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RESUMO

As NTPDases sé@o enzimas com a habilidade de hsdraiucleotideos di e trifosfatados
sob estimulo de fons bivalentes {Cau Mg e sdo caracterizadas pela presenca de
regides altamente conservadas (ACR1 a ACRS5). A mpéste dessas enzimas €
encontrada ligada a membrana e sdo conhecidas @mtmwnucleotidades. S&o
encontrados em inimeros tipos celulares, incluipdmozoarios, como parasitos do
géneroLeishmania Possuem importante papel ha modulagéo da respuste devido

a hidrolise de ATP, conhecida molécula inflamatoea consequente acumulo de
adenosina, pela acdo subsequente da 5’-nucleotidageebra de AMP, que, por sua
vez, estimula resposta antiinflamatéria. Sabe-$edaa do importante papel das
NTPDases no processo de adesédo e internalizacgarasitos em células hospedeiras.
O presente trabalho teve por objetivo avaliar cepaps e-NTPDases deeishmania
nos processos de adesédo, internalizacdo e modubgaesposta em macrofagos.
Macrofagos provenientes do peritbnio de camundo@@BL/6 foram infectados com
L. amazonensisratados com anticorpos anti-NTPDase, e os regdtaemonstraram
reducdo na porcentagem de células contendo parasiezidos apds 30 minutos. Além
disso, competicdo com e-NTPDase recombinante neduzidesao e internalizacdo de
parasitos aos macréfagos. A modulacdo da expredsfisas enzimas através do
tratamento com adenina ou suramina no parasito&amnditera esses parametros. De
forma interessante, nas células que foram infestamlaimero de parasitos por célula é
o0 mesmo nos diferentes grupos, sugerindo que pgjrgadiferentes de macrofagos
possam ter niveis diferenciados de expressdo deptores desconhecidos pra e-
NTPDase. Para analise de modulacdo da respostaféagica, células foram incubadas
com e-NTPDase recombinante (rNTPDase). Os dadosrdgram reducéo na producao
de oOxido nitrico (NO) por células tratadas com rB&Be. Além disso, observou-se
reducdo de citocinas como IL-10, IL-12 e aumentoT@f, demonstrando que a
ligacdo de e-NTPDase deeishmaniaé capaz de modelar as diferentes funcdes do
macrofago. E, por fim, observou-se que célulasdicd com rNTPDase perdem, apos
30 minutos, a capacidade fagocitica. Conclui-satapto, que a e-NTPDase de
Leishmaniaé uma importante molécula de adesdo e consequertealizacdo do
parasito pelos macrofagos e que essa ligagdo & clpalterar o padrdo de resposta

dessas células, sendo indicativo de que a e-NTR®asds uma molécula de superficie
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de Leishmania envolvida na subversdo da resposta imune contpgarasito, e,

consequentemente, no favorecimento da infecgao.

Palavras-chave Leishmaniae-NTPDase, macréfago, éxido nitrico e citocinas



ABSTRACT

NTPDases constitutes a family of enzymes with thiéty to hydrolyze nucleotide di
and triphosphates under stimulation with bivaleations (C&" or M¢®” and are
characterized by the presence of highly conserggobns (the ACR1 - ACR5). Most of
these enzymes are found membrane-bound and arenka®wcto-nucleotidases. They
are found in numerous cell types, including protyzparasites such as the genus
Leishmania They have an important role in modulating the umen response due to
hydrolysis of ATP, a known inflammatory molecul&daconsequent accumulation of
adenosine, by subsequent action of 5'-nucleotisadee breakdown of AMP, which in
turn, stimulates an anti-inflammatory response. Nases are also involved in the
adhesion and internalization of parasites to he$.cThis study aimed to evaluate the
role of Leishmanias E-NTPDase in the adhesion and internalizatiorcqgees and
modulation of the response in macrophages. Pedatamacrophages from C57BL / 6
mice were infected with.. amazonensi¢reated with anti-NTPDase, and the results
showed a reduction in the percentage of cells atthered parasites after 30 minutes.
Moreover, competition with recombinant E-NTPDassluces the adhesion and
internalization of parasites to macrophages. Thelulaion of expression of these
enzymes in the parasite also alters these paranéieerestingly, in cells that were
infected, the number of parasites per cell is #raesin different groups, suggesting that
different macrophage populations may have diffetemels of expression of receptors
for unknown e-NTPDase. To analyze the modulationn@crophages, cells were
incubated with recombinant E-NTPDase (rNTPDaseg ddta demonstrate the reduced
production of nitric oxide (NO) by cells treatedtivriNTPDase. In addition, there was a
reduction of cytokines such as IL-10, IL-12 and F&Fshowing that binding of
Leishmaniae-NTPDase to the macrophage is able to interfeith wacrophage
function. Finally, we observed that cells treatethwNTPDase lost after 30 minutes,
phagocytic capacity. Therefore, E-NTPDase.efshmaniais an important adhesion
molecule and subsequent internalization of the gi&raby macrophages and this
binding can alter the response pattern of theds, aghich could indicate that the E-
NTPDase is another surface moleculé.@khmanianvolved in subverting the immune
response against the parasite, thus favoring the fectian.
Keywords: Leishmaniae-NTPDase, macrophage, nitric oxide and cytokines
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As e-NTPDases

As NTPDases, ou ATP difosfohidrolases, sdo enzidaa$amilia das apirases
com habilidade de hidrolisar nucleotideos trifcasflais até a sua forma monofosfatada,
sob estimulo de fons bivalentes, como calcid{Gamagnésio (Md). Esses enzimas
se caracterizam pela presenca de cinco regidesaita conservadas entre as espécies,
denonimadas ACRspyrase conserved regiongue sdo predominantemente as regides
de maior importancia para a atividade catalitidgen(dermann, 2000; Handa e Guidotti,
1996).

Em mamiferos, as NTPDases se dividem em oito gtus®NTPDases 1, 2, 3 e
8 sdo encontradas na superficie celular, ligasgasrabrana. A maior parte € encontrada
ligada a membrana celular com o sitio ativo voltpdoa 0 meio extracelular, por isso
sdo denominadas ecto-NTPDases. Contudo, nem tedossentantes dessa familia de
enzimas sao ectoenzimas, sendo que algumas saceiotares, sendo encontradas no
ltmem de organelas como complexo de Golgi e retieabdoplasmatico. As NTPDases
4, 5, 6 e 7 sao intracelulares, porém as NTPDases$ Jodem ser secretadas apos
expressdo heterdloga (Robson e cols., 2006). A noiaiera dessas enzimas é
complexa e envolve também a preferéncia por subsian bivalente catalisador e até
mesmo o produto formado. A NTPDase 1 hidrolisa ATRDP de forma semelhante,
enquanto NTPDase 3 e 8 tem preferéncia pelo ATRocsubstrato (Kukulski e cols.,
2005; Zimmermann, 2001). NTPDases 1 e 2 sédo asvddaforma preferencial por
Mg**, enquanto as NTPDases 3 e 8 tem preferéncia @élo Tais diferencas entre os
subtipos de NTPDase e suas propriedes catalittta®lsservadas devido a alteragdes
tanto na sequéncia primaria dessas enzimas, qoastestruturas secundarias, terciarias

e quartenarias (Grinthal e cols., 2004) (Figural).

16



E-NTPDase family

Put.
NTPDase1 NTPDase2 NTPDasel (Ecto- NTPDased NTPDase5 NTPDase6
(Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, (UDPase) (CD39L4) OO0H (CD39L2)
CD39) CD39L1) CD39L3) cOoH COOH
Apyrase
consenved-"
reqions
P
out
Plasma Plasma 22
Membrane Membran
in MH.
M COOH cooH NH, COOH COOH : NH;
NTP — NMP + 2 Pi  NTP —» NDP +Pi NTP — NDP + Pi UDP —» UMP + Pi  NDP — NMP + Pi N.d.

