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Resumo

Células dendriticas (DC) séo essenciais para a montagem da resposta imune inata e para a
conexao das respostas inata e adquirida, inclusive durante a infeccdo por Leishmania. Varios
estudos tém apresentado a importancia da sinalizacdo purinérgica, como o papel das E-
NTPDases do parasito, no processo de infeccdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar se
Leishmania com variacOes na atividade ENTPDase sdo capazes de modular a producgéo de IL-
1B por células dendriticas. A atividade ectonucleotidasica foi avaliada pela hidrolise de fosfato
inorgénico por incubacgdo de formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major
com ATP, ADP ou AMP. Observamos que ambas apresentam semelhante atividade enzimatica.
Avaliamos a correlacdo entre liberacdo de IL-1p por DC infectadas por Leishmania e tratadas
com LPS e ATP e atividade enzimatica de Leishmania e verificamos que houve forte
correlacdo, sobretudo sobre ATP e ADP. Além disso, uma vez reduzida a atividade enzimatica,
houve uma reducdo do percentual de células infectadas. Como adenosina poderia estar
envolvida no processo de inducédo da liberacdo de IL-1pB verificamos que o tratamento de DC
com analogo de adenosina aumentou a liberacdo de IL-1B. Verificamos, ainda, que o tratamento
com inibidores dos receptores de adenosina, SCH 58261 (receptor A2a) e MRS 1454 (receptor
A2b) foi capaz de reduzir significativamente a liberagcdo de IL-1p por DC infectadas. Nao
obstante, verificamos o envolvimento do receptor P2X7 no processo de geracdo de IL-1B e
analisamos que o blogueio do receptor por P2X7 suficiente para reduzir a liberacdo de IL-13
pelas DC infectadas tanto por L. amazonensis como por L. major. Concluimos que a ENTPDase
de Leishmania € um importante fator de viruléncia, capaz de induzir a hidrélise de ATP para
geragdo de adenosina e estimular o possivel curso da infeccdo em favor do parasito pela

producdo de IL-1p.

Palavras-Chave: Célula Dendritica; Leishmania; Ectonucleotidases; IL-1p.
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Abstratc

Dendritic cells (DC) are essential for the assembly of the innate immune response and for the
connection of innate and acquired responses, including during Leishmania infection. Several
studies have presented the importance of purinergic signaling, such as the role of E-NTPDases,
in the process of infection by parasites of the genus Leishmania. The objective of this work was
to evaluate whether Leishmania with variations in ENTPDase activity are able to modulate the
production of IL-1B by dendritic cells. The ectonucleotidase activity was evaluated by
hydrolysis of inorganic phosphate by incubation of metacyclic promastigote forms of L.
amazonensis and L. major with ATP, ADP or AMP. We observed that both presented similar
enzymatic activity. We evaluated the correlation between IL-1p release by Leishmania-infected
DC and treated with LPS and ATP and Leishmania enzymatic activity and we observed a strong
correlation, especially when ATP and ADP were used as substrates. Furthermore, once the
enzymatic activity was concomitant decrease, there was a reduction in the percentage of
infected cells. As adenosine could be involved in the induction process of IL-1p release we
found that treatment of DC with NECA, an adenosine analogue, was able to increase the release
of IL-1pB. In addition, we found that treatment with adenosine receptor inhibitors, SCH 58261
(A2a receptor) and MRS 1754 (A2b receptor) was able to significantly reduce the release of
IL-1pB by infected DCs. Nevertheless, we evaluated the involvement of the P2X7 receptor in the
generation of IL-1P and analyzed that the receptor blockade by A730004 was sufficient to
promote the reduction of IL-1p release by DC infected by both L. amazonensis and L. major.
We conclude that Leishmania ENTPDaseis an important virulence factor capable of inducing
ATP hydrolysis to generate adenosine and to stimulate the possible course of infection in favor

of the parasite by the production of IL-1p.

Keywords: Dendritic Cell; Leishmania; Ectonucleotidases; IL-1p.
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Siglas e Abreviaturas

ACR: apyrase conserved regions- “regides conservadas da apirase”
ADQO: adenosina

ADP: difosfato de adenosina

AMP: monofosfato de adenosina

ATP: trifosfato de adenosina

ATPe: trifosfato de adenosina extracelular

ATPiI: trifosfato de adenosina intracelular

E-NTPDase: ectonucleosideo 5’-trifosfato difosfohidrolase
GP63- Glicoproteina de Leishmania com 63 kDa de massa molecular
IFN-y: interferon gama

IL: interleucina

iNOS: enzima oOxido nitrico sintase induzivel

IP3: inositol trifosfato

LPG: lipofosfoglicano

LPS: lipossacarideo

MAC: complexo de ataque a membrana

NK: natural killer

NLR: receptores to tipo NOD

NTPDase: nucleosideo trifosfato difosfohidrolase

PBS: salina tamponada com fosfato

Pi: fosfato inorganico

ROS: espécies reativas de oxigénio

SFB: soro fetal bovino

SNC: sistema nervoso central

TGF: fator de transformacéo do crescimento

TLR: Receptor do tipo Toll

TNF: fator de necrose tumoral



1. Introducéo

Os nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e o seu nucleosideo derivado, a
adenosina, atuam no meio extracelular como moléculas sinalizadoras (Zimmermann, 2001)
envolvidas em diversas fungdes celulares e alterac@es fisiologicas da sinalizacdo purinérgica,
que podem resultar em modulacdo da resposta imune (Burstock, 2003; Bours e cols., 2006).
Estas moléculas sinalizadoras, juntamente com os seus receptores de membrana, compdem o
chamado sistema purinérgico (Burstock, 2003).

Os receptores purinérgicos para nucleotideos estdo envolvidos em processos de
modulacdo da inflamacéo e resposta imune (Di Virgilio e cols., 2001) e podem ser divididos
em duas subclasses: acoplados a proteina G, chamados de P2Y, e os ligados a canais i6nicos,
designados P2X (Ralevic e Burnstock, 1998). Os receptores para adenosina em mamiferos
podem ser classificados em Al, A2A, A2B e A3 e sdo amplamente expressos em varias células
imunes (macréfagos, células dendriticas, neutréfilos), funcionando como reguladores
imunoldgicos (Antonioli e cols., 2014).

Dentre as enzimas do sistema purinérgico, as ectonucleotidases atuam na regulacao dos
niveis extracelulares dos nucleotideos. Dentre elas destacam-se as familias ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase), responsaveis pela hidrolise de ATP a sua forma
monofosfatada, e a ecto-5’- nucleotidase (E-5'NT) que hidrolisa AMP a adenosina
(Zimmermann, 2001). Estas enzimas sdo amplamente distribuidas na natureza e ja foram
estudadas em diversos micro-organismos (Tripanosoma cruzi, Toxoplasma gondii), dentre eles
em protozoarios do género Leishmania (Meyer-Fernandes e cols., 1997; Berrédo-Pinho e cols.,
2001).

Estudos de nosso laboratorio sugerem que as ENTPDases de Leishmania possuem papel
importante sobre a sinalizacdo purinérgica do hospedeiro, funcionando como fator de viruléncia
e exercendo um papel modulador sobre a resposta imune mediada pela geragéo de adenosina
extracelular a partir da hidrélise de ATP (Marques-da-Silva e cols; 2008; Leite e cols., 2010;
Gomes e cols., 2015).

Na literatura alguns trabalhos ja demonstraram que diferentes espécies de Leishmania
sdo capazes de induzirem a liberagdo de IL-1B (Lima-Junior e cols., 2013; Young e cols., 2010),
mas 0s mecanismos envolvidos neste processo ainda sdo pouco conhecidos. Assim,
objetivamos verificar se a atividade enzimatica de Leishmania possa contribuir para a
modulacéo da liberacdo de IL-1p por células dendriticas infectadas, uma vez que a liberagdo de

IL-1PB ¢ dependente do ATP extracelular (Young e cols., 2010).
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2. Revisdo Bibliografica

2.1  Sinalizacdo purinérgica: molécula de ATP e receptores purinérgicos

A sinalizagdo purinérgica consiste em um conjunto de componentes que possuem papel
importante no processo de modulacao da resposta inflamatoria e imunoldgica (Burstock, 2003).

O ATP e outros nucleotideos e nucleosideos de adenina s&o moléculas encontradas no
organismo de mamiferos e sdo responsaveis por modularem a resposta celular (Burnstock e
cols., 1972; Burnstock e cols., 2006). Sabe-se que o ATP intracelular é primariamente
direcionado para processos energéticos (transporte ativo, biossintese celular, etc) (Yegutkin,
2008), porém, em situacdes de injdria, dano celular, apoptose, entre outros, a molécula de ATP
é direcionada para o meio extracelular e, portanto, passa a ser considerada uma importante e
critica molécula sinalizadora de perigo do sistema purinérgico (Zimmermmen, 2000; Yegutkin,
2008).

Os sinais gerados sdo capazes de alertar a resposta imune em relacdo ao dano tecidual
(La Sala, 2003). Estudos ja demonstraram que este nucleotideo esta envolvido na adeséo de
neutréfilos ao endotélio vascular e consequentemente migracdo para locais danificados, além
de estimular a fagocitose e ativar os mecanismos microbicidas destas células (Freyer e cols.,
1988; Oryu e cols., 1996; Rounds e cols., 1999). Além disso, tem demonstrado papel importante
no recrutamento de mondcitos e na producédo de imunomediadores por macréfagos, como IL-
la, IL-6 (Lemaire e Leduc, 2003), IL-18 (Mehta e cols., 2001), TNF-a (Guerra e cols., 2003),
IL-1B8 (Mehta e cols., 2001; Ferrari e cols., 2004), ROS (Suh e cols., 2001) e oOxido nitrico
(Sperlagh e cols., 1998).

