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi transferido para uma placa de 96 pogos contendo tampao Trizma base (0,4 M) com EDTA
(0,02 M, pH 8,9) e DTNB (0,01 M). A absorbancia foi lida em um leitor de microplaca a 412 nm
dentro de 5 min apds a adi¢do de DTNB. As absorbancias foram convertidas para gmol de GSH
por grama de proteina usando uma curva padrdo de glutationa e os resultados foram expressos

como umol/g de proteina.

4.10 Determinacio dos niveis de malondialdeido

A peroxidagdo lipidica foi avaliada por meio da mensuracdo do Malondialdeido

(MDA), de acordo com o método descrito por Agar et al. (1999), com modificagdes. Para
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tanto, aliquotas de 100 ul dos sobrenadantes da cultura foram misturadas com dcido acético
20% e acido 2-tiobarbittrico 0,5% (diluido em &acido acético 20%, pH 2,4-2,6). A mistura foi
incubada em banho-maria a 95°C por 1 h e, em seguida, transferida para um banho de gelo
por 30 min. Em seguida, dodecil sulfato de sédio (SDS, 8,1%) foi adicionado e a mistura
foi centrifugada a 12000 rpm por 15 min, a 25°C. A leitura da amostra foi realizada em um
espectrofotometro com comprimento de onda em 532 nm. A curva padrao foi obtida utilizando
1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao. Os resultados foram expressos em mmols de MDA

por grama de proteina (mmol/g de proteina).

4.11 Analise estatistica

Todos os testes foram realizados usando o GraphPad Prism versdo 8.0 para Windows
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos como média e erro
padrao da média (SEM). Os dados foram analisados pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para
avaliar a distribuicao normal. Para a comparacao entre multiplos grupos, foi realizado o teste
one-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Bonferroni. Um nivel de significancia minimo de p

< 0,05 foi adotado em todos os testes.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da carga parasitaria em macroéfagos J774 apos infeccao por Leishmania

braziliensis resistente e suscetivel a antimonio.

Para a avaliac@o da carga parasitdria (Fig. 6), foi realizada a contagem de amastigotas
presentes em cinquenta macrofagos de linhagem J774 contados por campo. A contagem foi
realizada em macréfagos infectados com a cepa suscetivel Thor (LbS) e a resistente LTCP393

(LbR), nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Figura 6 — Carga parasitaria em macréfagos J774 infectados.
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Fonte: Elaborado pelo autor. A contagem da carga parasitdria em macréfagos apds a infeccdo com L. braziliensis
resistente e suscetivel foi realizada nos tempos de 24, 48 e 72 h com auxilio de microscpia 6ptica. Os valores
representam média aritmética + erro padrao da média de dois experimentos independentes. Legenda: Leishmania
braziliensis resistente (LbR); Leishmania braziliensis suscetivel (LbS).

Ao se analisar o tempo de 24 horas ap6s a infec¢do, foi observado que ndao houve
uma alteracao significativa ao se comparar a carga parasitaria de macréfagos infectados com
a cepa resistente (valor + EPM) com aqueles infectados com a cepa suscetivel (valor + EPM).
Entretanto, a cepa LbR aumentou significativamente a sua carga parasitaria nos macréfagos ao
se comparar o tempo de 48 horas (112,20 + 6,2 amastigotas) com o tempo de 24 horas (94,00 +

7,0 amastigotas), e permaneceu mais alta com 72h, em relagdo a LbS.
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Diferentemente da cepa resistente, a cepa suscetivel reduziu a sua carga parasitdria
nos macréfagos ao longo do tempo. Foi observado que a carga parasitaria dos macréfagos
infectados com a cepa LbS apresentou uma reducdo significativa (p < 0,05) quando comparados
os dados dos tempos de 24 horas (107,00 + 6,6 amastigotas), 48 horas (94,67 + 4,6 amastigotas)
e 72 horas (66,44 + 6,3 amastigotas). Notavelmente, o tempo de 72 horas mostrou uma redugao
significativa (p < 0,001).

ApO6s 48 horas da infeccdo, foi observado que a carga parasitdria de macrofagos
infectados com a cepa LbR (112,20 + 6,2 amastigotas) apresentou um aumento significativo (p <
0,05) em relagao aqueles infectados com a cepa LbS (94,67 £ 4,6 amastigotas). Entretanto, foi
observado que os macréfagos infectados com a cepa suscetivel tiveram uma reducgdo da carga
parasitaria ao serem comparados com 72 horas pds-infec¢ido. Dessa forma, a carga parasitdria de
macréfagos infectados com a cepa LbS com 48 horas € maior (94,67 £+ 4,6 amastigotas) do que
com 72 horas (66,44 + 6,3 amastigotas), e isso foi estatisticamente significante (p < 0,001).