MNDP — NMP + Pi (MDF — NMP + Fi) MDP — NMP + Pi  UTP — UDP + Pi
(ATP:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP=1:0.03) (ATFADP = 1:0.3)

Fig. 1. Membros da familia das NTPDases e suas aliéntes topografias de membrana e

propriedades catalitica.(extraido de Zimmermann, 2000)

Em mamiferos, a CD39, proto6tipo das NTPDases, pbasscdes diversas, como
inibicdo da agregacéao plaquetaria (Gayle e cod@8), efeitos na homeostase vascular
(Atkinson e cols., 2006) e na modulacédo da infléinag resposta imune, por afetar a
concentracdo de ATP extracelular (Mizumoto e cd!€02). O ATP extracelular
sinaliza através dereceptores purinérgicos do Rpoque modulam a resposta imune
através do aumento na producédo de citocinas paoiafiérias, como IFN-y, TNF, IL-1
e IL-12 (la Sala e cols., 2003; Langston e colBQ3R} A hidrélise de ATP extracelular
pela NTPDase/CD39 reduz os estimulos inflamatdjqsor outro lado, o consequente
aumento na concentracdo de adenosina (ADO), atdevégdo da 5'-nucleotidase na
hidrélise de AMP, amplia a estimulacdo de receptole adenosina ligados a inibigdo

de ativacéo de células T e supressao de citocroadlpmatorias.

Os receptores purinérgicos sao importantes na lagiiu da reposta imune,
sendo encontrados na superficie de inUmeras cekdass receptores sao divididos em
duas familia: P1 e P2 (Burnstock, 2007). A famita possui quatro membros
conhecidos — Al, A2A, A2B e A3 — acoplados a pritet e ativados pela acédo de
adenosina (Fredholm e cols., 1994). Nos receptd?dse A2B, em especial, a fungéo
de modulacédo imune pela acdo de adenosina é dameximportancia, envolvendo

aumento de AMP ciclico e consequente inibicdo dpasta imune das células. Essa
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inibicdo da resposta se da pela reducédo na prodigdBN-y, TNFe e IL-12 pelas
células e aumento na producgéo de IL-10 (Raskovatoeals., 2005; Lappas e cols.,
2005; Panther e cols., 2003). A1 e A3, por outdnJanibem a producdo de AMPCc,
levando a um aumento na concentracdo de calciaceitiar (Abbracchio & Ceruti,
2007)

Ja os receptores P2 sdo dividos em duas subfamifP2X, ligados a canais
ibnicos, e P2Y, associados a proteina G- estimalgdo ATP. Sdo conhecidos sete
membros da subfamilia P2X e oito membros da subtaP2Y. Estudos demonstram a
importancia de membros da subfamilia P2X em prosessurosensoriais, agregacao
plaquetaria, morte celular, ativacdo de -4 TNFa (Khakh e cols., 2001; North,
2002; Ferrari e cols., 2006). Por outro lado, PXtaeintimamente associado a
proliferac@o celular, apoptose, inflamacgéo, ma@iwage células dendriticas e aumento
na producdo de IL-13, dependendo do subtipo dgtecegAbbracchio e cols., 1998;
Schnurr e cols., 2000).

As NTPDases sdo encontradas em inumeros tipodam=uem diversos
organismos eucariotos. Entre os organismosque &dre genes da familia das E-
NTPDases estdo o0s protozoarios, commxoplasma gondii{Asai e cols.,1995),
Leishmania (L.) amazonengBinheiro e cols., 2006)'richomonas vaginali§Tasca e
cols., 2003) e Trypanosoma cruzi (Meyer-Fernandes e cols., 2004Em
tripanossomatideos, as E-NTPDases tem papel fumiaimea via de salvacdo de
purinas, visto que esses parasitos ndo possuemagidade de realizar sintese “de
novo” destes nucleotideos (Marr e cols., 1978).sBderma, enzimas na superficie
desses parasitos, como a e-NTPDase, sao respang@vetlegradar ATP até AMP,
gerando adenosina por agdo sequencial da 5-niddset que é, entdo, internalizada
por esses protozoarios (Gordon, 1986).

Leishmaniae Fatores de Viruléncia

As Leishmanioses sdo doencas causadas por pardsitgénero_eishmania
compreendendo diferentes formas clinicas que vadanlesdes cutaneas simples a

formas viscerais. Segundo a Organizacdo Mundidalade (OMS), as leishmanioses
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atingem cerca de 12 milhdes de pessoas, distribeislacerca de 90 paises. Estima-se
que incidéncia anual da doenca seja de 2 milhdesodes casos, colocando-a como
umas das 6 doencas tropicais de maior importamrasil, india, Nepal, Suddo e
Balgladesh séo os paises responsaveis por 90%ados de leishmaniose no mundo
(WHO, 2001).

O parasito € transmitido ao homem pela inoculafgdormas promastigotas
metaciclicas durante o repasto sanguineo das fédeefisbotomineos (Ferro e cols.,
1995). Essas formas sdo fagocitadas por célulaSistema Mononuclear Fagocitario
(SMF), transformando-se em amastigostas sem flagdkrnalizado. A multiplicacéo
das amastigotas no interior das células culmina &sencelular, que possibilita a
infeccdo de novas células ou infeccédo do insetoryvitvando a manutencdo do ciclo
bioldgico do parasito (Lainson & Shaw, 1988).

As leishmanioses tém sido classificadas com baseimdrome da doenca.
Diferentes espécies deeishmania sédo, geralmente, distinguidas pelas caracterstica
clinicas e geograficas. Existem quatro diferentemés clinicas de leishmaniose que
variam de lesdes cutaneas simples a formas visdganvit e cols., 1972; Carvalho e
cols., 1994; Costa e cols., 1986; Galvao e co@931Leopoldo e cols., 2006; Turetz e
cols., 2002):

- Leishmaniose cutanea: formas que apresentamsaxatnente lesfes cutaneas,
ulcerosas ou ndo, porém limitadas. As principgieeies no Novo Mundo responsaveis

saoL. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. uyanensis, L. major e L. tropica.

- Leishmaniose mucocutanea: formas que se complitaquentemente com o
aparecimento de lesdes destrutivas nas mucosaardo Imoca e faringe. A principal

espécia causadora no Novo Mundo. ¢V.) braziliensis

- Leishmaniose cutanea difusa: lesfes nao ulcedidtdbuidas pelo corpo, que se
apresentam em individuos anérgicos.. Causada painoénte poL. (L.) amazonensis.

- Leishmaniose cutanea disseminada: Numerosasslesgeradas, distribuidas pelo

corpo. Causada par (V.) guyanensisL. (V.) braziliensis.
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- Leishmaniose visceral ou calazar: formas vissezai que 0s parasitos apresentam
acentuado tropismo pelo SFM do baco, do figadomeadula 6ssea e dos tecidos

linféides. Principais espécies envolvidas séo donovani e L. (L.) infantun.