Em células dendriticas, o ATP extracelular induz sua diferenciacdo para um perfil pro-
inflamatorio (La Sala e cols., 2001) e em linfocitos tem sido apontado como uma molécula
indutora de proliferacdo, ativacdo de linfdcitos T citoliticos e migragdo de linfécitos ativados
para os locais de inflamacdo (DosReis e cols., 1986).

Assim, considerando altas concentracdes do ATP no meio extracelular durante injuria
celular ou infeccdo, este ird atuar em receptores especificos na membrana celular, denominados
receptores purinérgicos (Trautmann, 2009). Os receptores purinérgicos podem ser divididos em
receptores P1 e P2. Os receptores P2 podem ser subdivididos em receptores P2X e P2Y. Os
receptores P2X (P2X1-7R) séo receptores ionotrépicos, ligados a canais idnicos, que quando

ativados resultam na abertura de um poro na membrana celular, tornando-a permeavel a
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passagem de cations, como ocorre o efluxo de K* e influxo de Na*, Ca* (Browne e cols., 2010;
Young, 2010). Estes receptores sdo encontrados na superficie de diversas células do sistema
imune e sdo caracterizados por se ligarem ao ATP extracelular (eATP), com variacdes em sua
sensibilidade. Neste sentido, os receptores P2X1-6 sdo mais sensiveis ao ATP (1 a 5uM) e os
receptores P2X7 sdo responsivos a faixas acima de 100uM (Cekic e Linden, 2016).

Os receptores P2Y (P2Y1-14R) sdo receptores acoplados a proteina G (Di Virgilio e
cols., 2001) e apresentam ampla especificidade. Os receptores P2Y1 e P2Y11 sdo especificos
para purinas, enquanto P2Y4 e P2Y6 sdo especificos de pirimidinas. P2Y2 apresenta
seletividade mista e P2Y12 e P2Y 13 respondem apenas a ADP e P2Y 14 a UDP (Bours e cols.,
2006). Além disso, os receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6 sdo capazes de aumentar inositol
trifosfato (IP3) e calcio citosolico (Burnstock, 2007). Recentemente, Martinez e cols (2016)
demonstraram que o receptor P2Y2, um importante modulador de respostas gliéticas apds lesdo
do sistema nervoso central (SNC) é capaz de ser regulado por microdomineos de membrana,
como as caveolinas (Martinez e cols., 2016).

A adenosina, produto da hidrdlise de ATP, é uma importante molécula anti-inflamatoria,
e tem sido amplamente investigada devido a sua capacidade de regular a homeostase
imunoldgica através da ativacdo de receptores do tipo P1 que sdo subdivididos em quatro
receptores especificos acoplados a proteina G, classificados como: Al, A2A, A2B e A3, 0s
quais sao amplamente expressos em varias células do sistema imunoldgico, dentre elas as
células dendriticas (Antonioli e cols., 2014).

Os receptores A2, acoplados a proteina GaS, apresentam alta afinidade pela molécula
de adenosina e séo conhecidos por estimularem a enzima adenilato ciclase e consequentemente
favorecerem a producdo de AMPCc e a ativacdo de vias de fosforilacdo de fatores de transcricdo
e quinases (Abbracchio e Ceruti, 2007; Cekic e Linden, 2016). Os receptores Al (acoplado a
proteina Gal) e A3 (acoplado a proteina GaQ) possuem fungdo inversa aos receptores A2A e
A2B, apresentando baixa afinidade pela molécula de adenosina e sendo capazes de ativarem a
fosfolipase e induzirem aumento de célcio intracelular (Abbracchio e Ceruti, 2007; Cekic e
Linden, 2016).

2.2  Ectonucleotidases
Como ja mencionado, em situacGes de injdria, as altas concentragdes de ATPe sdo
capazes de estimular uma cascata inflamatdria e consequentemente modular a resposta imune

(La Sala e cols., 2003). Estas funcdes sdo realizadas por meio de importantes enzimas que estao
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presentes em diversas populagdes celulares, como macréfagos e células dendriticas (Kumar e
Sharma, 2009). Destacam-se a ectonucleotidase trifosfato difosfohidrolase (ENTPDase), que
hidrolisa o0 ATP (molécula inflamatéria) em ADP e AMP, e também a ecto-5’-nucleotidase que
produz adenosina (anti-inflamatdria) mediante a hidrélise de AMP (Zimmermann, 2001).

As enzimas das familias ENTPDases sdo enzimas capazes de hidrolisar nucleosideos tri
ou difosfatos a sua forma monofosfatada (AMP). Esta molécula, por sua vez, pode sofrer
hidrolise pela ecto-5’-nucleotidase e também pelas fosfatases alcalinas (Zimmermann e cols.
2000), favorecendo a producdo e consequentemente a via de sinalizacdo mediada pela
adenosina. S&o enzimas que compartilham cinco regifes altamente conservadas, denominadas
“regides conservadas da apirase”, ACR (ACR 1- 5 apyrase conserved regions), que apresentam
grande importancia na estimulacédo da atividade (Zimmermann, 2000).

A familia de NTPDases compreende um grupo de 8 enzimas, que foram até entdo
descritas, das quais as NTPDase 1,2,3 e 8 sdo ancoradas na membrana celular e possuem o sitio
catalitico voltado para a porcdo extracelular. As NTPDases 5 e 6 sdo conhecidas por serem
secretadas e as NTPDases 4 e 7 sdo caracterizadas por serem intracelulares e com sitios
cataliticos voltados para o limen de organelas (Robson e cols., 2006).

Estas enzimas sdo, também, encontradas em alguns protozoarios, como Toxoplasma
gondii (Asai e cols.,1995), Leishmania amazonensis (Pinheiro e cols., 2006), Trichomonas
vaginalis (Tasca e cols., 2003) e Trypanosoma cruzi (Meyer-Fernandes e cols., 2004) e a a¢do
sequencial das E-NTPDases e ecto-5’- nucleotidase tem sido caracterizada por modular a
resposta imunoldgica. Esta cascata enzimatica pode ser utilizada por alguns patégenos (Sansom
e cols., 2008), sobretudo por tripanosomatideos como parasitos do género Leishmania, que ndo
fazem a sintese de novo de purinas (Marr e cols., 1978). Assim, necessitam destas enzimas para
alimentar a via de salvacdo de purinas, atraves da recaptacdo de purinas pré-formadas do
ambiente do hospedeiro e satisfazer suas exigéncias de nucleotideos e garantir seu

desenvolvimento (Carter e cols., 2008).

2.3  Caracteristicas do receptor P2x7: importancia do reconhecimento da
molécula de ATP

O receptor P2X7 é um receptor de membrana (Dubyak e Moatassim, 1993; North, 2002)

que apresenta como ligante natural o ATP (Ralevic e Burnstock, 1998; Volonté e cols, 2011).

E importante destacar suas caracteristicas, pois este é um receptor que apresenta baixa afinidade

pelo ATP e, portanto, somente € ativado em tecidos intensamente inflamados que apresentam
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concentragdes de ATP acima de 100uM (Khakh e North, 2012). Atualmente, os estudos
disponiveis na literatura avaliam seus efeitos in vitro utilizando elevadas concentracdes de ATP,
que se estendem de 1mM ou valores superiores (La Sala e cols., 2003; Donnelly —Roberts e
Jarvis, 2007; Coddou e cols., 2011). Além disso, estes receptores podem formar poros maiores
que os receptores de sua classe e assim permitir a passagem e secrec¢do de grandes moléculas,
incluindo o proprio ATP (Pellegatti e cols, 2005; Cekic e Linden, 2016).

A ativacdo do receptor P2X7 esta associada com o efluxo de K* e influxo de Na*e Ca",
que tem sido apontado como um cofator para ativagdo do inflamassoma e secrecao de citocinas
inflamatorias por células. A ativacdo prolongada tem sido associada com a morte celular por
apoptose (Wiley e cols., 2011), sendo que, na auséncia do seu ligante, ele pode favorecer a
fagocitose de particulas estranhas ou bactérias como Chlamydia (Darville e cols., 2007) e
possivelmente aumentar a liberacdo de ATP extracelular para promover uma importante
regulacdo da resposta imune inata (Wiley e cols., 2011; Morandini e cols., 2014).

A ativacdo do receptor P2X7 pode induzir varias cascatas de sinalizacdo especificas de
células, incluindo as cascatas de IL-1p (Ferrari e cols., 1997) e NF- kB (Ferrari ¢ cols., 1997),
sendo, portanto, um membro chave no processamento e liberacédo de citocinas da familia IL-1
em células inflamatdrias (Chiao e cols., 2008) e, a partir de estudos com camundongos knock-
out para o receptor, foi identificado que sua auséncia é responsavel por dificultar a liberagdo de
IL-1P apos desafio com LPS e subsequente tratamento com ATP (Labasi e cols., 2002; Ferrari
e cols., 2006).

2.4 Inflamassoma e citocina IL-1p

Hoje, entende-se que para ocorrer apropriada resposta inflamatoria € necesséria a acéo
conjunta de sinais de Padrdes Moleculares Associados a Patogenos (PAMPS) e Danos
Moleculares Associados a Patogenos (DAMPS), na qual se enquadram o ATP. A utilizacdo da
molécula de ATP como forma de alerta de perigo é de grande valia, dadas as suas baixas
concentragles extracelulares em condicdes fisiologicas e altas concentracdes extracelulares,
citoplasmaticas e/ou vesiculares em estado de injaria (Di Virgilio, 2007; Junger, 2011; Lamkafi
e Dixit, 2014).

O receptor P2X7 tem demonstrado importancia na montagem da resposta inflamatoria,
como na liberagdo de ATP e NO (Sperlagh e cols., 1998) e também na capacidade de ativar a
translocacdo de NF- kB para o nucleo (Ferrari e cols., 1997) por uma sinalizacdo dependente

de Myd88 (Liu e cols., 2011), fato de grande importancia, visto que a ativacao do receptor P2X7
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e a ativacdo de NF- kB sdo descritas como necessarias para a produc¢do, maturacgéo e liberacao
de IL-18 e IL-1p, citocinas da familia IL-1 (Ferrari e cols., 2006).