Com 72 horas do estimulo inicial, foi observado que a carga parasitaria de macréfagos
infectados com a cepa resistente (98,67 £ 9,2 amastigotas) teve um aumento significativo (p
< 0,05) quando comparada com a daqueles infectados com a cepa suscetivel (66,44 + 6,3

amastigotas).

5.2 Producido de mediadores do estresse oxidativo por macrofagos infectados com L.

braziliensis resistente e suscetivel

A atividade dos marcadores antioxidantes, representados pelas enzimas catalase,
SOD e GSH, foram analisadas nos sobrenadantes das culturas de macréfagos infectados e do
controle, referentes aos tempos de 24, 48 e 72 horas apds a infec¢do de macréfagos com cepas
de LbR ou LbS, conforme figura 7.

Para a atividade da enzima catalase, foi observado que, no tempo referente a 24 horas,
a cepa resistente induziu a producio de catalase em maiores niveis (0,32 + 0,03 mmol/min/g de
proteina), e estatisticamente significante (p < 0,05), em relacdo aos induzidos pela cepa suscetivel
(0,18 £ 0,01 mmol/min/g de proteina) e o grupo controle (0,10 = 0,02 mmol/min/g de proteina)
(Figura 7).

Apo6s 48 horas, foi observado que a cepa resistente permaneceu induzindo uma
producdo de catalase em maiores niveis (0,28 + 0,02 mmol/min/g de proteina), e estatisticamente

significante (p < 0,05), em relacdo aos induzidos pela cepa suscetivel (0,17 = 0,01 mmol/min/g
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Figura 7 — Marcadores antioxidantes
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Fonte: Elaborado pelo autor. A produggj)hde marcadore::gtioxidantes (caiz?ase, SOD e GSH) por macréfagos
infectados com L. braziliensis resistente e suscetivel foi analisada nos tempos de 24, 48 e 72 h ap6s os estimulos. Os
valores representam média aritmética + erro padrdo da média de dois experimentos independentes. Legenda: SOD
= Super6xido Dismutase; GSH = Glutationa reduzida; M® = Macréfagos ndo infectados; Leishmania braziliensis
resistente (LbR); Leishmania braziliensis suscetivel (LbS); a = grupo controle; b = LbS.

de proteina) e o grupo controle (0,09 + 0,01 mmol/min/g de proteina). Entretanto, neste tempo
analisado, foi constatado também que a cepa LbS induziu um aumento significativo (p < 0,05)
na producao de catalase em relacdo ao grupo controle.

Na anélise do tempo correspondente a 72 horas apds a infec¢do, foi observado que a
cepa LbR (0,27 + 0,02 mmol/min/g de proteina) induziu um aumento significativo (p < 0,05) nos
niveis de catalase, tanto em relacio aos valores induzidos pela cepa LbS (0,15 £ 0,02 mmol/min/g
de proteina) quanto ao grupo controle (0,08 + 0,01 mmol/min/g de proteina).

Na andlise da atividade enzimdtica da superdxido dismutase (SOD), referentes aos
tempos de 24 e 48h ap6s a infeccdo, ndo foram observados aumentos relevantes nos niveis dessa
enzima induzidos por ambas as cepas, e nem destas em relacdo ao grupo controle. Entretanto,
apos 72h da infecg¢do, foi observado um aumento significativo (p < 0,05) induzidos pelas cepas
LbR (0,42 + 0,01 U/mg de proteina) e LbS (0,50 + 0,02 U/mg de proteina) em relagdo ao grupo
controle (0,19 £ 0,02 U/mg de proteina). Nao foi observado um aumento significativo entre os
niveis induzidos pelas duas cepas nesse tempo analisado (Figura 7).

Ao se analisar o GSH, foi observado que as cepas LbR e LbS ndo induziram aumentos

significativos entre elas e nem destas em relagido ao grupo controle nos trés tempos avaliados

(Figura 7).
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A atividade dos marcadores de oxidacgdo, representados pelo MDA e NO, foram
analisadas nos sobrenadantes das culturas, referentes aos tempos de 24, 48 e 72 horas apds a
infeccio de macréfagos com cepas de LbR ou LbS, conforme figura 8.

Para o MDA, nao foram observadas alteracdes significantes nos niveis induzidos
entre as cepas LbR e LbS e nem destas em relacdo ao grupo controle nos tempos analisados
(Figura 8).

Figura 8 — Marcadores de oxidac¢do
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Fonte: Elaborado pelo autor. A producgdo de marcadores de oxidagdo (MDA e NO) por macréfagos infectados com
L. braziliensis resistente e suscetivel foram analisados nos tempos de 24, 48 e 72 h ap6s os estimulos. Os valores
representam média aritmética + erro padrao da média de dois experimentos independentes. Legenda: MDA =
malondialdeido; NO = Oxido Nitrico; M® = Macréfagos ndo infectados; Leishmania braziliensis resistente (LbR);
Leishmania braziliensis suscetivel (LbS); a = grupo controle; b = LbR.