Pacientes com a forma cutanea localizada desemaalvea resposta do tipo Thl.
As lesdes mucocutaneas, com destruicdo de mua@sasierizam-se por uma mistura
de resposta dos tipos Thl e Th2, enquanto pacigoepossuem a forma difusa de
leihmaniose caracterizam-se, em geral, por umanaiszsée resposta (Caceres-Dittmar e
cols., 1993; Pirmez e cols., 1993).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as leisbses estdo entre as cinco
doencas endémicas de maior relevancia e a preafilaxa melhor estratégia para o
controle das doencas infecto-parasitarias. Seralmaé de fundamental importancia o
conhecimento dos mecanismos de viruléncia do parasira a aplicacdo deste em
mecanismos de imunoprofilaxia. Muitos estudos t&ha sealizados com o objetivo de
encontrar e avaliar mecanismos que permitam adavde hospedeiro ou a evaséo do
sistema imune. Algumas moléculas presentes na ftipetdos parasitos do género
Leishmaniatém sido relacionadas na interagdo celular parbdsispedeiro. Alguns
fatores de viruléncia bem conhecidos atualmentdigaimsfoglicano (LPG) (Handman
& Bullen, 2002), a glicoproteina gp63 (Chang e ¢dl®86) e as cisteino-peptidases
(Buxbaum e cols., 2003).

As moléculas de superficie dos parasitos do gébeighmaniapertencentes a
familia de fosfoglicanos compreendem os glicolipgjeassim como lipofosfoglicanos
(LPG), e as proteinas fosfoglicosiladas, assim cdosfatase acida secretada e
proteofosfoglicanos (PPG). Acredita-se que LPG é aomplexo glicolipidico que
esteja envolvido na invasdo de promastigotas dasted espécies deeishmaniae
também de amastigotas, que expressam uma fornudueskmente distinta da molécula
(Handman e col., 1987; Turco, 1988; Glaser e cb®91, Moody e cols., 1993).

As glicoproteinas na superficie celular desempmanben importante papel na
interacdo ceélula-célula. Este tipo de interacdarecem infeccado intracelular de células
por parasitos como os do géndreishmania(Chang e cols., 1986). Outros estudos

mostraram que a gp63, especificamente, € um imygertator de viruléncia e devido a
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sua abundancia na superficie do parasito e a pagidade de mediar resisténcia contra
a resposta ainfeccdo de promastigotas, tendo sigerida como um candidato para
vacinacao contra infeccdo poeishmanialHandman e cols., 1990; Nascimento e cols.,
1990). Recentemente a gp63 foi apontadacomo redpeingela inibicdo da

proliferac@o de células NK por ligar-se diretamengstas (Lieke e cols., 2008).

As cisteino-peptidases foram apresentadas comfatamimportante na evasao
da resposta imune por parasitos do génasishmania Estudos com camundongos
foram realizados para se entender porque espéeideishmaniado complexoL.
mexicanano Novo Mundo causam lesGes crénicas em human&spécies de
Leishmaniano Velho Mundo podem causar lesfes de cura espmt@m humanos.
Nestes estudos foi possivel perceber que as d@gpejtidases podem suprimir a
apresentacado de antigeno ou a proliferacdo deacElalalterar a via Thl. (Buxbaum e
cols., 2003).

Dados do nosso laboratério demonstraram, aintapartancia da enzima ATP
difosfohidrolase, também conhecida como NTPDaseestabelecimento da infeccao
(Maioli e cols., 2004; Marques-Da-Silva e cols.020Souza e cols., 2010). Sugere-se
gue a capacidade ectonucleotidasica esteja diratareavolvida com a viruléncia e o
controle da resposta imune do hospedeiro peishmania por aumentar a inibicdo da
inflamacédo via ADO e diminuir o estimulo proinflafdao via ATP. Dessa forma, a
atividade ecto-nucleotidasica leva a uma maior cddpde de estabelecimento e
disseminacgéo da infeccdo. Sabe-se, contudo, gapel da e-NTPDase como fator de
viruléncia deLeishmaniando se resume apenas a modulacdo da resposta imase
sabe-se ainda doimportante papel das NTPDase®oesgo de adesao e internalizacao
de parasitos nas células hospedeiras. Bisaggitabaradores, 2003, mostraram que a
inibicdo da ecto-ATPase de cruzileva a uma reducdo a adeséo e fagocitose desses
parasitos por macrofagos e, mais recentemente,oSamt colaboradores, 2009,
comprovaram esse papel utilizando anticorpos aniDhse dd. cruzina inibicdo do

processo de adesao em células VERO.
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Leishmaniae macrofagos

O sucesso da infeccédo Heishmaniaem macréfagos depende da capacidade do
parasito em aderir a essas células por receptereasethbrana e, dessa forma, serem
fagocitados (Alexander & Russel, 1992). A gp63,malante molécula de superficie de
Leishmaniaé capaz de ligar-se a inimeros receptores de fagotocomo Mac-1
(CD11b/CD18), receptores para fibronectina e CR&sa ligacdo € mais eficientena
presenca de proteinas do complemento (Brittinghaool®, 1999). J& o LPG pode
interagir com receptores pl50/95 e CR3. Dentro waslolos parasitoforos, as
promastigotas transformam-se em amastigotas, quees&tentes ao pH acido e a acao
das enzimas lisossomais no interior do macréfagogdBn & Rollinghoff, 1998).
Dentre as func¢des do LPG, destaca-se, ainda, atémg@ dessa molécula na inibicao
da fusdo do fagossomo-endossomo, 0 que garantéravs@ncia do parasito no
interior dos macréfagos (Desjardins e cols., 199X).opsonizacdo das formas
metaciclicas com C3b ou C3bi, componentes do sest@mplemento, pode facilitar a
ligagcdo das formas metaciclicas com os receptocesamplemento CR1 e CR3,
respectivamente, o que facilita sua adesdo ao fagorée conseguentemente, a
internalizacdo dos parasitos. Outros receptoreshddes na ligacdo do parasito ao
macrofago do hospedeiro séo os receptores queheoem padroées moleculares dos
parasitos, como, por exemplo, receptor para fuotseese, receptor para
fribronectina, receptor para a por¢cdo Fc dos ama e o receptor para proteina C
reativa. Todos esses receptores de macrofagadaci entrada da forma promastigota
metaciclica, geralmente de forma silenciosa, naladiospedeira (Naderer e cols.,
2008)

O macréfago pode controlar e eliminar o parasittavas de inumeros
mecanismos que envolvem a producéo de IL-12, quesyn vez, estimula linfocitos e
células NK a produzirem IFN-y, que age em sinergismm TNF na estimulacdo dos
préprios macrofagos a produzirem reativos de oxig§oe séo toxicos para o0 parasito
(Gorak e cols., 1998; Kane & Mosser, 2000). A mddeparasito foi, por muito tempo,
associada apenas a producao de anios superoxige (@eréoxido de hidrogénio ¢B,)
durante a explosdo respiratdria de macrofagos datsvzaem resposta a fagocitose
(Channon e cols., 1984; Murray, 1982). Sabe-se kojgudo, que isso é dependente do
estagio biolégico do parasito, sendo que promasigsaio susceptiveis a 6xido nitrico,
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mas formas metaciclicas e amastigotas sdo maisgisgs a ROS (Bogdan e cols.,
1990; Bogdan e cols., 1999). O éxido nitrico, poa 8ez, € gerado sé apds o estimulo
de macrofagos por IFN-y e TNF e € uma das pringipaoléculas envolvidas na
atividade leishmanicida (Grantt e cols., 2001; Greeols., 1991; Mauel e cols., 1991).
O 6xido nitrico (NO) envolvido na resposta imunatca patdgenos € proveniente da
NOS (6xido nitrico sintetase) Il, conhecida comoSNi@duzivel ou iINOS. A producédo
de NO por iINOS é dependente de inimeras citocnfisratorias como IFN-y, TNF,
IL-1 e IL-2 e essa producdo pode ser inibida pmcaoias anti-inflamatérias como IL-3,
IL-4 e IL-10 (Ferric, 1997; Jorens e cols., 1995).