Mediante aos fatores acima citados deparamos com elementos que participam da cascata
de sinalizacdo subsequente a ativacdo do receptor P2X7, que também inclui a ativacdo do
inflamassoma, um complexo proteico composto por um sensor intracelular que tipicamente é
um receptor do tipo NOD (NLR), pré-caspase-1 e molécula adaptadora ASC (Martinon e cols.,
2009; Wen e cols., 2012). O NLRP3, um dos tipos de inflamassomas, vem sendo amplamente
estudado devido a sua associacdo com doencas inflamatdrias crénicas, como gota, doenca de
Alzheimer e diabetes tipo I, além de aterosclerose (Wen e cols., 2012).

Dado as suas caracteristicas, sugere-se que o NLRP3 seja um sensor de dano
(Mariathasan e cols., 2007) responsavel pelo reconhecimento de micro-organismos e
perturbacdes nas membranas de células da resposta imune inata (Mariathasan e cols., 2007;
Chen e cols., 2009). Pouco se sabe sobre os mecanismos que levam a geracao do inflamassoma.
O que a literatura nos demonstra é que sua montagem é dependente ndo somente o efluxo de
potassio (K+) (Franchi e cols., 2007; Hornung, e cols., 2008), mas também da ativacdo de pro-
caspase 1 em caspase-1 (Piccini e cols., 2008). Uma vez ativada, a caspase-1 é capaz de clivar
a pro-IL-1p (14-KDa) em sua forma biologicamente ativa/madura, IL-1p (17-KDa)
(Fettelschoss e cols., 2011).

Além disso, 0 mecanismo necessario para levar a ativacdo do NLRP3 ainda néo esta
claro, e por se tratar de uma molécula com estrutura complexa, pouco se espera que a via para
ativacdo do inflamassoma dependa de apenas um estimulo e que ocorra de forma direta
(Netea e cols., 2010). Petrilli e cols. (2007) acreditam que atividades intracelulares, como
inducdo de hipocalemia e espécies reativas de oxigénio (Zhou e cols., 2011) possam ativar
indiretamente o inflamassoma (Petrilli e cols., 2007). Mufioz-Planillo e cols. (2013) avaliam
que sua ativacao possa ocorrer por efluxo de K*. No entanto, tratando-se da via de ativacdo para
formacao e liberacdo de IL-1p, células tratadas exclusivamente com ATP, sdo descritas como
sendo incapazes de ativar a caspase-1, sendo necessaria a adicao prévia de lipopolissacarideo
(LPS) para inducdo da ativacdo do inflamassoma e liberacdo da citocina (Netea e cols.,
2010). Nesta linha, a inducdo de NF-kB dependente de transcricdo de NLRP3 por ligantes de
receptores Toll-like (TLR) ou citocinas pro-inflamatorias demonstram ser de grande valia para
que a célula inicie a ativacdo do inflamassoma, antes da presenca de ATP (Bauernfeind e cols.,
2009). Néo obstante, a participacdo de canais de panexina-1 para formacdo de poros é um

18


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DNetea%2520MG%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D20195505&usg=ALkJrhjEi2O7JQNyfxSChkz-Vi0qqDU-fw
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867414004759?via%3Dihub#bib109
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867414004759?via%3Dihub#bib75
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867414004759?via%3Dihub#bib75

mecanismo que propicia mecanismos indutores da ativagdo do inflamassoma no citoplasma,
como por exemplo produtos microbianos (Kanneganti e cols., 2007).

As citocinas da familia IL-1, a qual a citocina IL-1p pertence, inclui ainda mais 6
ligantes com atividade agonista (IL-1a, IL-18, 1L-33, IL-36a, B, y), trés antagonistas dos
receptores (IL-1Ra, IL-36Ra, IL-38) e uma citocina anti-inflamatdria (IL-37). Elas estéo entre
0S mais potentes iniciadores de inflamagdo e estdo amplamente envolvidas em respostas
protetoras contra infecc@es virais, fingicas, bacterianas e parasitarias (Dinarello e cols., 2012).
Além disso, alguns estudos demonstram que contribuem para o desenvolvimento de processos
inflamatdrios prejudiciais em doencas inflamatorias autoimunes, tais como artrite reumatoide e
diabetes tipo 1l (Van de Veerdonk e Netea, 2013). De modo geral, todas as células do sistema
imune inato expressam e/ ou sdo afetadas pelos membros da familia IL-1, cuja atuacdo é
fundamental na diferenciacdo e funcdo de células linfoides inatas e adaptativas polarizadas
(Garlanda e cols., 2013).

A IL-1p esta entre 0s mais importantes marcadores de indugao da resposta inflamatdria
(Ferrero-Miliani e cols., 2006). Seus mecanismos de liberacdo incluem a exocitose de vesiculas,
secrecdo por lisossomas, secrecdo por autofagia, e modelos ndo convencionais (nao-
vesiculares) que incluem a secrecdo de proteinas atraves da membrana plasmatica por
translocacdo direta ou por transportadores de membrana, além da liberacdo passiva durante a
lise celular (Dinarello e Wolff, 1993; Monteleone e cols., 2015).

IL-1pB é produzida por células hematopoiéticas, como mondcitos, macrofagos teciduais,
células dendriticas e microglia cerebral em resposta a diversos estimulos, como infecgdes
(Petrilli e cols., 2007; Benko e cols., 2008), ativacao de receptores do tipo Toll Like (TLR) e de
outras citocinas, tais como 0 TNF-o e a propria IL-1(Dinarello, 2006; Dinarello, 2011). E uma
citocina envolvida em diversos processos imunoldgicos, como na inducdo de mediadores
inatos, como proteinas de fase aguda (IL-6) e quimiocinas (CXCL8-IL-8) (Teixeira e cols.,
2006). Além disso, também tem sido apontada como um fator auxiliar na progressao de doencas
(Wen e cols., 2012).

2.5  Leishmanias e fatores de viruléncia

Parasitos do género Leishmania sdo intracelulares obrigatérios em hospedeiro
vertebrados, e sdo responsaveis pelo desenvolvimento da leishmaniose. Esta doenca
caracteriza-se pela sua diversidade e complexidade, tanto em termos de distribuicdo geogréfica,
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quanto em na sua variedade de sindromes clinicas, que vao desde lesfes cutaneas localizadas
até formas viscerais graves (Sharma e Singh, 2009).

Estes parasitos dimorficos possuem um ciclo de vida heteroxénico, cuja forma de
transmissdo ao hospedeiro vertebrado faz-se através da hematofagia de fémeas de
flebotomineos infectados e subsequente acdo fagocitica por células do Sistema Mononuclear
Fagocitario (Silveira, 2008). Ao picar um hospedeiro vertebrado infectado, no momento do
repasto sanguineo, a fémea do vetor ingere células parasitadas com formas amastigotas do
hospedeiro vertebrado (Neves, 2004). No intestino do vetor, as células se rompem e as formas
amastigotas liberadas se diferenciam em formas promastigotas, as quais serdo transmitidas para
um hospedeiro mamifero ndo infectado. Durante um novo repasto sanguineo, a fémea infectada
ird regurgitar, dentro da pele do hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas e sua saliva
(Schlein e cols., 1992), que apresenta anticoagulantes, vasodilatadores (maxidilan) (Kamhawi,
2000), nucleotideos e adenosina (Ribeiro e cols., 1999; Figueiredo e cols., 2016) que atuam
efetivamente no favorecimento da progresséo da infeccéo (Charlab e cols., 1999). Isto pode ser
verificado emem camundongos que foram infectados com L. braziliensis, que dificilmente
infectam estes animais, mas na presenca de saliva foi capaz de aumentar/progredir
significativamente a infecgdo (Lima e Titus, 1996). No hospedeiro vertebrado, essas formas
infectardo as células do sistema fagocitico, diferenciando-se em as amastigotas, forma
desprovida de flagelo aparente (Chang e cols., 1990). Essas formas amastigotas sobrevivem e
se replicam por divisdo binaria no ambiente acido do fagolisossomo,e, assim 0s parasitos
liberados parasitardo novas células (Brittingham e Mosser, 1996).

Dentre as varias espécies conhecidas, destacamos a Leishmania amazonensis,
prevalente em inimeras regides do Brasil, cuja sindrome clinica comum séo lesdes cutaneas,
caracterizadas por serem limitadas, ulcerosas ou ndo, e leses cutaneas difusa, caracterizadas
pela ndo ulceragdo e larga distribuicdo pelo corpo, em geral em individuos anérgicos e
Leishmania major, cuja infeccdo cutanea é caracterizada por ser limitada e controlada pelo
sistema imune (Grimaldi e Tesh, 1993).

De acordo com a literatura, muitos estudos indicam a importancia de moléculas de
superficie do parasito Leishmania para a garantia da sua internalizacdo e sobrevivéncia. Dentre
estas moleculas podemos destacar a GP63 e o lipofosfoglicano (LPG) (Brittingham e
cols.,1995). Além disso, nosso grupo tem demonstrado a importancia da ENTPDase no
estabelecimento da infeccdo por Leishmania (Maoli e cols., 2004; Marques-da-Silva e
cols.,2008; De Souza e cols., 2010; Gomes e cols., 2015).
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A infeccdo por Leishmania € capaz de liberar ATPe, principalmente pelo rompimento
de macrofagos parasitados, rompimento de barreiras fisicas, etc. Assim como as células,
protozodarios tambeém sdo passiveis de possuir ENTPDases em sua superficie. Estas enzimas,
como ja mencionado, auxiliam na reducdo da concentragdo do ATP extracelular (pré-
inflamatorio), fato que nos chama atencéo, uma vez que, a ENTPDase de Leishmania pode,
deste modo, alterar a resposta imune (Langston e cols., 2003). Recentes estudos demonstram
um papel especial das ENTPDases como fatores de viruléncia de agentes patogénicos, incluindo
parasitos. Essa correlagdo foi bem evidenciada por trabalhos com Toxoplasma gondii
(Silverman e cols., 1998), Legionela pneumophila (Sansom e cols., 2007), Trypanosoma cruzi
(Bisaggio e cols, 2003; Fietto e cols., 2004; Meyer-Fernandes e cols., 2004; Santos e cols.,
2008) e Leishmania (Maioli e cols., 2004; Marques-da-Silva e cols., 2008; Gomes e cols., 2015)

e de outros protozoarios (Meyer-Fernandes, 2002).