Na avaliacdo dos niveis de 6xido nitrico, foi observado, no tempo referente a 24
horas apés a infec¢@o, que ndo houve alteragdes significantes ao se comparar os niveis induzidos
entre as cepas LbR e LbS e nem da cepa resistente em relacdo ao grupo controle. Entretanto, foi
observado um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de NO induzidos pela cepa suscetivel
(5,75 £ 0,19 mmol/g de proteina) em relacdo apenas ao grupo controle (4,64 + 0,39 mmol/g de
proteina) (Figura 8).

Com 48 horas ap6s a infec¢do, ndo foram observadas alteracdes significantes entre
os niveis de NO, induzidos pela cepa LbR em relacao ao grupo controle. Contudo, a cepa LbS
(6,10 £ 0,07 mmol/g de proteina) induziu um aumento significativo (p < 0,05) nos niveis de NO,
tanto em relacdo a cepa LbR (5,18 + 0,04 mmol/g de proteina) quanto ao grupo controle (4,76 +
0,29 mmol/g de proteina).

Ap6s 72h da infeccdo, foi observado que a cepa LbS (6,33 + 0,19 mmol/g de proteina)
induziu um aumento significativo (p < 0,05) apenas em relacao ao grupo controle (5,25 + 0,15
mmol/g de proteina). Ndo foram observados aumentos significativos entre os niveis de NO

induzidos entre as cepas LbR e LbS.
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5.3 Quantificacao de citocinas pré-inflamatoérias por macroéfagos infectados com L. brazi-

liensis resistente e suscetivel

As citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-12 foram mensuradas nos tempos de 24,

48 e 72 horas e podem ser observadas no grafico representado pela figura 9.

Figura 9 — Quantificagdo da producdo de TNF-« e IL-12 por macréfagos infectados com L.
braziliensis resistente e suscetivel, apos 24, 48 e 72 horas dos estimulos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os sobrenadantes resultantes da infeccdo de macréfagos por L. braziliensis resistente e
suscetivel foram coletados apds 24, 48 e 72 horas de estimulos e utilizados para a dosagem de TNF-o e IL-12. Os
valores representam média aritmética + erro padrdo da média de dois experimentos independentes. Legenda: TNF-«
= Fator de Necrose Tumoral alfa; IL.-12: Interleucina 12; Leishmania braziliensis resistente (LbR); Leishmania
braziliensis suscetivel (LbS)

A figura 9 demonstra que, no tempo de 24 horas, a produ¢cdo de TNF-« induzida
pela cepa LbR (61,37 + 6,09 pg/ml) apresentou um aumento significativo (p < 0,05) em relacao
aos valores induzidos pela cepa LbS (27,61 + 3,19 pg/mL).

Ap6s 48 horas, a cepa LbS (66,62 + 15,39 pg/mL) induziu um aumento significativo
(p < 0,05) na producao de TNF-a em relacio aos niveis induzidos pela cepa LbR (21,23 + 2,53
pg/mL).
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Nas 72 horas posteriores a infec¢do, foi observado um aumento significativo (p <
0,05) nos niveis de TNF-o induzidos pela cepa LbS (8,37 + 0,68 pg/mL) em comparacdo aos
induzidos pela cepa LbR (5,24 + 0,22 pg/mL).

Quando analisado os dados da quantificagdo da citocina IL-12, no tempo de 24h,
foi verificado que esta citocina apresentou 0 mesmo comportamento de TNF-a, com aumento
significativo (p < 0,05) nos niveis induzidos pela cepa LbR (14,95 + 2,00 pg/mL) em relacdo aos
niveis induzidos pela cepa LbS (6,18 + 1,48 pg/mL).

Para o tempo de 48 horas, foi observada a inversdo com um aumento significativo
(p < 0,05) nos niveis de IL-12 induzidos pela cepa LbS (11,77 £ 2,51 pg/mL) em relacao aos
valores induzidos pela cepa LbR (2,81 + 0,48 pg/mL).

Ap6s 72 horas, ocorreu redugdo apenas nos niveis de IL.-12, tanto em relagdo aos
induzidos pela cepa resistente quanto em relacio aos induzidos pela cepa suscetivel. Entretanto,
foi constatado que os niveis de IL-12 induzidos pela cepa LbS (1,15 + 0,15 pg/mL) apresentaram
niveis mais altos e significativos (p < 0,05) em comparacdo aos niveis induzidos pela cepa LbR

(0,51 £ 0,10 pg/mL).