O mecanismo exato pelo qual o NO é capaz de @minparasito ndo é
totalmente conhecido, mas acredita-se que o N@ ceap ferro intracelular levando a
inibicdo de enzimas que possuam o ferro no nuabesed grupo prostético. Isso pode
ocasionar a inibicdo de enzimas envolvidas nasdrde DNA, como a ribonucleotideo
redutase, na respiracdo mitocondrial e nas atieidanetabdlicas do parasito
(Bourguinon e cols., 1997; Lepoivre e cols., 1994than & Xie, 1994).

Numerosos estudos demonstraram a importancia @& i&l NO no controle de
parasitos do género Leishmania. Camundongos knbgkoa iNOS infectados coin
major desenvolveram formas disseminadas da doenca (Evewis., 1993) e observou-
se aumento de iINOS em infeccdo in vitro de macosagumanos conh. chagasi
(Grantt e cols., 2001). Esses estudos indicam gN® @ uma molécula envolvida na
viabilidade dos parasitos no interior de macrofagos

Além da funcdo microbicida, o macrofago tem comcfio a presentacdo de
antigenos aos linfocitos que, em geral, sdo adasékfetoras na morte de patégenos e
na producdo de moléculas envolvidas no estimulowes células, até mesmo do
macrofago, como ja citado (Stites e cols, 2000apPesentacdo de antigeno envolve o
processamento desses e a ligacdo dos peptidegéréeds a moléculas de MHC II.
Sabe-se que parasitos podem levar a inibicdo dasemacdo de antigeno e,
consequentemente, da estimulacdo de células T.ilsigdo pode se dar tanto pela
supressédo, internalizacdo e degradacdo de moléddasMHC Il (Bogdan &
Rollinghoff, 1998; Cunningham, 2002) Estudos denrans ainda que a expressao de

moléculas co-estimuladoras da apresentacdo desaatigomo CD40, CD80 e CD86
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sdo importantes na resposta imune cohfegshmania Ja foi demonstrado que o
bloqueio dessas moléculas leva a uma inibicdo 8kyJAL-5 e IL-12 (Brodskyn e
cols., 2001).

Outras citocinas estdo envolvidas na resposta enmuontralLeishmania A
resposta imune é dependente do perfil de cito@naduzidas pelas células dendriticas
e macroéfagoss, direcionando, assim, para um pHErfil ou Th2 (Green e cols, 1990;
Mosser e cols., 1999). Macréfagos de camundongo®/IBnfectados comL.
amazonensie L. major apresentam um aumento na expressao de mRNA pdfax TN
(Gomes e cols., 2003). Como ja citado, o TNF é nambe mensageiro de ativagédo de
macrofagos, inclusive, para que essas ceélulas paoduNO e outras moléculas
leishmanicidas. TGIB-e IL-10 também séo envolvidas na resposta imunieecao por
LeishmaniaO TGF suprime a expressao de iNOS, apesar ddosstwntroversos que
demonstram também o efeito dessa citocina na atvde resposta Thl (Swain e cols.,
1991; Barral e cols., 1993; Barral e cols., 199aniGe cols., 2003). Ja a citocina IL-10
€ capaz de exacerbar a infeccdo por parasitos.n@sse aumento da expressao de
MRNA para IL-10 durante a infeccdo por donovanie, esse aumento foi capaz de
exacerbar a doenca (Melby e cols, 1998; Goto ¢ 2634).

Salienta-se que inumeros estudos demonstram ol pEpéeishmania na
supresséao da resposta imune do macréfago apée aial de infeccdo. Na presenca
de estimulo inflamatério, a infeccdo de macrofagms Leishmaniaé capaz de reduzir
a producdo de inumeras citocinas proinflamatocasyo IL-12, IL-lo e TNFa. Por
outro lado, observa-se estimulo de outras citocipasinflamatorias e algumas
quimiocinas, como o MCP-1, quimiotatico para motaxci(Lapara Il & Kelly, 2010).
Observa-se ainda, que a infecc¢ao lpeishmaniatambém € capaz de inibir a sintese de
NO por macrofagos (Balestieri e cols., 2002). Esdtesacbes sdo benéficas para a
sobrevivéncia do parasito no interior de macréfag@santindo a continuidade da
infeccdo. Dessa forma,Laeishmaniaé capaz de subverter a resposta imune, escapando

dos mecanismos microbicidas do macréfago.
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Justificativa

Sabe-se da importancia do conhecimento dos maesmdie viruléncia no
entendimento dos mecanismos imunoparasitologicosnfiecdo por parasitos do
género Leishmania e no consequente desenvolvimento de vacinas eatégas
diagndsticas. Trabalhos do nosso grupo ja demeastra importancia das e-NTPDases
de Leishmaniana modulacdo da resposta imune celular pela agésad enzimas na
degradacdo de ATP e acumulo de AMP, que pode ggadbedo pela 5’-nucleotidade,
levando a geracdo de adenosina. Trabalhos de ogtigss, contudo, sugeriram
também um papel na adeséo dos parasitos as chhspedeiras. Esse trabalho visou
fortificar o entendimento desse papel das e-NTPPdséd eishmaniano processo de
adesdo ao macrofago, principal célula hospedegsedearasito.

Experimentos anteriores demonstraram que parasibms maior atividade
ectonucleotidasica, e possivelmente maior expredsdoenzimas na sua superficie,
eram capazes de infectar com maior facilidade lgaséhospedeiras e, além disso, 0s
macrofagos ndo eram capazes de destruir os paragitonalizados e combater assim a
infec¢do. Tais dados nos levaram a sugerir que dé#fancdo de adesdo ao macrofago,
as e-NTPDases decishmaniapodem ter importante papel na modulacdo da resposta
imune pelo simples contato com a célula hospedeirmdo sO, por modulacdo da
resposta por acumulo de adenosina

Em suma, o presente trabalho visa entender mafsng@mente o mecanismo
pelo qual as e-NTPDases favorecem a infeccao pasipas do génerbeishmania A
comprovacao do papel em adesédo e modulacédo im@neagasitos por macrofago abre
possibilidades para utilizacdo dessas enzimas calwos quimioterapicos e/ou

estratégias vacinais.
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OBJETIVOS



Objetivo Geral:

Avaliar o papel da e-NTPDase deishmanianos processos de adesao, internalizacéo e

modulacdo da resposta em macréfagos peritoneais

Objetivos Especificos:

1. Verificar o papel da e-NTPDase deishmaniano processo de adesao e

internalizacdo do parasito em macréfagos

2. Avaliar o papel da NTPDase na modulacédo da respuostae do macréfago

pela analise da producéo de NO, IL-12, IL-10 e Tg3#er essas ceélulas.

3. Avaliar se a NTPDase tem algum papel na alteragdmagacidade fagocitica

dos macroéfagos.
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MATERIAL E
METODOS



Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL#&) edade entre 4 e 8
semanas, obtidos do Biotério Central — Centro d&n€a Animal da UFOP onde

receberam racao e agad libidum

Parasitos

Culturas dd.. amazonensifiIFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em meio Grace
(GIBCO BRL, Grand Island, N.Y., USA) suplementaaonc10% de soro fetal bovino
inativado (SFB; Cripion, Andradina, SP, Brazil) glutamina 2 mM (GIBCO BRL) e
penicilina G 100 U/mL (USB Corporation, Clevelar@H, USA), pH 6,5, a 26 °C.
Parasitos foram crescidos por 5 dias e entdo sudwsed duas lavagens com NaCl a
0,9% para posterior utilizagdo nos experimentos.

Culturas dd.. amazonensisambém foram crescidas por no minimo 3 passagens
em meio suplementado com adenina 5 mM ou suraning\ para a tentativa de
modulacdo da atividade e expressdo. Sabe-se, efatuita, que 0 crescimento de
parasitos em adenina reduz a atividade ectonudésitia e em suramina aumenta essas

taxas.