2.6 Resposta imune frente a infec¢do por Leishmania

Levando em consideracdo a acao inicial do sistema imunolégico, temos que o primeiro
infiltrado inflamatdrio é caracterizado pela presenca de neutréfilos (Mocsai, 2013), que sdo
responsaveis por destruirem os parasitos apds sua fagocitose e promover o recrutamento de
novos neutrofilos, mediante a producdo de IL-8 e de macrofagos e mondcitos através da
producdo de MIP-1a e MIP-1B (Awasthi e cols., 2004). Estudos relatam agéo contraditoria de
defesa por neutrofilos frente a infecgdo, uma vez que, ele pode atuar tanto no combate como na
permanéncia do parasito (Aga e cols., 2002; Afonso e cols., 2008; Ribeiro-Gomes e cols.,
2012).

Sabe-se que a interagdo inicial de formas promastigotas dos parasitos do género
Leishmania com macréfagos, sua principal célula hospedeira, € crucial para o estabelecimento
da infeccdo no hospedeiro, assim como a ligacdo de amastigotas com outros macréfagos €
necessaria para a sobrevivéncia do parasito e consequente desenvolvimento da patogénese
(Alexander e Russel, 1992). Assim temos que, 0os macrofagos podem controlar a infecgdo
através de mecanismos que envolvem a producdo de I1L-12, que por sua vez estimula linfocitos
e células NK a produzirem IFN-y, que em sinergismo com TNF agem na estimula¢do dos
proprios macrofagos favorecendo a producgédo de intermediarios reativos de oxigénio, que séo
substancias alvos para a elimina¢do do parasito (Kane e Mosser, 2000). Além disso, 0s
macrofagos quando ativados podem produzir 6xido nitrico (NO), através da enzima Oxido

nitrico sintase induzivel (iNOS), e também intermediarios reativos de oxigénio (ROS) pela
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oxidase fagocitaria, que sdo substancias tdxicas para o parasito (Liew e cols., 1990; Murray,
1982; Abbas, 2008).

No entanto, a interacdo Leishmania-macrofagos promove a auséncia de uma resposta
pré-inflamatéria e consequente inibicdo do processo de producdo dos componentes toxicos
necessarios para a eliminacdo dos parasitos, que acabam por entrar de forma silenciosa nos
macréfagos (Lodge e Descoteaux, 2005; Mosser e cols., 1996). Este fato pode se relacionar a
presenca de moléculas de superficie da Leishmania, como gp63, que € capaz de se ligar a varios
receptores de macréfagos, como MAC-1 e CR3 (Brittingham e cols., 1999) e LPG, que podem
interagir ndo somente com receptores p150/95 e CR3, mas também promover a inibi¢do da
fusdo do fagossomo ao lisossomo e favorecer a sobrevivéncia do parasito (Desjardins e cols.,
1997).

Outras células importantes séo os linfdcitos. A resposta de linfocitos especificos para
Leishmanias é dependente da espécie e das caracteristicas do hospedeiro. Assim, mediante a
infeccdo, linfocitos T CD4" sdo ativados e podem se diferenciar em células do tipo Thl,
caracterizadas pela producéo de citocinas inflamatorias, como IFN-y e TNF-a, que contribuem
para controle do parasito. Células Th2 séo caracterizadas por produzirem e liberarem citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13. A classe de linfécitos T CD8" também esta envolvida no controle da
infeccdo, que ocorre através da producdo de IFN-y, que também pode ser produzida por células
NK (Mougneau e cols., 2011).

2.7  Leishmania, células dendriticas e sinalizacao purinérgica

A montagem de uma resposta imune efetiva nos vertebrados € também dependente das
células dendriticas (DC), uma classe de células derivadas da medula 6ssea encontradas no
sangue, epitélios e tecidos linfoides. De modo geral, as DCs trabalhnam como sentinelas,
apresentando sensores moleculares e uma maquinaria de processamento de antigenos de suma
importancia para reconhecer patdgenos, integrar informacfes quimicas e orientar a
especificidade, a magnitude e a polaridade das respostas imunes subsequentes (Steinman, e
cols., 2003; Collin e cols., 2013)

Nos tecidos linfoides, as DC promovem o processamento de antigenos e a apresentacao
dos peptideos extracelulares, via MHC IlI, e intracelulares através de MHCI, que sdo
fundamentais para a atividade de linfocitos (Coquerelle e Moser, 2010). Estas células sdo

capazes, ainda, de secretar citocinascomo IL-12 que podem contribuir para a polarizacdo dos
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linfdcitos de fendtipo Thl e, assim, promover a montagem de uma resposta pro-inflamatoria
(Maldonado-Lo6pez e Moser, 2001).

Durante a infeccdo por Leishmania células dendriticas podem apresentar alteracdo na
expressdo de importantes marcadores de superficie, como é o caso da infec¢cdo por Leishmania
amazonensis que é capaz de modular a expressdo de MHCII, CD80, CD86, CD40, a producéo
de IL-10 e de IL-12 (Qi e cols., 2001; Prina e cols., 2004; Favali e cols., 2007; Figueiredo e
cols., 2012). Além disso, Hermida e cols. (2014) demonstraram que esta espécie pode prejudicar
a migracdo de células dendriticas do sitio inflamat6rio para o linfonodo drenante e assim
impedir as respostas imunes subsequentes.

Embora muitos estudos sejam realizados, pouco se conhece sobre os mecanismos pelos
quais estdo envolvidos na modulacdo da resposta imune frente a interacdo Leishmania e célula
dendriticas.

Nosso laboratério tem trabalhado e demonstrado a evidéncia de que Leishmania com
diferentes expressoes e atividades de ectonucleotidases sdo capazes de subverter a resposta
imune celular mediante a hidrélise de ATP para geracdo de adenosina. Nesse sentido,
demonstramos que Leishmania amazonensis apresenta maior atividade ectonucleotidasica que
a Leishmania braziliensis e a Leishmania major (Marques-da-Silva e cols.,2008). Em
camundongos C57BL/6, a infecgdo por L. amazonensis leva ao desenvolvimento de lesGes
crénicas que ndo se curam espontaneamente. Ao contrério, a infecgdo por L. braziliensis ou L.
major, neste modelo, leva ao desenvolvimento de lesGes menores e com cura espontanea
(Maioli e cols., 2004; Marques-da-Silva e cols.,2008).

Além disso, demonstramos que a diminuicdo da atividade ectonucleotidasica acarreta
diminuicdo da capacidade infectante desses parasitos (Gomes e cols., 2015). A relacéo entre o
nivel de atividade ectonucleotidasica e a capacidade infectante desses parasitos parece ser
determinada pela producédo de adenosina no meio extracelular, ja que a adi¢ao desta substancia
no momento da infeccdo por L. amazonensis promove uma reducdo na sua capacidade de
hidrolisar nucleotideos, tornando-os menos virulentos in vivo (Souza e cols., 2010). Ainda,
demonstramos que a infec¢do por L. amazonensis prejudica ativacdo de DC (diminuicdo da
expressdao de MHCII, CD86 e CD40) e posterior desencadeamento de uma resposta celular
especifica, cujo efeito foi dependente de ectonucleotidases e da ativacdo do receptor A2b, fato
que ndo foi encontrado para as espécies L. braziliensis e L. major (Figueiredo e cols., 2012).

A partir destes trabalhos, surgiu a hipétese de avaliar se Leishmanias com diferentes

atividades de ectonucleotidases sdo capazes de modular a resposta de células dendriticas frente
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a producdo e liberagdo de IL-1pB, uma importante citocina inflamatoria resultante do processo
de formacdo e ativacdo de inflamassomas e que vem sendo amplamente estudada, como ja

explicado anteriormente.
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3. Justificativa

Sabe-se da importancia do conhecimento dos marcadores de viruléncia no entendimento
dos mecanismos imunoparasitolégicos da infeccdo por parasitos do género Leishmania e no
consequente desenvolvimento de vacinas e estratégias diagnosticas. Trabalhos do nosso grupo
ja demostraram a importancia das E-NTPDases de promastigotas de Leishmania na modulacéo
da resposta imune celular pela acdo dessas enzimas na degradacdo de ATP e o acimulo de
AMP, que pode ser degradado pela 5’-nucleotidase, levando a geragdo de adenosina. Assim,
torna-se necessario o conhecimento de novos mecanismos envolvidos na modulagéo da resposta

imune perante a relevancia das E-NTPDases de parasitos do género Leishmania neste processo.
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4. Objetivos

4.2 Objetivo Geral:

Avaliar se Leishmania com variagOes na atividade ENTPDase sdo capazes de

modular a producao de IL-1p por células dendriticas.
4.3 Objetivos Especificos:

4.3.1 Verificar se a liberacdo de IL-1p € dependente da atividade de ENTPDase de
Leishmanias;

4.3.2 Analisar se Leishmanias tratadas com DIDS ou adenina sdo capazes de induzir a
liberagéo de IL-1p;

4.3.3 Analisar a participacdo do receptor P2X7 na liberacdo de IL-1p por células
dendriticas infectadas ou néo;

4.3.4 Avaliar participacéo de receptores de adenosina A2A e A2B durante o processo de

producéo de IL-1B em células dendriticas infectadas por Leishmania.
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5. Material e Métodos

5.1 Cultivo celular

Células dendriticas foram diferenciadas a partir de células da medula éssea (BOLTZ —
NITULESCU e cols 1987; LUTZ e cols.,1999). Fémures e tibias foram obtidos de camundongo
C57BL/6, por lavagem com seringa e agulha 30G, sendo imersos em &lcool 70°GL por 2
minutos, seguidos por imersdo em PBS/5% SFB, pH7,2. A suspensdo de células foi
centrifugada a 210xg/4°C/10minutos e as células foram ressuspensas em meio RPMI (Sigma-
Aldritch) suplementado com 10% de SFB (SFB — Cultilab, Campinas, SP, Brasil), L-glutamina
2mM (Sigma —Aldritch), penicilina G 100U/ml (Sigma —Aldritch), bicarbonato de sodio e
mercaptoetanol (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suécia) 50uM, pH 7,2. As células foram
plagueadas em placas de Petri a uma concentracdo de 3x10°células/ml e incubadas a 37°C/5%
CO:o. O fator de diferenciacdo celular, GM-CSF (ImmunoTools), foi adicionado nos dias 0, 3,
6 e 8, a uma concentracdo de 4ng/ml. No 9° dia células ndo aderentes foram coletadas para fins
experimentais. Os procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP) pelos
numeros de protocolos 2012/02 e 2013/51.