5.4 Quantificacio de citocinas anti-inflamatérias por macréfagos infectados com L. brazi-

liensis resistente e suscetivel

Foram mensuradas as citocinas IL-4 e IL-10 nos periodos de 24, 48 e 72 horas apos
a infec¢do e o resultado pode ser observado nos graficos presentes na figura 10.

Com 24 horas ap6s a infeccao, foi observado que a citocina IL-4 apresentou um
aumento significativo (p < 0,05) nos niveis induzidos pela cepa LbR (3,67 + 0,80 pg/mL) em
relag@o aos induzidos pela cepa LbS (1,86 + 0,34 pg/mL).

Ap6s 48 horas de infecgao, foi constatado aumento significativo (p < 0,05) nos niveis
induzidos pela cepa LbR (2,13 + 0,47 pg/mL) em relacio aos induzidos pela cepa LbS (0,81 +
0,07 pg/mL).

Com 72 horas ap6s a infec¢@o, ndo foram observados aumentos significativos nos
niveis induzidos pelas cepas LbR e LbS. Quando analisado os dados da citocina IL-10, foi
observado que a cepa LbS (84,59 + 3,88 pg/mL) induziu um aumento significativo (p < 0,05) em
relag@o aos valores induzidos pela cepa LbR (37,78 + 5,41 pg/mL).

Ap6s 48 horas, foi observado um aumento significativo (p < 0,05) nos valores

induzidos pela cepa LbR (38,71 + 4,26 pg/mL) em relagdo aos niveis induzidos pela cepa LbS
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Figura 10 — Quantificacdo da produgdo de IL-4 e IL-10 por macréfagos infectados com L.
braziliensis resistente e suscetivel, apos 24, 48 e 72 horas dos estimulos.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os sobrenadantes resultantes da infeccdo de macréfagos por L. braziliensis resistente e
suscetivel foram coletados apds 24, 48 e 72 horas de estimulos e utilizados para a dosagem de IL-4 e IL-10. Os
valores representam média aritmética + erro padrdo da média de dois experimentos independentes. Legenda: IL-4 =
Interleucina 4; IL-12 = Interleucina 12; Leishmania braziliensis resistente (LbR); Leishmania braziliensis suscetivel
(LbS).

(14,93 + 1,49 pg/mL).
Com 72 horas ap6s a infec¢ao, foi observada uma diferenca significativa (p < 0,05)

nos niveis de IL-10 induzidos pela cepa LbR (10,99 + 1,45 pg/mL) em relagdao aos valores
induzidos pela cepa LbS (4,66 + 1,63 pg/mL).
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6 DISCUSSAO

A resposta imune € crucial para controlar a infec¢ao por leishmaniose e evitar que
a doencga evolua para uma forma cronica. A intensidade da resposta imune e a capacidade do
organismo de controlar a infeccdo podem ser influenciadas pelos eventos iniciais. O objetivo
deste trabalho foi comparar a resposta imune, através da andlise da carga parasitaria, producao
de mediadores do estresse oxidativo e o perfil de citocinas em macréfagos apds a infec¢do por
cepa de L. braziliensis resistente e suscetivel ao antimoniato de meglumina nas primeiras horas
da infeccao.

Foi avaliada inicialmente a carga parasitiria de macréfagos, apos infecg¢do pelas
cepas de L. braziliensis resistente e suscetivel, nos tempos de 24, 48 e 72h. Os resultados
mostraram que apds 24 horas de infeccdo, ndo houve diferenca significativa entre a carga
parasitaria dos macrofagos infectados com as cepas resistente ou suscetivel, indicando que
ambas cepas conseguiram resistir € sobreviver nas primeiras horas da infec¢@o, o que sugere um
mecanismo de evasdo do parasita, tornando a infeccao inicial “silenciosa” e, portanto, evitando
que os parasitas fossem alvos mais faceis para a célula hospedeira. Entretanto, isso mudou
com o tempo, uma vez que com 48 e 72h pds-infec¢do, a carga parasitaria da cepa resistente
apresentou aumento significativo em relacdo a da cepa suscetivel. O oposto foi observado com a
cepa suscetivel, que apresentou reducdo significativa na sua carga parasitdria na linha dos tempos
analisados.

Apesar deste trabalho ter utilizado um modelo in vitro, tendo apenas a célula hos-
pedeira e o parasito no ambiente trabalhado, os resultados deste estudo corroboram com dados
ja descritos na literatura que sugerem que os mecanismos desencadeados no inicio da infec¢ao
por Leishmania, caracterizada como “fase silenciosa”, parecem ser decisivos na progressao da
doenca, uma vez que os parasitas ao serem menos detectados, teriam mais chance de serem bem
sucedidos no estabelecimento da infeccdo. Sugere-se também que existe um limite de infeccao
dos macroéfagos ou de parasitos liberados no meio extracelular para desencadear a resposta
imunoldgica e o surgimento da ulcera (BELKAID et al., 2000).