Medida da atividade enzimatica de hidrélise de ndeotideos

As atividades de hidrolise de trifosfato de ademqATP), difosfato de
adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMR)ianedidas pela incubacéo de
parasitos intactos por 1 h a 30 °C em tampao dgioe@acCl 116,0 mM, KCI 5,4 mM,
D-glicose 5,5 mM, MgGl 5,0 mM e tampéo hepes-tris 50,0 mM, pH 7,2), rsqmnca
de ATP, ADP ou AMP (SIGMA) 5,0 mM. A reacao foi entompida pela adicédo, na
proporcéao 1:1, de HCI 0,2 mM resfriado em gelot(Bie cols., 2004). Hidrélise ndo
especifica foi determinada pela adicdo de parasfiés o HCI 0,2 mM ser adicionado.
As suspensdes foram centrifugadas e aliquotasatwermdantes foram usadas para a
quantificacao do fosfato inorganico (Pi) liberadiiceonando-se, na proporc¢édo 1:1, uma
mistura contendo FeSOH,O 8,8%, HSO, 163,0 mM e 53,0% de uma solucédo de
molibdato de amdnio 2%#30, 5,55% (adicionada imediatamente antes do uso). Foi
feita uma curva padrao utilizando diferentes cotregbes de solugbes de JR&,
reagindo com a mesma mistura descrita acima. Attfjgagao do fostato liberado foi
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feita por espectrofotometria sob comprimento deaodel 650 nm (Taussky & Shorr,
1953) e a atividade enzimatica, indiretamente detexda pela quantidade de Pi
liberado, foi calculada pela subtracdo da hidrgii&e especifica e ajustada para valores

gerados por 1,0 x ¥parasitos/h.

Dosagem de atividade nucleotidascia de proteina

As atividades de hidrolise de trifosfato de ademqATP), difosfato de
adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMPppmeinas foram medidas pela
incubacdo de 0,5 pg de proteina em tampéo de r€&QauM de Tris pH, 3mM de
MgCl,, 116mM de NaCl, 5,4mM de KCI pH 7,2), na presetig¢aATP, ADP ou AMP
(SIGMA) 5,0 mM por 30 minutos a 37 °C. A reacao ifterrompida pela adi¢éo, na
proporcdo 1:1, de HCI 0,2 mM. As aliquotas foramadas para a quantificacdo do
fosfato inorganico (Pi) liberado adicionando-se, praporcdo 0,5:1, uma mistura
contendo 3 mL de solucdo de verde de malaquita®&ml3de Molibdato de Ambnio
10% em HCI 4M. Foi feita uma curva padrédo utilizardiferentes concentracbes de
solugbes de N®Oy, reagindo com a mesma mistura descrita acima.ahtgicacao do
fostato liberado foi feita por espectrofotometrid £omprimento de onda de 650 nm
(Taussky & Shorr, 1953) e a atividade enzimaticaliretamente determinada pela

quantidade de Pi liberado, foi calculada pela sgéiv da hidrolise ndo especifica.

Obtencédo de macréfagos peritoneiais

Camundongos C57BL/6 foram inoculados intraperémente com 2 mL de
uma solucao de Meio Tioglicolato a 3% (Biobras,nés Claros, MG, Brazil) e, apoés
5 dias, o peritbneo foi lavado, as células contadasamera de Neubauer por exclusdo
por Azul de Tripan e plaqueadas em placas de 2dspogntendo laminulas de vidro
com 5.18 células/ml de meio DMEM (Gibco BRL) suplementadanc®0% de soro
fetal bovino inativado (SFB; Cripion, Andradina, ,SBrazil), L-glutamina 2 mM
(GIBCO BRL) e penicilina G 100 U/mL (USB CorporaticCleveland, OH, USA). AS
células foram incubadas/ernighta 37 °C em ambiente com 5% de LLO¢élulas néo

aderentes foram retiradas no momento do experinpamtavagem com PBS.
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Infeccdo de macrofagos peritoneais

L. amazonensidoi cultivada e lavada conforme descrito e inc@sag¢om
diferentes quantidades de anticorpo policlonatBitPDase dé. chagasi gentilmente
cedido pela Profa. Dra. Juliana Lopes Rangel F{&tkV). Parasitos foram adicionados
a cultura de macréfagos, previamente tratadas cprg de anticorpo Fc Block, numa
taxa de 5 parasitos por célula e incubados pori80tos ou 3 horas a 37 °C/5% €0
Apoés os diferentes tempos, as culturas foram lavasen PBS para remocéo de
parasitos ndo aderidos ou internalizados e as ldasirforam fixadas com metanol
(Vetec Fine Chemistry) por 10 minutos e, entdoadas com o kit Panotico Rapido
(Laborclin, Pinhais, PR, Brasil), conforme instragddo fabricante. A analise foi
realizada pela contagem de células contendo pasasileridos ou internalizados
utilizando microscoépio Optico Olympus BX50 (OlympuGenter Valley, PA, USA).
Foram avaliados a porcentagem de macréfagos cant@adasitos aderidos ou
internalizados e o nimero de parasitos por cékdaam avaliados pelo menos 200
células.

Os mesmo testes foram realizados com parasiteidos em adenina ou
suramina, sendo que, entretanto, os macrofagosondim pré-tratados com anticorpo
Fc Block.

Avaliacdo das taxas de infeccdo de macrofagos ptéatados com
NTPDase

Macréfagos peritoneais ja plaqueados numa coraxgidrde 5.10células/ poco
foram pré-incubados por 30 minutos com diferentesntjdades de NTPDase te
infantumrecombinante (rNTPDase), gentilmente cedidos Petéa. Dra. Juliana L. R.
Fietto (UFV). Os macréfagos foram entéo infectacm® uma taxa de 5 parasitos por
célula e incubados por 30 minutos ou 3 horas aC33%8 CQ. Apds os diferentes
tempos, as culturas foram lavadas com PBS paracémte parasitos ndo aderidos ou
internalizados e as laminulas foram fixadas comanwt(Vetec Fine Chemistry) por 10
minutos e, entdo, coradas com o kit Panoético Raflidborclin, Pinhais, PR, Brasil),
conforme instrucdes do fabricante. A avaliacdordactcao foi realizada conforme ja

descrito.
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Avaliacdo do papel da e-NTPDase deeishmaniana modulagédo da
resposta macrofagica

Macréfagos peritoneais ja plaqueados numa conagiatrde 5.10células/ poco
foram incubados com diferentes quantidades de rNiEB[@ incubados por 48 horas a
37 °C/5% CQ. ApGs esse periodo o sobrenadante das culturasl&aado e submetido
a avaliacao da resposta macrofagica. A quantifcagioxido nitrico produzido pelas
células foi realizada pelo método indireto de Greisnensurado pela formacédo do
nitrito (NO,"), um produto estavel ( Green e cols., 1982). Adpgdo das citocinas IL-
10 (PeproTech, Inc.), IL-12 (R&D Systems, Inc.) @Fb (R&D Systems, Inc.) foi

avaliada por ELISA indireta, conforme especifica;de fabricante.

Avaliacdo da capacidade fagocitica de macrofagos

Macroéfagos peritoneais foram incubadegrnightem tubos de poliestireno com
5.1F células/mL a 37 °C / 5% GOForam adicionados diferentes quantidade de
rNTPDase de.. infantumpor 30 minutos e, entdo, adicionados beads de ligtkos a
CFSE em uma proporcéo de 20 beads:macréfago. Ap6sad de incubacéo, os tubos
foram lavados por duas vezes com PBS suplementatio$% de BSA e fixados em

solugéo tampao para fixagcéo. A fagocitose foi adalipor citometria de fluxo.