5.2 Parasitos

Formas promastigotas da cepa MHOM/IL/80/Friedlin Leishmania (Leishmania) major e
formas promastigotas da cepa IFLA/BR/67/PH8 Leishmania (Leishmania) amazonensis foram
cultivadas a 25°C, em meio de Grace (Sigma Aldrich, Inc, St. Louis, MO, USA) suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB — Cultilab, Campinas, SP, Brasil), L-glutamina
2mM (Sigma Aldritch) e penicilina G 100 U/ml (Sigma Aldritch), em pH 6,5. Promastigotas
metaciclicas foram enriquecidas a partir de parasitos em fase estacionaria (5° dia de
crescimento) por centrifugacdo em gradiente de Ficoll. Assim, os parasitos foram lavados duas
vezes com salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,2, a 1540 x g/ 4°C/ 10 minutos e o
precipitado foi ressuspenso em meio DMEM (Sigma-Aldrich), pH 7,2 e posteriormente
sobreposto em Ficoll 400 (Sigma Aldrich) 10%. A preparacdo foi centrifugada a 1070 x g/
25°C/ 15 minutos. Posteriormente, parte do sobrenadante enriquecido de promastigotas
metaciclicos foi retirado e os parasitos novamente lavados para fins experimentais, conforme

descrito por Marques-da-Silva e cols. (2008).
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5.3 Avaliacdo da atividade enzimatica por hidrélise de nucleotideos

A avaliacdo da capacidade de hidrolise de nucleotideos por L. amazonensis e L. major foi
realizada por método colorimétrico de dosagem de fosfato inorganico liberado pela incubacéo
dos parasitos com ATP, ADP ou AMP. Este método tem como procedimento a incubacgédo dos
parasitos integros durante 1 hora a 30°C em tampdo de reagdo contendo 0s seguintes reagentes:
NaCl 116 mM, KCI 5,4 mM, 5,5 mM de D-glicose, 5 mM de MgClz e com 50 mM de tampao
Hepes-Tris, na presenca de 5mM de ATP, ADP ou AMP (Sigma Aldrich) (Bisaggio e
cols.,2003). O processo reativo se inicia com a adi¢do das formas promastigotas vivas em fase
estaciondria e tem sua paralisacdo através da adicao de HCI 0,2 M (Fietto e cols., 2004). Para
fins de determinac&o da hidrolise inespecifica, e, portanto, obter um grupo controle, os parasitos
foram adicionados depois que a reagdo foi interrompida. Apés interrupcdo da reacdo, a
suspensao de parasitos foi submetida a centrifugacdo que possibilitou sua sedimentacéo, e
permitiu a partir de aliquotas do sobrenadante a medicéo do fosfato inorganico liberado (Pi)
(Ekman e Jager, 1993).

5.4 Infeccdo de células dendriticas in vitro e ativacao da via de IL-1p

Células dendriticas vidveis (avaliacdo por azul de trypan) foram plaqueadas em placas de
24 pocos contendo laminulas circulares (tratadas com poli-L-lisina (10pg/ml) em tampé&o borato
(0,1 M) para aderéncia celular) a uma concentragio de 10°células/ml e foram previamente
tratadas com lipopolissacarideo (Sigma- aldrich) para sua ativacdo, a uma concentracdo de
50ng/ml por um periodo de 5h. ApGs este estagio as células foram lavadas 2 vezes no préprio
meio, pH 7,2. Em seguida, formas promastigotas metaciclicas foram co-incubadas com células
dendriticas na proporc¢éo de 3 parasitos por célula, a 33°C/5% COz, por 3h e 3h a 37°C/5%CO;
na presenca de 1mM de ATP (Sigma.Aldrich). Apds 6h finais de tratamento e infecgdo o
sobrenadante da cultura foi coletado.

Em alguns experimentos, células dendriticas foram previamente incubadas com inibidor
do receptor de P2X7 (A740003) a uma concentracdo 50nM por 30 minutos antecedentes a
infeccdo. Em outros experimentos antagonistas de receptores de adenosina A2A e A2B,
SCH58261 e MRS1754, respectivamente, foram adicionados 30 minutos antes da infec¢ao por
Leishmania a uma concentracdo de 5uM. Ambos, SCH58261 e MRS1754, foram diluidos em

dimetilsufoxido, que também foi adicionado aos grupos controle.
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5.5 Determinacdo da producéo de IL-1p

Os sobrenadantes das culturas de células dendriticas foram coletados ap6s 6 horas de
tratamento e infeccdo e os niveis de IL-1p foram dosados por ELISA utilizando um kit para
ensaio em sanduiche conforme as instru¢@es do fabricante (BD Biosciences).

5.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a andlise estatistica por test t de Student ou ANOVA One-Way
seguida de pos-teste de Tukey com o auxilio do programa Prism 5.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA). Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.
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6. Apresentacdo de Resultados e Discussao

6.1 Atividade ectonucleotidasicade: Leishmania amazonensis e Leishmania

major

Nosso grupo tem trabalhado e demonstrado a evidéncia de que parasitos com diferentes
expressoes e atividades de ectonucleotidases séo capazes de modular diferentemente a resposta
imune celular em funcdo da hidrélise de ATP (Marques-da-Silva e cols., 2008; Gomes e cols.;
2015). A fim de verificar se promastigotas metaciclicas de Leishmania amazonensis e
Leishmania major apresentam diferentes atividades enzimaticas, submetemos estas espécies a
um ensaio de atividade ectonucleotidasica, e os seus resultados estdo apresentados na Figura
1.

1500- -
B Lm

1000

500+

nmol Pi / 10® parasitos / hora

ATP ADP AMP

Figura 1: Atividade ectonucleotidésica de diferentes espécies do género Leishmania. Promastigotas
metaciclicas da cepa de Leishmania amazonensis (PH8) e Leishmania major (Friedlin) foram cultivados por 5 dias
em meio suplementado, centrifugados e incubados com ATP, ADP ou AMP por 1 hora a 30°C. A atividade
ectonucleotidasica foi avaliada pela quantidade de fosfato inorganico liberado. Os dados apresentados referem-se
a média e desvio-padrdo de trés repeti¢Bes independentes. Analise estatistica realizada por One-Way ANOVA,
seguido de teste Tukey em comparagdo ao grupo controle. NS: ndo significativo.

Nossos dados demonstram que L. amazonensis e L. major apresentam atividade
enzimatica semelhante para todos os nucleotideos avaliados (Figura 1). Diferente do que
Marques-da-Silva e cols. (2008) demonstraram, a atividade ectonucleotidasica de L.
amazonensis nao foi maior do que a de L. major, para nenhum dos nucleotideos avaliados.

As informacgdes contidas na literatura sugerem que as ectonucleotidases sejam
importantes fatores de viruléncia, uma vez que podem favorecer o estabelecimento de infecgdes
através da inativacao de possiveis respostas protetoras do hospedeiro, por meio da utilizacéo de
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nucleotideos (Fietto e cols., 2004). No entanto, a manutencao dos parasitos em meio de cultura
pode interferir na atividade ectonucleotidasica e consequente viruléncia. Meyer-Fernandes e
cols. (2002) relataram que a atividade ecto-ATPasica de um isolado primario de Trichomonas
vaginalis foi cerca de 3 vezes mais elevada que a verificada em um isolado mantido in vitro por
muitos anos. De Souza e cols. (2010) avaliaram que cepas de L. amazonensis cultivadas por
longos periodos sdo passiveis de alterar sua atividade enzimatica.

Entretanto, nosso resultado ndo interfere na conducdo deste trabalho, uma vez que, foi
avaliada a influéncia da atividade enzimatica de Leishmania e ndo a resposta espécie-

dependente.

6.2  Parasitos do género Leishmania sdo capazes de induzir a liberacdo de IL-1f por
celulas dendriticas tratadas com LPS e ATP.

A liberacdo de IL-1 in vitro é classicamente avaliada através da estimulagdo de células
com ligantes dos receptores do tipo Toll (TLR), como o LPS, que favorece a traducdo da
proteina pro-1L-1p e, também, a ativacdo do receptor P2X7 pela molécula de ATP, que leva a
clivagem da pré-IL-1B e a liberagdo da sua forma madura (Perregaux e cols., 1992; Netea ¢
cols., 2010). Considerando que alguns trabalhos ja conseguiram ativar a via de secre¢éo de IL-
1B apenas pelo pré-tratamento das células com LPS (Lima —Junior e cols., 2013; Charmoy e
cols., 2016) e posteriormente infectando-as, decidimos criar um modelo que fosse coerente com
os dados da literatura (Figura 2).