Como os dados iniciais com a carga parasitdria poderiam estar relacionados a um
conjunto de fatores que envolvem o equilibrio entre a indu¢do de um ambiente rico em citocinas
com caracteristicas pro ou anti-inflamatorias e a mediadores do estresse oxidativo, que sao nor-
malmente produzidos por macréfagos, apos infec¢@o por Leishmania, o segundo e terceiro passos

do trabalho foi avaliar o perfil de citocinas inflamatdrias e pré-inflamatdrias e os marcadores de
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oxidacdo e antioxidantes.

Foi observado que com 24 horas apds a infecg¢do, a cepa resistente induziu um
ambiente com aumento significativo nos niveis de TNF-a, IL-12, IL-4 e catalase em comparagdo
com a cepa suscetivel, que por sua vez, induziu um ambiente com niveis significativamente
mais elevados de IL-10 e NO, quando comparada a cepa resistente. As citocinas TNF-o e IL-12
sdo descritas na literatura como apresentando caracteristicas pro-inflamatérias. O TNF-a €
produzido por macréfagos e linfécitos. A producdo das citocinas TNF-a e IFN-v, por células
Thl, favorece o recrutamento e a ativacdo de macréfagos para o perfil de macréfagos M1. A
IL-12, por sua vez, é capaz de atuar na promog¢ao da atividade das células Th1, podendo também
desempenhar um papel importante na ativacao de macréfagos, o que € crucial para o controle da
infeccdo por Leishmania (LIU; UZONNA, 2012; SANTOS et al., 2017).

Sabe-se que tanto a fagocitose quanto as citocinas TNF-¢, IFN-y e IL-1 conseguem
estimular os macréfagos, causando um ambiente microbicida e pré-inflamatério, com sintese
de EROS e NO, promovendo uma explosdo oxidativa, o que € toxico para o parasita, podendo
promover a sua morte e reduzir a carga parasitiria (UZONNA et al., 2004; BRONTE; MURRAY,
2015). Entretanto, esse comportamento nao foi observado na anélise da cepa resistente. Embora
tenha induzido um ambiente com niveis mais altos de citocinas pro-inflamatorias, a cepa resistente
nao apresentou diferenca significativa na carga parasitiria em comparagdo a cepa suscetivel.
Mas surgem dois outros eventos nas primeiras 24 horas da infec¢do nos ambientes com a
cepa resistente e suscetivel que foram os significativos niveis de IL-4 no ambiente com a cepa
resistente e IL-10 no ambiente com a cepa suscetivel.

A IL-10 € descrita como uma das principais citocinas reguladoras na leishmaniose
humana (CARVALHO et al., 1994; BACELLAR et al., 2002; GAUTAM et al., 2011). Embora
a IL-10 esteja relacionada a persisténcia e disseminagdo do parasito (BOMFIM et al., 1996;
ANDERSON et al., 2008), esta citocina também desempenha um papel importante na regulacdo
da resposta inflamatdria associada a patologia (COSTA et al., 2009; GAUTAM et al., 2011). Os
macrofagos estdo entre as principais fontes de IL-10 ap6s a estimulacao com lipopolissacarideos
(LPS) e células T (CD4+) perfil Th2 (WONG et al., 2012). Por tanto, o aumento da expressdo de
IL-10 dos macréfagos, no presente trabalho, pode ter duas explicagdes. Como os macréfagos
sa0 as principais células responsdveis pela eliminacao da Leishmania, o aumento dos niveis de
IL-10 pode ser um mecanismo de escape do parasito a defesa da célula hospedeira, uma vez

que IL-10 inibe a explosdo respiratéria e a producao de citocinas inflamatérias, como o TNF-a,
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pelos macréfagos.

Alternativamente, a producdo de IL-10 pode representar uma tentativa dos ma-
crofagos de reduzir os danos patoldgicos ocasionados pela resposta inflamatéria (CYKTOR;
TURNER, 2011; POLARI et al., 2019). Além disso, o fato de IL-10 induzir uma diminui¢do na
producdo de IL-12 e TNF-o por macréfagos ativados, pode promover um efeito estimulatério,
fazendo com que as células T CD4 se desenvolvam para um perfil Th2, reduzindo a atividade
microbicida dos macréfagos (SALHI et al., 2008; GOMES et al., 2014; ROATT et al., 2022).