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise estatisticd g&te t de Student. Foram
considerados estatisticamente significativos osreal comparados ao nivel de

significancia de p< 0,05.
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RESULTADOS E
DISCUSSAO



1. O bloqueio da e-NTPDase deLeishmania através de anticorpos
anti-NTPDase reduz a adesdo dos parasitos a macr@@s

peritoneais.

Para se avaliar a participagdo das e-NTPDasdsidamaniano processo de
adesdo do parasito a macrofagos, incubou-seamazonensiscom diferentes
quantidades de anticorpo policlonal anti-NTPDage3fominutos. Em paralelo, 1 x 10
macrofagos obtidos de lavagem de peritbneo de @omgos C57BL/6 foram
incubados em placas de 24 pogos contendo laminlglagdro e pré-tratados por 30
minutos com anticorpo Fc block. Em seguida, os afagos foram infectados numa
taxa de 5 parasitos por macrofago por 30 minutrs@o lavados, fixados e corados pra
contagem em microscépio Optico. Os resultados dstran que o bloqueio da e-
NTPDase pelo anticorpo anti-NTPDase reduz a pargent de macréfagos contendo
parasitos aderidos na superficie das células @Y. Observa-se que essa reducao é
dose-dependente, sendo que maiores quantidadestider@o determinam menor
porcentagem de células contendo parasitos adesidas superficie. Por outro lado,
entre os macrofagos contendo parasitos aderidodyoéve diferenca na quantidade de
Leishmaniaaderida por célula (Fig. 2b)
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Fig. 2: Pré-tratamento com anti-NTPDase reduz a addfio deLeishmaniaa macrofagos. Macréfagos
peritoneais pré-tratados coffc Block foram infectados por 30 minutos com promastigatasL.
amazonensi¢s parasitos / célula) tratadas com anticorpocimial anti-NTPDase. (A) Porcentagem de
células infectadas (B) Niumero de parasitos assosigdr macrofago infectado. *p0,05, conforme
teste t de Student, em relagéo ao controle.
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Os dados acima corroboram Pinheiro e cols, 208@rgos e cols., 2009, que
demonstraram a inibicdo de adesdo e internalizalgid eishmaniae T. cruzj
respectivamente, apos tratamento dos parasitos aotitNTPDase. Os dados
confirmam que o aparente bloqueio estérico deszamané capaz de reduzir a
capacidade de adesao do parasito a célula hospedieinonstrando assim o papel da e-
NTPDase no processo de adesad.dishmaniaa macréfagos peritoneais. De forma
interessante, nos macréfagos que continham pasagigridos ndo houve diferencas no

namero deparasitosaderidos por célula.

2. A modulagéo da expressédo de e-NTPDase elneishmaniaaltera os

perfis de adeséo e internalizagcdo do parasito em rmmedfagos.

O crescimento de tripanossomatideos em meio admtsearamina, um inibidor
das ectonucleotidases, € capaz de aumentar aaaévMITPDasica em comparagdo com
parasitos crescidos em meio sem suramina (Bisaggats., 2003). Provavelmente isso
advém do aumento da expressdo de e-NTPDase ndicepéo parasito como forma
de feedback devido a utlizacdo de vias de satvac® purinas pelos
tripanossomatideos que sado incapazes de fazesesflet@ovode purinas (Marr e cols.,
1978). Por outro lado, o crescimento desses pasasin meio contendo adenosina é
capaz de reduzir a atividade ectonucleotidasicaedgsarasitos, indicando uma possivel
reducdo na expressdo dessas enzimas. Assim, desidinvestigar se essa possivel
alteracdo na atividade ectonucleotidasicheishmaniaé capaz de alterar a capacidade
de adeséo e internalizacdo dos parasitos em mgosdfeeritoneais, confirmando assim
a importancia da enzima no processo de infeccaacaaiagos. Para isso, promastigotas
de L. amazonensiforam crescidas por 3 passagens em cultura cantem@émina ou
adenina e, entdo, utilizadas para infeccdo de regw® peritoneais numa taxa de 5
parasitos por célula. A avaliagdo da atividade reateotididsica desses parasitos
confirma os dados da literatura, mostrando um atonea atividade de parasitos
crescidos em meio contendo suramina e reducadvidage de parasitos crescidos em

meio contendo adenina (Fig. 3).
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Fig. 3: Crescimento de Leishmania em meio contendo suramina aumenta a atividade
ectonucleotidasica do parasito e crescimento em metcontendo adenina reduz esse parametro.
Cultura del..amazonensifoi crescida por no minimo 3 passagens em meitaodon adenina 5 mM ou
suramina 20 uM. Os parasitos foram incubados comugteotideos por 1 hora a 30 °C e a atividade
enzimatica foi avaliada pela quantidade de fosiiaboganico liberado. * p 0,05, conforme teste t de
Student, em relag&o ao controle.

Os resultados das taxas de infeccdo confirmanmttipacdo da e-NTPDase na
adesao e internalizacdo das células por demonstname aumento na porcentagem de
macrofagos infectados quando o parasito foi creseitt meio contendo suramina e
diminuicdo das taxas de infeccdo apos crescimeamfpadasito em meio com adenina
(Fig 4, A e C). De forma semelhante a Fig. 1, o eorde parasitos associados aos

macrofagos infectados néo se alterou entre os grequarole e tratados (Fig. 4, B e D).
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Fig. 4: Tratamento com adenina reduz adeséo e intealizacdo deL. amazonensie€m macrofagos e
tratamento com suramina aumenta essas taxas de iofgio. Macrofagos peritoneais foram infectados
por comL. amazonensi¢s parasitos/célula) crescidos com Adenina ou 18ura (A) Porcentagem de
células com parasitos aderidos apés 30 minutosN@@hero de parasitos associados por macréfago
infectado apés 30 minutos . (C) Porcentagem ddastlofectadas apds 3 horas. (D) Nimero médio de
amastigotas por macréfago infectado apds 3 honas005 Teste t de Student, em relagéo ao controle.

Os dados confirmam o que ja demonstrado por Bisaggols., em 2003, em
que o tratamento a longo prazo com suramina podmemtar a atividade
ectonucleotidasica de parasitos. O mesmo traba#imodstrou que pard. cruzi o
aumento da atividade enzimatica por suramina selacronava com um aumento na
adesdo desse parasito a macrofagos. O aumentavitkade pode ser devido a um
aumento na expressao dessas enzimas na supeofigagasito. Ja foi demonstrado que
diferentes espécies deeishmania que possuem diferentes niveis de atividade
enziméatica possuem diferencas na expressédo daaaxatiada por western blotting.
amazonensjsque possui consideravel atividade sobre nucleosidexpressa NTPDase

em sua superficie. JA major e L. braziliensis que possuem atividade reduzida em
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comparacdo conh. amazonensjsnao expressam niveis significativos dessa enzima
(Marques-da-Silva e cols., 2008). Nado podemosetarito, afirmar que a modulacdo da
atividade nucleotidasica pelo tratamento com suramei adenina foi necessariamente
por aumento ou diminuicdo, respectivamente, daessgo de NTPDase. InUmeros
trabalhos demonstram que a mutagénese em sitiezitsps da estrutura das e-
NTPDases podem determinar alteragdes importanteativaade nucleotidasica da
enzima e até mesmo na preferéncia por diferenteleatideos. (Smith e cols., 1999;
Yang e cols., 2001; Kirley e cols., 2001). Acreditaque o tratamento com suramina e
adenina ndo sejam responsaveis por mutagénesezimaerem especial no caso da
adenina, que é uma molécula essencial ao parasito.