Podemos observar, conforme a Figura 2A, que o prévio tratamento de células
dendriticas por 5 horas com LPS (50ng/ml), e posterior infecgdo com L. amazonensis e L. major
nédo foi suficiente para induzir a liberagdo de IL-1p. Acreditamos, que a necessidade de altas
concentracOes de ATP para ativar o receptor P2X7, conforme a literatura nos informa (La Sala
e cols., 2003; Coddou e cols., 2011) possa ter influenciado na ndo indugéo da via de secrecdo
de IL-1B, conforme dados da Figura 2A. Ndo podemos deixar de citar, que no momento do
repasto sanguineo o flebotomineo além de inocular parasitos Leishmania sobre a pele do
hospedeiro, é capaz de regurgitar a sua microbiota intestinal, e ,assim favorecer ndo somente a
ativacdo do inflamassoma e a liberacdo de IL-1B, mas também a infiltragdo de neutr6filos no
local da infeccéo (Dey e cols., 2018). Em contrapartida, a figura 2B nos mostra que o tratamento
com ATPe (ImM) no momento da infec¢do induz uma liberagcdo da citocina de forma
significante. Neste contexto, estudos sobre células dendriticas humanas revelaram que a IL-1f

pode ser liberada a partir destas células tanto por exocitose de lisossomas secretoras (Gardella
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e cols., 2001), quanto por extravasamento de microvesiculas da membrana plasmética
(Pizzirani e cols., 2007) apos tratamento com ATP. N&o sabemos ao certo 0 motivo para esta
liberacdo de IL-1p, mas alguns trabalhos com outras células, como neutréfilos (Joosten e cols.,
2009) e mastacitos (Mizutani e cols., 1991) ja demonstraram que algumas proteases podem ter
papel fundamental na regulacdo da atividade de IL-1p, porém a proteolise nesses locais que
levam a ativagdo da IL-1p geram uma atividade muito mais fraca em comparagdo com a

ativacdo por caspase-1 (Black e cols., 1988; Hazuda e cols., 1990).
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Figura 2: Liberagéo de IL-1p por células dendriticas infectadas. (A) Células dendriticas foram cultivas em
meio suplementado e estimuladas por 5h com LPS (50ng/ml), lavadas e infectadas por promastigotas metaciclicas
de L. amazonensis e L. major na proporcao de 3 parasitos para 1 célula por 6 horas. (B) Células dendriticas foram
cultivas em meio suplementado por 5h, lavadas e infectadas por L. amazonensis e L. major na proporg¢do de 3
parasitos para 1 célula na presenca de 1mM de ATP por 6 horas. Apos este periodo o sobrenadante foi coletado
para dosagem de IL-1f por método de ELISA. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padréo de trés
repeticdes independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em

comparagdo ao grupo controle, *p<0,05.
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A partir destes resultados e considerando a via classica de liberacéo de IL-1p, decidimos
para 0s ensaios subsequentes estimular as células dendriticas tanto com LPS quanto com ATP.

Temos o conhecimento de que o processo de infeccdo celular por Leishmania pode
promover o enriquecimento do meio extracelular com moléculas do interior das células, como
0 extravasamento ATP. Esta molécula de ATP, uma vez no meio extracelular, pode ser
hidrolisada pelas ENTPDase de parasitos do género Leishmania e, consequentemente, gerar
adenosina, uma molécula anti-inflamatéria e que poderia funcionar como uma molécula
reguladora da resposta imune em favor da infeccdo. A partir destas informacdes, decidimos
verificar se a atividade ectonucleotiddsica de Leishmania estaria correlacionada com um
aumento na liberagéo de IL-1p pelas células dendriticas infectadas. Para isto, as promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis e L. major foram direcionadas tanto para infeccdo em células
dendriticas, previamente tratadas com LPS e posteriormente com ATPe, como também para o
ensaio de atividade ectonucleotidasica.

Nossos resultados, conforme apresentado na Figura 3, demonstram que L. amazonensis
e L. major sdo capazes de induzir a liberagdo de IL-1pB através da hidrolise de nucleotideos.
Assim, verifica-se que houve correlagédo entre a hidrolise de ATP e ADP com a liberacéo de
IL-1B por DC infectadas, tanto por L. amazonensis, como por L. major, uma vez que foram
encontrados valores de r>=0,8581 e valor de p 0,0079; r>=0,6483 e valor de p=0,0532,
respectivamente. Nao foram encontradas correlagdes significativas para a hidrolise de AMP e
producédo da citocina IL-1p. Perfil semelhante foi encontrado para células dendriticas infectadas

e tratadas apenas com ATP (dados ndo mostrados).
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Figura 3: Correlacao de atividade ectonucleotidasica e liberacao de IL-1p apés tratamento com LPS+ATP.
Células dendriticas foram cultivas em meio suplementado e estimuladas por 5h com LPS (50ng/ml), lavadas e
infectadas por promastigotas metaciclicas L. amazonensis e L. major na proporc¢do de 3 parasitos para 1 célula na
presenca de 1mM de ATP por 3 horas a 33°C e 3 horas a 37°C. Apoés este periodo o sobrenadante foi coletado
para dosagem de IL-1p por método de ELISA. A atividade enzimética foi analisada por liberagdo de fosfato ap6s
incubacdo dos parasitos por 1h na presenca de ATP, ADP e AMP. Os dados apresentados sdo referentes a trés
repeticGes independentes. Valores de r?e p foram obtidos por anélise por regressdo linear considerando valores
estatisticamente significantes quando p<0,05.

Considerando que tanto L. amazonensis quanto L. major foram capazes de induzir a
liberacdo de IL-1pB por células dendriticas infectadas, decidimos avaliar se a IL-1p liberada
poderia auxiliar no controle da infecgdo por estes parasitos, uma vez que é considerada uma
citocina pro-inflamatéria. Observamos, como apresentado na Figura 4 que mesmo diante da
producdo desta citocina ndo houve reducédo da infeccao celular. O nimero de amastigotas por

células infectadas também néo se alterou (dados ndo mostrados).
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Assim temos que, apesar da IL-1p ser considerada uma citocina pro-inflamatoria, apenas
sua presenca ndo € suficiente para promover a reducao da infeccdo em DC infectadas por
Leishmania. Este fato ndo nos surpreende, visto que uma de suas atribuicdes estaria relacionada

com o recrutamento celular, como de macrofagos (Rider e cols., 2011).

80- Infectado
Infectado estimulado (LPS+ATP)

60+

% DC infectadas
i
<

Lm
La

Lm +LPS+ATP
La+LPS+ATP

Figura 4: Infeccdo de células dendriticas por L. amazonensis e L. major. Células dendriticas foram pré-tratadas
com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major
na presenca de 1mM ATP durante 3 horas a 33° e posteriormente por 3h a 37°C. A porcentagem de células
infectadas foi avaliada por contagem em microscopio 6ptico. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-
padrdo de trés repeti¢des independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey.

Dado que a molécula de ATP é de grande importancia para a liberagdo de IL-1p,
acreditdvamos que a infecgdo poderia reduzir a liberacdo desta citocina, visto que, parasitos
Leishmania possuem em sua superficie ectonucleotidases que sao capazes de hidrolisar o ATP
extracelular e, consequentemente gerar adenosina, que poderia influenciar na modulagéo
negativa da liberacdo da IL-1pB. Entretanto, nossos resultados, de forma interessante, nos
revelam uma correlagdo positiva entre a hidrolise de nucleotideos de ATP e ADP com a
liberacédo de IL-1p.

A principio, ndo esperavamos encontrar relagdo entre a 5’-nucleotidase, através da
hidrolise de AMP e a liberagdo de IL-1B, uma vez que o mais importante seria justamente a
hidrdlise da molécula de ATP para modular negativamente a liberacdo da IL-1p. Mas este fato
nos intriga, visto que um possivel papel da molécula de adenosina, produto final da hidrolise

de ATP por ectonucleotidases de Leishmania, tem sido levantado como importante para
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sustentar a liberacdo de IL-1B (Ouyang e cols., 2013). Isto nos levou a verificar o papel da
adenosina em ensaios experimentais subsequentes.

Assim, a partir destes resultados conseguimos verificar que a infeccdo de celulas
dendriticas por Leishmania é capaz de induzir a produgdo de IL-1B. Na literatura, alguns
trabalhos também demonstraram que a infeccdo por estes parasitos é capaz de induzir a
liberacao desta citocina, mas o papel desta citocina ainda é controverso. Charmoy e cols. (2016)
demonstraram que a liberagdo de IL-1p por macrofagos derivados de medula dssea infectados
por 6 horas e tratados com LPS (50ng/ml) é diretamente proporcional a quantidade de parasitos
de L. major isolado de pacientes com lesBes cronicas. Além disso, revelam que em ensaios de
infeccéo in vivo em camundongos C57BL/6, a IL-1p esteja influenciando no recrutamento de
neutrofilos para o local da infeccéo, fato que desempenha um papel crucial no desenvolvimento
de uma forma néo cicatrizante de leishmaniose cutanea em camundongos convencionalmente
resistentes. Neste contexto, Fernandéz-Figueroa e cols. (2012) demonstraram que um aumento
na producéo in vitro de IL-1p por mondcitos € uma expressao sérica aumentada desta citocina,
correlacionou-se com a gravidade da doenca, por ser significativamente maior em pacientes
com leishmaniose cutanea difusa fortemente infectados com Leishmania mexicana. Por outro
lado, Xiu e cols. (2007), demonstram que celulas dendriticas tratadas com LPS (100ng/ml) e
infectadas por L. amazonensis e L. major sdo capazes de aumentar proporcionalmente a
liberagcdo de IL-1P e esta liberagdo estaria induzindo maior expressdo de CD40 e CDS3,
importantes marcadores de ativacdo de células dendriticas. Ndo menos importante,
demonstraram que o tratamento de IL-1p em doses crescentes também ¢é capaz de aumentar o
percentual de células dendriticas produtoras de 1L-12p40. Além disso, Lima-Junior e cols.
(2013) demonstraram que a infec¢do por L. amazonensis em macrofagos derivados de medula
Ossea é capaz de induzir a producdo e liberacdo de IL-1p por estas células. Além disso, relatam
a importancia da ativacdo do inflamassoma NLRP3 e consequente ativacao de caspase-1 para
favorecer liberagéo de IL-1B, que nesta infecgdo, € passivel de promover a resisténcia a presenga
de L. amazonensis através da producdo de 6xido nitrico.