A citocina IL-4 tem como uma importante fun¢do a capacidade de promover uma
resposta Th2, estimulando a producao de outras citocinas de cardter anti-inflamatério, como
a IL-10. Com isso, tanto a IL-10 quanto a IL-4 ajudam a controlar as respostas inflamatdrias
excessivas observadas na infec¢do por Leishmania, prevenindo danos teciduais que poderiam
ocorrer durante uma resposta imune intensa. Assim, citocinas anti-inflamatérias vao antagonizar
os efeitos promovidos pelas citocinas pro-inflamatérias (ANTONELLI et al., 2005; TEIXEIRA
et al.,2006; SALHI et al., 2008; CARDOSO et al., 2015; HURDAYAL; BROMBACHER, 2017;
DOMBROWICZ, 2022).

Além disso, nas primeiras 24h, a cepa suscetivel também induziu um aumento
significativo de NO em relagdo ao grupo controle, mas ndo em relacdo a cepa resistente, que
por sua vez, induziu mais catalase. O NO recebe um destaque na literatura como um relevante
composto microbicida com papel reconhecido na imunidade inata, inclusive contra Leishmania,
sendo considerado por diversos autores, como uma molécula-chave da resposta imune do
hospedeiro (CASTRO-PINTO et al., 2014; FONSECA-GEIGEL, 2000; KIMA, 2007).

De acordo com um estudo conduzido por Castro-Pinto et al. (2014), foi observado
que em condig¢des in vitro, formas evolutivas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis
apresentaram resisténcia a altas concentragdes de NO. Utilizando uma série de testes com
promastigotas e amastigotas expostas a diferentes concentragdes de nitroprussiato de sédio (SNP),
um doador quimico de NO, constatou-se que embora haja toxicidade desses parasitos em resposta
as doses crescentes do composto, as formas amastigotas, responsaveis por manter a infeccao e
enfrentar um ambiente fagossomal hostil dentro da célula hospedeira, sdao significativamente
mais resistentes ao NO do que as promastigotas (FONSECA-GEIGEL, 2000; GENESTRA,
2007).

Além disso, a Leishmania é capaz de agir na via metabdlica da L-arginina, sendo este

um aminoécido essencial para o crescimento do parasito. Experimentos realizados em meios sem
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a presencga de L-arginina foram incapazes de suportar a multiplicacao dos parasitas, indicando
uma dependéncia dessa molécula por esses organismos (CAMARGO et al., 1978; KRASSNER;
FLORY, 1971). Desta forma, a L-arginina tem uma func¢io importante na modulac¢do da resposta
imune do hospedeiro, pois o parasito é capaz de usar as enzimas 6xido nitrico sintetase induzivel
(iNOS) e arginase para manipular o metabolismo da L-arginina dentro dos macréfagos.

A enzima iNOS atua usando a L-arginina como substrato para produzir 6xido nitrico
(NO), uma molécula toxica para a Leishmania. Com isso, pode-se considerar a hipotese de
que o parasito esteja reduzindo a quantidade de L-arginina disponivel para a iNOS da célula
hospedeira, uma vez que ocorre uma competicao pelo substrato entre a enzima produzida pelo
macréfago e o parasito. Essa competi¢do pode levar a uma diminui¢io na producdo de NO pela
via induzida da iNOS, o que € benéfico ao parasito, pois ele ndo apenas diminui os niveis nocivos
de NO, mas também se beneficia do substrato para produzir seu proprio NO e gerar guanosina
monofosfato ciclico (GMPc) (PELUFFO et al., 2004).

E importante mencionar também que durante uma infeccdo por Leishmania, a
producdo de 6xido nitrico (NO) pode ser inibida por citocinas de perfil Th2, como o 1L-4, e
estimular a via bioquimica da arginase. A arginase é capaz de converter a L-arginina em ornitina
e ureia, diminuindo assim a quantidade disponivel desse aminoacido no ambiente intracelular.
Como essa enzima utiliza o mesmo substrato utilizado na sintese do NO (L-arginina), isso pode
promover, como resultado de sua a¢do, uma regulacao negativa na producdo de NO. Além disso,
os produtos metabdlitos finais da acdo da arginase sdo poliaminas utilizadas pelo parasito para
sua multiplicag@o e crescimento (PELUFFO et al., 2004; VINCENDEAU et al., 2003). Portanto,
a regulacado equilibrada entre iNOS e arginase pode ser crucial para o controle adequado da
infeccdo por Leishmania.

Nesse sentido, € possivel sugerir que os niveis mais altos de IL-4 desencadeada
pela infecg¢do pela cepa resistente nos macrdéfagos, nas primeiras 24h de infecgdo, pode ter
operado como um mecanismo inicial de defesa. Tal resposta imune pode ter estimulado uma
expressao mais acentuada de arginase nos macrofagos, aumentando o consumo de L-arginina
(substrato essencial para a sintese de NO). Como resultado, os niveis de NO produzidos podem
ter se revelado insuficientes para eliminar o parasito. Por outro lado, a arginase também pode
ter produzido poliaminas como metabdlitos finais, os quais podem ter sido aproveitados pelo
parasito para seu desenvolvimento.