Admitindo que ha uma modulacdo na expressdo damanzesses dados,
associados aos dados da Fig.1, nos permite coucieiha um importante papel da e-
NTPDase dd.eishmaniano processo de adesao do parasito ao macrofagoddle
experimentos, de forma interessante, nos macréfgge<ontinham parasitos aderidos
nao houve diferencas no niumero de parasitos adgpmtocélula. Esse resultado sugere
que o fendbmeno de bloqueio da adesédo é do tip® ‘dudnada”, onde populacbes de
macrofago parecem responder de forma diferenteasantiento, indicando a possivel
existéncia de receptores para e-NTPDase nos mgosjfgque podem ser expressos de

forma diferencial.

3. Competicdo com NTPDase recombinante reduz a adesée

internalizacdo deLeishmaniaem macréfagos peritoneais.

Se macréfagos contem receptores pN&RbDase dd_eishmama, conforme a
nossa hipotese, espera-se que a competicdo com da¢€RBcombinante (rNTPDase)
reduza a adesdo e internalizagdo de parasitossnesaserofagos jA que a enzima
recombinante se associaria aos possiveis receptopdindo a ligacdo da e-NTPDase
do parasito aos mesmos. Realizamos um teste ddaalév enzimatica de rNTPDase
sobre ATP, ADP e AMP para verificar que a enzinma lb&ixa atividade e assim excluir
a possibilidade de modulacdo da resposta por degfiadde ATP e acumulo de
adenosina. Os resultados (Tabela 1) demonstramagatividade nucleotidasica da

proteina recombinante é muito baixa quando compaga@pirase de batata, que é
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conhecida por sua estabilidade mesmo quando estoeadaixas temperaturas,
mantendo atividade por muito tempo. Os dados d&late nos leva a excluir qualquer
participacdo da modulacdo de ATP/Adenosina nostaess.

Tabela 1: Atividade nucletotidasica de NTPDase recabinante e Apirase de Batata

ativa

nmol Pi/0,5mg proteina30 min

rNTPDase ADP 0,503

ATP 53,155
Apirase de Batata

AMP 62,660

Para verificar se a competicdo com rDast altera a adesao e internalizacéo de
Leishmaniamacréfagos peritoneais foram incubados por 3utagncom rNTPDase e,
em seguida, infectados cdmamazonensiem uma taxa de 5 parasitos por macréfago.
Os resultados demonstram que a incubacdo com rNSePEluz a porcentagem de
macréfagos com parasitos aderidos (30 minutosjeetados (3 horas) (Fig. 5, A e C).
De forma semelhante aos outros resultados, nenhlieragéo foi observada no nimero

médio de parasitos associados por célula infe¢iédas, B e D).
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Fig. 5: Pre-incubacdo de macréfagos com rNTPDase dez a adesdo e internalizacdo dé.
amazonensisMacréfagos peritoneais foram tratados com rNTPRms#ectados por 30 minutos ou 3
horas com promastigotas de amazonensig5 parasitos/célula). (A) Porcentagem de células c
parasitos aderidos apés 30 minutos (B) Numero desfias associados por macrofago infectado apés 30
minutos. (C) Porcentagem de células infectadas 8pldsras. (D) NUmero médio de amastigotas por
macréfago infectado apds 3 horas. * p<0.05 TedeStudent, em relacdo ao controle.

Esse conjunto de dados nos permite concluir qudN@aRDase dd_eishmania
tem participacdo na adesao e consequente intexg@tizle parasitos em macréfagos. A
incubacdo de macrofagos com rNTPDase parece congoet a enzima do parasito
pelo sitio de ligagdo no macrofago, impedindo sa@dealaLeishmaniaa célula, e, de
forma sinérgica, dificultando a penetracdo do piras
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4. Incubacdo de macréfagos com rNTPDase deeishmaniareduz a

producdo de O6xido nitrico por essas células.

Demonstrado o papel da e-NTPDasd.dshmanianos processos de adeséo e
internalizacdo do parasito a macréfagos, resolveranicar se essa ligacao é capaz de
alterar a resposta da célula a infeccdo. Souzase @910, demonstraram que, em
infeccdo experimental de macréfagos com parasites gpssuem maior atividade
ectonucleotidasica, e, possivelmente, maior exgces enzima, as células ndo séo
capazes de eliminar a carga parasitaria. Esses dadandicativos de que a e-NTPDase
pode ser ainda uma molécula envolvida na subvetgdesposta macrofagica. Sabe-se
que Leishmaniaé capaz de inibir inUmeras fungbes do macrofagac@bsin &
Beverley, 1997; Matte & Olivier, 2002; Japara & Kel2010). A producdo de éxido
nitrico (NO) é um dos principais mecanismos do dfago para destruio parasito
(Liew e cols., 1990) &. amazonensigmduz a inibicdo da sintese de NO por macréfagos
de maneira dependente da inativagdo de INOS (Ralestcols., 2002). Dessa forma,
decidimos investigar se a e-NTPDasd dishmanigpode alterar a producéo de NO por
macrofagos. Para isso, macrofagos peritoneais foraubados com rNTPDase de
Leishmaniae a producdo de NO avaliada apds 48h pelo métatieio de Greiss. Os
resultados demonstram que a simples incubacéo dawfago estimulados com IFN-y e
LPS com 5 pg da proteina recombinante (rNTPDasd)aila atividade é capaz de

reduzir de forma significativa a produgcédo de NO gssas células (Fig. 6).
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Fig. 6: Adesao de rNTPDase a macrofagos é capazreéduzir a producao de NO por essas
célilas.Macrofagos peritoneais estimulados com IFN-y e fd?8m tratados com rNTPDase de
baixa atividade por 48 horas e o sobrenadanteaditi para mensurar a producédode NO pelo
método de Greiss. * p<0.05 Teste t de Studentedmgdo ao controle. 41



A sobrevivéncia desses parasitos na célula hospatkpende de sua habilidade
em controlar a resposta dessa célula e o conteofgatucédo de NO é fator chave na
sobrevivéncia dheishmania Os mecanismos que levam a inibicdo da producadQie
ainda néo sao totalmente claros mas sabe-se daté&mpa de moléculas como LPG e
GIPLs nesse processo. Essa moléculas de supddi@en a perda da capacidade
macrofagica em induzir iNOS ou gerar NO em respastastimulo com IFN-y e LPS
(Proudfout e cols., 1996). Sugere-se, agora, qaeNdaPDase dé.eishmaniaé uma
molécula importante na subversdo da resposta dedfagos e, consequentemente,
contribui no estabelecimento da infeccdo pelo jtarasendo assim, mais uma molécula
com importancia na inducdo da reducdo de sintedeQig@or macrofagos. A forma
como essa reducdo acontece ainda é desconhecsl@abese que envolve a inibicdo
da atividade de iINOS e néo a reducao da expressatrtNA para a enzima (Balestieri
e cols., 2002). Futuramente, pretende-se investiganecanismos pelos quais a e-
NTPDase reduz a producéo de NO.

5. A incubacdo de macriofagos com rNTPDase dieeishmaniaé capaz
de reduzir a producado de IL-10 e IL-12 e aumentar gproducao de

TGF-p por essas células.

Com o objetivo de investigar mais profundamentaacidade da e-NTPDase
de Leishmaniaem modular a resposta de macréfagos, avaliamosodugho das
interleucinas 1L-12 e IL-10 por macrofagos peritmiseestimulados com IFN-y e LPS
incubados com rNTPDase deishmaniaapds 48 horas. Os resultados demonstram
uma diminuicdo da producdo das duas interleucinasnacrofagos incubados com 5
png rNTPDase (Fig. 7)
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Fig. 7: Adicdode rNTPDase a macrofagos reduz a progédo de IL-12 e IL-10 por essas células.
Macréfagos peritoneais foram tratados com rNTPRaspds 48 horas o sobrenadante das culturas foi
utilizado para avaliacédo de IL-12 (A) e IL-10 (B)rpmétodo de ELISA. * p<0.05 Teste t de Student, em
relacdo ao controle.