Assim, tendo conhecimento que a ectonucleotidase de parasito possa estar envolvida no
processo de liberacdo de IL-1pB, propomos inibir a atividade da enzima e verificar possiveis

modulacdes.

36



6.3 A modulagdo da atividade enzimatica de parasitos do género Leishmania
reduz a liberacéo de IL-1§

Considerando que a ectonucleotidase possa estar envolvida na liberagdo de IL-1p,
decidimos modular a atividade desta enzima e verificar possiveis modulagfes na liberagao de
IL-1p por células dendriticas infectadas.

Tripanossomatideos, como parasitos do género Leishmania, ndo fazem a sintese de novo
de nucleotideo purinicos, e por isso dependem de ectonucleotidases para alimentar a via de
salvacdo de purinas (Carter e cols., 2008). Assim, quando sdo crescidos em meio contendo
adenina exdgena sdo capazes de aumentar o crescimento e satisfazer os requisitos de purinas
para o seu desenvolvimento, reduzindo consequentemente sua atividade enzimatica (Serafim e
cols., 2012; Gomes e cols., 2015). O tratamento com DIDS (4,40-diisothiocyanatostilbene 2,20-
disulfonic acid), um inibidor de ectonucleotidase, ap6s a obtencdo das formas promastigotas
metaciclicas, também é capaz de reduzir a atividade enziméatica (Meyer-Fernandes e cols.,
1987; Berredo-Pinho e cols., 2001).

Assim, a fim de promover a modulacdo da atividade enzimética das especies de
Leishmania, cultivamos as cepas em meio de cultura suplementado com 5mM de adenina por
5 dias ou inibimos diretamente a atividade da enzima por tratamento com 100uM de DIDS por
1 hora antecedente a infecgdo para posteriormente avaliar interferéncia na liberagédo de IL-1p.

Conforme dados da figura 5, tanto o tratamento com DIDS, como o tratamento com
adenina foram capazes de diminuir a liberacdo de IL-1p por células dendriticas infectadas por
e L. major e estimuladas com LPS e ATP quando comparadas com o grupo apenas infectado e

estimulado. Mas para L. amazonensis néo foi significativo.
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Figura 5: Liberacdo de IL-1p por células dendriticas infectadas por L. amazonensis e L. major na presenca
de inibidores de E-NTPDase. Células dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e
infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major na presenga ou auséncia de DIDS 100uM
(por 1 hora) ou adenina 5mM (5 dias) e ATP 1mM durante 3 horas a 33°C e posteriormente por 3h a 37°C. A
producdo de IL-1p foi avaliada por método de ELISA. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padréo
de trés repeticbes independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em
comparagdo ao grupo controle, *p<0,05 e **p>0,01.

Interessantemente, nossos resultados sugerem que a atividade enzimética do parasito
seja importante para garantir a ativacdo da via de sintese de IL-1p, visto que a modulagdo da
atividade do parasito foi capaz de modular negativamente a liberacdo desta citocina.

Em seguida, avaliamos se a reducdo da atividade da enzima seria capaz de diminuir a
infeccdo em células dendriticas (Figura 6). Observamos que tanto o tratamento com DIDS,
como o com adenina também foram capazes de reduzir a taxa de infeccdo em células

dendriticas.
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Figura 6: Infeccdo de células dendriticas por L. amazonensis e L. major na presenca de inibidores de E-
NTPDase. Células dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e infectadas com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major na presenga ou auséncia de DIDS 100uM (por 1 hora),
cultivadas ou ndo com adenina (5mM) e ATP 1mM durante 3 horas & 33°C e posteriormente por 3h a 37°C. Os
dados apresentados referem-se a média e desvio-padrdo de trés repeticBes independentes. Foi utilizado teste t
student em relag@o ao grupo controle, *p<0,05.

Nossos dados, ainda enfatizam a importancia da ectonucleotidase de Leishmania na
capacidade de interacdo celular e consequente habilidade infecciosa e de sobrevivéncia. Em
macrdfagos infectados houve uma reducéo da taxa de infeccdo frente a presenca de parasitos
que apresentem baixa atividade enzimatica ou que tenham sofrido modulacdo das enzimas
(Gomes e cols., 2015). Além disso, Pinheiro e cols. (2006) e Santos e cols. (2009)
demonstraram a relevancia das ENTPDase de parasitos para processos de adesdo e
internalizacéo pela célula hospedeira.

Assim, considerando que a Leishmania é capaz de hidrolisar o ATP extracelular para
ter como produto final a adenosina, e que hd uma correlacdo entre a hidrolise de nucleotideos e
a liberagéo de IL-1pB, conforme apresentado na Figura 3, decidimos avaliar a participagéo da
adenosina no processo de secrecdo de IL-1p, visto que alguns trabalhos ja demonstraram sua
importancia no processo de ativacdo do inflamassoma e, consequentemente inducdo da
liberacdo de IL-1p (Chiu e cols., 2014; Ouyang e cols., 2013).
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6.4 A adenosina € importante para promover a liberacdo de IL-1p por células
dendriticas infectadas
A producdo de IL-1p é um passo central em uma ampla gama de respostas inflamatorias

(Ouyang e cols., 2013). Levando em consideracdo que a ENTPDase de Leishmania pode
hidrolisar ATP e, pela participa¢do da 5’-nucleotidase, gerar adenosina, decidimos analisar se
células dendriticas seriam capazes de aumentar a producao de IL-1p frente a adi¢do de NECA,
um analogo de adenosina.

Como esperado, células dendriticas tratadas apenas com NECA ndo sdo capazes de
induzir a liberacdo de IL-1pB (Figura 7), visto que, como ja citado na literatura, sdo necessarios
2 sinais, LPS e ATP para o processamento e liberacao desta citocina. Em contrapartida, células
dendriticas tradadas com NECA e LPS foram capazes de aumentar a producdo de IL-1 em
relacdo ao grupo controle tratado apenas com LPS, o que sugere uma participacdo da adenosina
na inducdo da via de IL-1p. Diferente do que esperavamos, 0 tratamento de células dendriticas
com LPS+ATP+NECA ndo foi capaz de aumentar a liberagéo de IL-1p em relagdo ao seu grupo
controle. Nossos resultados demonstram que a adenosina possa ser importante na inducao da
liberacdo de IL-1.
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Figura 7: Células dendriticas tratadas com NECA séo capazes de liberar IL-1p. Células dendriticas foram
pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e/ ou tratadas com NECA 1uM e ATP ImM por durante 3
horas a 33°C e posteriormente por 3h a 37°C. A producéo de IL-1p foi avaliada por método de ELISA. Os dados
apresentados referem-se a média e desvio-padrao de trés repeticdes independentes. Foi utilizado teste estatistico t
student, em comparagio ao grupo controle, ***p<0,0001.

Neste contexto, considerando que a infeccdo em células dendriticas por parasitos do
género Leishmania poderia atuar na modulagdo da producdo de IL-1p pela produgdo de
adenosina, resolvemos avaliar por qual receptor a molécula de adenosina estaria atuando. Para
isto, cultivamos as células em meio contento inibidores dos receptores de adenosina, SCH
58261 (receptor A2A) e MRS 1754 (receptor A2B) (Figura 8).

Curiosamente, ambos tratamentos com inibidores de do receptor de adenosina foram
suficientes para reduzir significativamente a producéo de IL-1p, tanto por grupos de células

dendriticas estimuladas ndo-infectadas, como por grupos estimulados- infectadas.
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Figura 8: A adenosina é importante para promover a liberagdo de IL-1p por células dendriticas infectadas.
Células dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas. Posteriormente foram lavadas e tratadas 30
min antes da infecgdo com SCH 58261 (5uM) ¢ MRS1754 (5uM). Foram infectadas com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis e L. major na presenga de ATP 1mM durante 3 horas & 33°C e posteriormente por
3h & 37°C. A producdo de IL-1p foi avaliada por método de ELISA. Os dados apresentados referem-se a média e
desvio-padréo de trés repeticdes independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste
Tukey, ***p< 0,0001.

Curiosamente, nossos dados revelam uma nova funcdo da molécula de adenosina no
processo de infecgdo por Leishmania e liberagdo de IL-1p por células dendriticas infectadas.
Ao contrario do que imagindvamos, a adenosina, conhecida por suas propriedades anti-
inflamatorias, tem participacdo no aumento dos niveis da citocina pré-inflamatéria 1L-1p.
Apesar de ndo termos dados que confirmem esta hipotese, acreditamos que a adenosina esteja
sustentando a formacdo de um ambiente altamente inflamatorio que favoreca o recrutamento
celular e replicacdo do parasito.