Além disso, os niveis mais altos da enzima catalase pela cepa resistente nos 3
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tempos avaliados pode representar um fator crucial para sua sobrevivéncia. Afinal, essa enzima
antioxidante é capaz de metabolizar o peréxido de hidrogénio, um intermedidrio oxigenado
téxico produzido pelos macréfagos, constituindo-se como uma segunda linha de defesa para o
parasito (SADLOVA et al., 2021). Nesse contexto, a catalase produzida no ambiente com a cepa
resistente pode ter dificultado, ainda mais, a morte do parasito. Desta forma, isso pode explicar
o fato da carga parasitaria dos macrofagos infectados com as cepas resistente e suscetivel ndao
terem apresentado uma alteracdo significante entre elas, nas primeiras 24 horas de infeccao.

Com 48h de infec¢do, foi observado outro cendrio, ou seja, um aumento significativo
na carga parasitdria dos macréfagos infectados com a cepa resistente em comparagio com aqueles
infectados com a cepa suscetivel, e uma inversio do perfil inflamatdrio inicial, com significantes
niveis de citocinas anti-inflamatdrias IL-4 e IL-10, juntamente com aumento significativo de
catalase em comparac@o com a cepa suscetivel e o controle. Em contrapartida, a cepa suscetivel
induziu significantes niveis das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-12, além de maiores
niveis de NO quando comparada com a cepa resistente e o controle. A cepa susceptivel também
induziu um aumento significativo de catalase em relacdo ao controle.

O fato da cepa resistente permanecer induzindo maiores niveis da enzima catalase
e de IL-4 em relagdo aos induzidos pela cepa suscetivel, pode indicar maior prote¢do da cepa
resistente contra os efeitos citotoxicos das células hospedeiras, como a a¢do oxidativa do peréxido
de hidrogénio e da producdo de NO, mediadores capazes de ocasionar sua morte. Essa l6gica
também pode ser refletida ao se analisar a carga parasitdria de macréfagos infectados com a
cepa resistente, uma vez que se observou carga parasitaria maior nestes macréfagos ao serem
comparados com aqueles referentes tanto aos tempos de 24h e 48h de infec¢do. Isso também
corrobora com a proposta de inversao do perfil inflamatério por parte da cepa resistente. Desta
forma, a cepa resistente passa a aumentar sua carga parasitdria e, consequentemente, sua taxa
de sobrevivéncia, ja que a pressdo ocasionada pelos agentes inflamatdrios e leishmanicidas sao
menores em relacdo as primeiras 24h de infec¢ao.

Vale ainda ressaltar que a citocina IL-4 manteve seus niveis significativamente mais
elevados na infeccdo pela cepa resistente, independente do tempo. Estes resultados corroboram
com os encontrados em um estudo in vivo, onde foi mostrado que esta mesma cepa induz altos
niveis de IL-4 e isso foi associado também a diminui¢cdo da producdo de NO no local da lesao
(COSTA et al., 2011). IL-4 € um potente ativador da enzima arginase I (Arg I), que compete com

iNOS pela L-arginina utilizada para a sintese de NO, em macréfagos. Ao consumir L-arginina,
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Arg I diminui a disponibilidade desse substrato para a iNOS, resultando em menor produgdo de
NO e inibi¢ao da inflamacdo (MUNDER, 2009). Além disso, tanto IL-4 como IL-10 também
induzem a polarizacdo para macréfagos M2 (PEREIRA, 2018).

Fato oposto aconteceu com a cepa suscetivel que, 48 horas apds a infec¢do, passou a
induzir um ambiente pré-inflamatdério, apresentando um aumento significativo nos niveis das
citocinas TNF-« e IL-12 em relagdo aos induzidos pela cepa resistente. Também foi observado
uma reducdo dos niveis das citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-10 e um aumento significativo
de NO, tanto em relac@o aos induzidos pela cepa resistente quanto aos do controle. Desta forma,
o aumento de citocinas pré-inflamatdrias associado a elevacdo dos niveis de NO podem ter
contribuido para o desenvolvimento de um ambiente toxico para a cepa suscetivel e isso pode ter
prejudicado a sua capacidade de se reproduzir, além de ter reduzido a sua taxa de sobrevivéncia
dentro dos macréfagos.