Nossos dados demonstram pela primeira vez que a infeccdo por L. amazonensis e L.
major sdo capazes de induzir a secrecdo de IL-1p através da influéncia da adenosina. Na
literatura, temos que Chiu e cols. (2014) avaliaram o papel da adenosina como uma possivel
molécula indutora de comportamentos semelhantes a ansiedade, e demonstraram que a
adenosina ao se ligar no seu receptor € capaz de induzir a liberacdo de IL-1p por duplicar a
atividade de caspase-1 no cérebro de camundongos machos, através de uma via dependente de
canais de potassio sensivel a ATP, proteina quinase A (PKA) e via receptor A2A de adenosina.
Ouyang e cols. (2013) demonstraram que a adenosina, apesar de ndo substituir os sinais

fornecidos por estimulos, tais como LPS ou ATP, possui capacidade de sustentar a atividade do
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inflamassoma através de uma via dependente de AMPc / PKA / CREB / HIF-1a, em macrofagos
peritoneais murinos.

Neste contexto, comparando com outros trabalhos que avaliam a participacdo da
adenosina, podemos verificar o envolvimento do receptor de adenosina A2B na modulacédo da
resposta imunolégica em favor da instalacdo de um ambiente anti-inflamatorio, que é capaz de
interferir negativamente na producdo de 6xido nitrico por macrofagos infectados por L.
amazonensis e reduzir a producdo de IL-12, de forma a favorecer a permanéncia do parasito
(Gomes e cols., 2015). Além disso, em células dendriticas, a infec¢do por L. amazonensis inibe
a ativacdo destas células através do receptor de adenosina A2B, seguindo a cascata de
sinalizacdo por AMPc, PI3K eERK1 /2 e impedindo, portanto, etapas subsequentes da resposta
imune para eliminagéo do parasito (Figueiredo e cols., 2017).

Assim, nos deparamos com situacdes diferentes, mas que demonstram um possivel
papel da adenosina em favor do estabelecimento da infeccdo por parasitos do género

Leishmania.

6.5 A liberacdo de IL-1p por células dendriticas infectadas é dependente do
receptor P2X7

O receptor P2X7 tem um papel importante na resposta inflamatéria, uma vez que sua
ativacdo nas células do sistema imune (macréfagos, mondcitos, células NK, linfocitos T e B e
também em células dendriticas (Mutini e cols., 1999; Gu e cols., 2001; Gu e cols., 2004)
funciona como um segundo sinal para a secrecao da citocina IL-1p madura (Perregaux, 1994;
Ferrari, 1996; Sanz e Di Virgilio, 2000; Ferrari e cols., 2006).

Assim, considerando que a infeccdo por parasitos do género Leishmania é capaz de
induzir a liberacdo de ATP e também promover a hidrélise de ATP decidimos avaliar a
participacao do receptor P2X7 (Figura 9).

Conforme apresentado na Figura 9, o tratamento de células dendriticas com o inibidor
do receptor P2X7 (A730004 a 50nM) foi capaz de modular negativamente a liberacdo da
citocina IL-1p por células tratadas e infectadas por L. amazonensis e L. major. Este resultado
sugere que € necessaria a ativacdo do receptor P2X7, na presenca de altas concentracfes de
ATP, para a liberagdo de IL-1p por células dendriticas infectadas por Leishmania. Além disso,
este resultado associado aos dados da Figura 7, nos permite levantar a hipotese de que o a baixa
inducdo da liberacdo de IL-1B por DC tratadas com LPS e NECA seja proveniente da ndo

ativacdo de P2X7, visto que ndo houve adicao de ATP neste grupo.
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Figura 9: O receptor P2x7 possui papel na liberacdo de IL-1p por células dendriticas infectadas. Células
dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e tratadas com 50nM de A730004 por 30
minutos antes da infeccdo e mantidos por 6h. Posteriormente infectadas com promastigotas metaciclicas de L.
amazonensis e L. major na presenca de ATP 1mM durante 3 horas a 33°C e posteriormente por 3h a 37°C. A
produgdo de IL-1p foi avaliada por método de ELISA. Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padréo
de trés repeti¢des independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey em
comparagdo ao grupo controle, ***p<0,0001.

Considerando a participacdo do receptor P2X7 no processo de liberagcdo de IL-1p,
verificamos sua possivel capacidade de favorecer a fagocitose, visto que ele tem sido descrito
como sendo importante para induzir a eliminacao de alguns micro-organismos (Coutinho-Silva
e cols., 2003). Assim, avaliamos o percentual de células infectadas por contagem ao
microscopio Optico e verificamos que sua ativacdo ndo esta envolvida com o aumento da
fagocitose em células dendriticas infectadas (Figura 10).

Em seguida decidimos avaliar se a ativacdo do receptor P2X7, em virtude da alta
concentracdo de ATPe, seria responsavel por induzir a apoptose celular por aumentar a
permeabilizacdo e formacdo de poros nas membranas celulares permitindo a passagem de
grandes moléculas e, subsequentemente favorecendo processos subsequentes de apoptose
celular (La Sala e cols., 2003; Donnelly —Roberts e Jarvis, 2007; Coddou e cols., 2011). Para
isto, uma contagem de células viaveis foi realizada por exclusdo em azul de tripan (0,4%
Sigma). De acordo com a Figura 11 o tratamento com uma alta concentragédo de ATP néo
interferiu no percentual de células viaveis nos grupos tratados com ATP ou LPS+ATP e/ou

infectados.
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Figura 10: Infec¢do de células dendriticas por L. amazonensis e L. major na presenca de inibidores de P2X7.
Células dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5 horas, lavadas e pré-tratadas com 50nM de
A730004. Posteriormente infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major na presen¢a
ou auséncia de A730004 e ATP 1mM durante 3 horas a 33° e posteriormente por 3h a 37°C. Os dados apresentados
referem-se a média e desvio-padrdo de trés repeticbes independentes. Foi utilizado teste estatistico One-Way

ANOVA, seguido de teste Tukey.

Esta informacdo condiz com as analises realizadas por Coutinho-Silva e cols (1999) que
demonstraram que a incubacédo de células dendriticas com ATPe somente é capaz de mediar a
apoptose a partir de doses superiores a 2mM. Nao menos importante, Moore e Gmatlashewski,
(1994) observaram que a infecgdo intracelular por Leishmania donovani em macrofagos
derivados de medula dssea € capaz de inibir a apoptose celular, fato que também poderia

justificar a manutencgéo da viabilidade celular.

45



1 Nao-infectado
100~ =3 Infectado -La

B Infectado - Lm

T

% DC viaveis

I I
Controle LPS+ATP

Figura 11: Viabilidade de células dendriticas. Células dendriticas foram pré-tratadas com LPS 50ng/ml por 5
horas, lavadas. Posteriormente infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis e L. major na
presenca de ATP 1mM durante 3 horas a 33° e por 3h a 37°C. A viabilidade celular foi avaliada por azul de tripan.
Os dados apresentados referem-se a média e desvio-padrdo de trés repeticdes independentes. Foi utilizado teste
estatistico One-Way ANOVA, seguido de teste Tukey.

De fato, nossos resultados enfatizam a importancia do receptor P2X7 na secre¢éo de IL-
B por células dendriticas infectadas por Leishmania A ativacdo do receptor P2X7 tem sido
relacionada com a eliminagdo de micro-organismos, como Mycobacterium tuberculosis em
macréfagos humanos (Kusner e Adams, 2000) e também de Chlamydia trachomatis em
macréfagos peritoneais murinos (Coutinho-Silva e cols., 2003) de forma dependente da
molécula de ATP. Além disso, Lees e cols. (2010) verificaram que a infeccdo por Toxoplasma
gondii em macréfagos derivados de camundongos knock-out para o receptor P2X7 (P2X7R™)
sdo incapazes de eliminar o parasito tdo efetivamente quanto os macréfagos de camundongos
do tipo selvagem. Fato que ndo foi encontrado em nossos resultados através da analise da taxa
de infeccdo de células dendriticas (Figura 10) e que pode ser esclarecido pelo fato das células
dendriticas ndo terem funcéo direta em promover a morte de micro-organismos.

O conjunto de dados obtidos nos permite propor, que o ATP extracelular seja importante
para inicializar a ativagdo da via de secrecéo de IL-1, a partir da ativagao do receptor P2X7, e
que a adenosina gerada a partir da hidrdlise de ATP por ectonucleotidase de Leishmania seja
importante para sustentar a liberacdo desta citocina. Neste contexto, nossos dados demonstram
que a ENTPDase de Leishmania ¢ uma enzima importante para favorecer a inducédo da liberacao

de IL-1p, visto que, o bloqueio da atividade da ectonucleotidase e a tentativa de modulagdo da
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expressdo da mesma sdo capazes ndo somente de reduzir a liberacdo de IL-1p por células
dendriticas infectadas, mas também interferir na capacidade destas células em internalizar estes
parasitos. Alem disso, mostramos que a infec¢cdo por L. amazonensis e por L. major em células
dendriticas, previamente tratadas com LPS e ATP, é capaz de criar um ambiente inflamatorio
a partir da producao de adenosina, que diferente do que esperdvamos, contribui para a liberacao
de IL-1pB, uma citocina conhecida por suas propriedades pro-inflamatorias. Nossas perspectivas
sdo descobrir se a liberagdo de IL-1 esta favorecendo o processo de recrutamento celular, como
de neutrdfilos (Dey e cols., 2015) e assim influenciando na multiplicacdo dos parasitos em
novas células hospedeiras, visto que, naturalmente os parasitos replicam por divisao binéria
dentro das células que se encontram, podendo promover o rompimento da membrana
plasmatica destas e reinfectar a novas células.

Por fim enfatizamos a importancia do conhecimento dos mecanismos moduladores da
resposta imune frente a instalacdo da Leishmaniose, que esta fortemente correlacionada com

uma efetiva atuacdo da resposta imunoldgica montada pelo hospedeiro acometido.
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7. Conclusdo

Os dados obtidos nos permitem demonstrar que tanto a infeccdo por L. amazonensis
como por L. major em células dendriticas sdo capazes de promover a liberagdo de IL-1pde
forma dependente da atividade ectonucleotidésica de Leishmania que auxilia na producdo de

adenosina que atua via receptores A2A e A2B e também pelo receptor P2x7.
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