Com 72 horas do estimulo inicial, foi observado que os macréfagos infectados com
a cepa resistente continuaram com sua carga parasitaria significativamente maior do que a da
cepa suscetivel. Fato oposto foi observado nos macréfagos infectados com a cepa suscetivel,
que apresentavam reducao ainda mais significante da sua carga parasitaria, tanto em relacao ao
periodo de 48h quanto ao de 72h. Além disso, foi observado ainda que com 72h de infec¢ao,
o ambiente com caracteristicas anti-inflamatérias induzido pela cepa resistente permaneceu,
mostrando significantes niveis de IL-10 e catalase em relagcao aos induzidos pela cepa suscetivel.
Vale destacar ainda que com 72h, os niveis de GSH, MDA e NO, induzidos pela cepa resistente
ndo apresentaram niveis significantes em relacdo aos induzidos pela cepa suscetivel e o controle.
Por outro lado, a cepa suscetivel manteve-se em um ambiente pré-inflamatério, com aumento
significativo nos niveis de TNF-, IL-12 e baixos niveis de IL-10, em comparacdo a cepa resis-
tente. Observou-se, ainda, aumento significativo nos niveis de SOD e NO, induzidos pela cepa
suscetivel, mas apenas quando comparados ao controle.

Esses dados podem indicar que a cepa resistente continuou apropriadamente indu-
zindo a persisténcia de um ambiente anti-inflamatério que seria favordvel ao seu crescimento
e sobrevivéncia. Essa hip6tese € suportada pela andlise da carga parasitdria no tempo corres-
pondente a 72h de infec¢do, na qual foi observado aumento significativo na carga parasitaria
nos macréfagos infectados com a cepa resistente em relagdo aqueles infectados com a cepa
suscetivel.

A cepa suscetivel, por sua vez, continuou induzindo um ambiente pré-inflamatério,
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caracterizado pela permanéncia de um aumento nos niveis das citocinas de cardter pré-inflamatério
e uma reducdo dos niveis de IL-10. Desta forma, embora tenha sido observado um aumento
significativo da enzima antioxidante SOD em relacao apenas ao controle, o ambiente da cepa
suscetivel continuou desfavordvel ao seu crescimento. Este fato foi corroborado ao ser analisado
a carga parasitdria, que foi decaindo com o tempo de infec¢do. Esses resultados podem estar
associados a dois fatores: em primeiro lugar, a manutencao de niveis elevados de NO em relagcdo
ao controle nos trés tempos avaliados, e; em segundo lugar, a presenca de niveis mais elevados
de citocinas pré-inflamatérias quando comparadas com os induzidos pela cepa resistente, junta-
mente com a indugdo de niveis baixos de IL-10. Isso pode ter contribuido para a reducao das
chances de sobrevivéncia da cepa suscetivel, uma vez que houve uma impulsdo das atividades
microbicidas, tornando estes parasitas mais vulnerdveis a acdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e radicais livres.

Em conjunto, os resultados deste trabalho sugerem que a cepa resistente ao antimo-
niato de meglumina pode induzir a modulagdo de citocinas e marcadores do estresse oxidativo,
aumentando enzimas antioxidantes e induzindo o decaimento de citocinas pré-inflamatdrias e
a persisténcia de IL-4, proporcionando um ambiente mais permissivo a sua sobrevivéncia e a

persisténcia da doenga por mais tempo.
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7 CONCLUSOES

A cepa resistente induziu carga parasitaria menor nas primeiras 24 horas do que
com 48 e 72 horas de infecc¢do, sugerindo uma evolu¢do mais silenciosa no inicio, o que pode
evitar a contencdo da infeccao e consequentemente, dar mais chance de ser bem-sucedida no
estabelecimento da infecgao.

Os dados deste trabalho também sugerem que a cepa resistente induziu precocemente
um ambiente com citocinas inflamatdrias, mas foi amenizado por niveis altos de IL-4, permitindo
sua sobrevivéncia, e mais tarde esse ambiente foi revertido para um ambiente imunologicamente
mais regulatorio, com niveis altos de IL-4 e IL-10, e, portanto, mais permissivo a sua sobre-
vivéncia, além da resisténcia ao NO, podendo levar a persisténcia da doenga por mais tempo,
dificultando assim o tratamento.

Fato oposto foi observado com a cepa suscetivel, que inicialmente induziu um
ambiente com predominio da citocina IL-10, de caréter anti-inflamatdrio, e com o tempo, apds a
indu¢@o da mudanca de perfil anti-inflamatério para inflamatdério, com aumento das citocinas
TNF-a e IL-12, e mediadores como SOD e NO, esta cepa passou a decair seu crescimento
intracelular.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, € possivel utilizar as informagdes
adquiridas para orientar futuras investigacdes que envolvam o trabalho direto com macréfagos de
perfis M1 e M2 e a infeccdo com cepas resistentes e susceptiveis de Leishmania braziliensis. Essa
abordagem permitird confirmar os resultados do presente trabalho e aprofundar a compreensao
dos mecanismos envolvidos na resposta imune a infeccao por cepas deLeishmania braziliensis

resistentes, o que pode levar a novas estratégias terapéuticas.
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