Inimeros estudos demonstram que a producdo de? |B-Isuprimida por
Leishmania(Cameron e cols, 2004; Belkaid e cols., 1998)eSabque IL-12 tem um
papel critico na regulacéo da resposta imune,granraa citocina envolvida na ativacao
de linfécitos T e, consequentemente, no estimpimducao de IFN-y, que, por sua vez,
estimula macréfagos a produzirem NO. Logo, a indudg uma reducdo na sintese de
IL-12, conhecida citocina pré-inflamatoria, sugerais uma vez, que a e-NTPDase de
Leishmania € uma importante molécula envolvida na modulac@o rdsposta
macrofagica de forma a permitir o estabelecimerdoirdeccdo pelo parasito. O
mecanismo pelo qual essa reducdo acontece aindsstéolaro. Sabe-se, contudo, que
moléculas como o LPG desishmaniae receptores de complemento no macréfago sao
capazes de reduzir a producdo dessa citocina éfitade cols., 1999; Marth e cols.,
1997). Ja foi demonstrado que essa reducdo paezcandependente de NF-kB e,
possivelmente, esta associada a um aumento naitlasio de ERK1/2 (Feng e cols.,
1999). Pode-se agora associar também a reducdb-I& com a presenca de e-
NTPDase na superficie do parasito, e, essa dindiauda citocina por explicar os
resultados obtidos de reducéo da producdo de N©&haes tratadas.

Por outro lado, IL-10, uma citocina marcadamenipressora da resposta,
também teve sua producdo reduzida. Esse resultadem desencontro com as
observacoes de Japara & Kelly em 2010, onde naawasmento da producéo de IL-10
por infeccdo de macrofagos cobeishmania IL-10 € capaz de inibir a morte do

parasito mediada por IFN-(Kane & Mosser, 2001; Vouldoukis e cols., 1997) e
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favorecer o crescimento do parasito no interiorfdgslisossomos através da producéo
de poliaminas (Iniesta e cols., 2001; Iniestals.c8002; Iniesta e cols., 2005). Sabe-
se que o aumento na producédo de IL-10 por macrsfagectados conbeishmania
parece estar associado com a ativacdo de recepiorgSutterwala e cols., 1998).
Nossos modelos experimentais sao livres de soamiskeal infectado, o que diminui a
possibilidade desse mecanismo acontecer, e qupadas, pode explicar a auséncia de
aumento na producao de IL-10 por e-NTPDaskeaighmania.

Para avaliar a producao de T@GFmacrofagos peritoneais ativados por IFN-y e
LPS foram incubados mais uma vez com rNTPDaskethmaniae o sobrenadante
utilizado pra dosagem de TGFpelo método de ELISA indireta. Os resultados
demonstram um consideravel aumento na producaoGdepTpor essas células apés

incubacdo com 5 pg de rNTPDase (Fig. 8)
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Fig. 8: Adicao de rNTPDase aumenta a producédo de TESp por macréfagos.Macréfagos peritoneais
foram tratados com rNTPDase e ap0s 48 horas orsdaate das culturas foi utilizado para avaliago d
TGF-B por método de ELISA indireta. * p<0.05 Teste {Stadent, em relagédo ao controle.

O aumento de TGB-pode ser o responsavel pela reducdo de IL-1Qjg&gbe-
se do papel dessa citocina em modular negativanagmteducao de IL-10 pelas células
(Bogdan e cols., 1992). Além disso, o T@Rem conhecido papel no bloqueio da
ativacdo de linfécitos e fagocitos, contribuindaiis para a modulagdo da resposta
imune a favor do estabelecimento do parasito (wakiae cols., 1988) Sabe-se que
Leishmaniaé capaz de induzir a producdo de TGBor macréfagos (De Freitas

Balanco e cols., 2001) e que essa citocina tambiémp@tante na inibicdo da morte do
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parasito no interior das células (Kane & Mossef)120 O TGFB correlaciona-se com
uma expresséao retardada de iINOS, o que pode expditdém a diminuicdo de NO
observada na figura 5 (Scharton-Kersten e col€5)19Dessa forma, sugerimos que a
e-NTPDase delLeishmania também estd associada ao aumento de [ Gder
macrofagos, o que também pode ser um dos mecanistitinvados pelo parasito na
subversao da resposta imune.

Esse conjunto de dados (Fig. 5, 6 e 7) nos persnigerir que a e-NTPDase,
além de ser uma molécula envolvida na adesdo dsiflala célula hospedeira, tem a
importante contribuicdo na modulacdo da resposteméndo macréfago, com reducao
na producdo de NO e IL-12 e aumento de PGEssa modulagcdo permite que o
parasito evada a resposta do macrofago, favorecandfieccdo. Sugere-se, portanto,
que a e-NTPDase é uma importante molécula envohadaubversao da resposta imune

por parasitos do gének@ishmania

6. A pré-incubacdo de macréfagos com rNTPDase reduz a

capacidade fagocitica dessas células.

Os resultados da Fig. 4 nos trouxeram o0 questiento se a ligacdo da
rNTPDase ao macréfago poderia reduzir a capacitgigcitica dessa célula, o que
explicaria a reducdo na penetracdo de parasitommaondfagos previamente tratados
com rNTPDase.Para avaliar se a NTPDase tem alguma funcdo naagite da
capacidade fagocitica dos macrofagos, as célutamfré-incubadas por 30 minutos
com rNTPDase e entdo incubadas por 2 horasheadsde latex ligados a FITC para
avaliacao posterior em citdmetro de fluxo. Os iteslds demonstram que a rNTPDase €
capaz de reduzir a capacidade fagocitica do magofabserva-se uma reducdo da
média de intensidade de fluorescéncia do macrdfaegado com 5ug de rNTPDase
(Fig. 9A). Além disso observa-se que reducao niasasepositivas para FITC (Fig. 9B).
Logo, conclui-se que menos células foram capazésgibeitar os beads de latex apés a
incubagdo com rNTPDase e, mesmo as que fagocitdirseram numero reduzido de

beads no seu interior.
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Fig. 9: Pré-incubacdo com rNTPDase reduz a capacida fagocitica de macréfagos.

Macréfagos peritoneais foram pré-incubados com m&$e por 30 minutos e, entao,
incubados com beads de létex ligados a FITC poordashe analisados por citometria de
fluxo. (A) Média de Intensidade de Fluorescéncia dmcréfagos. (B) Histograma de dois
experimentos independentes de células marcada&daen( cinza — células sem marcacgéo /
azul — controle positivo / vermelho — células pcéivadas com rNTPDase) * p<0.05 Teste t.

Os dados demonstram que apos 30 minutos de irfmbagnacréfago perde em
parte sua capacidade de fagocitose. Isso sugera gNéPDase, apos algum tempo,
pode ter um papel importante em desligar as fundifescas de fagocitose do
macroéfago, contribuindo assim, mais uma vez, pastabelecimento da infec¢cdo. Um
anico experimento foi realizado utilizando rNTPDasemesmo momento da incubacgao

dos beadse o resultado preliminar mostra que nesse caswiana ndo é capaz de
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alterar a capacidade fagocitica dos macrofago(dad mostrado). Isso € importante,
pois a inibicdo da fagocitose no inicio do processm seria interessante para o parasito.
Sugere-se, assim, que a e-NTPDase sO € capazedar aktsposta fagocitica apés
entrada da enzima no macrofago, o que, no casofeecéo pelo parasito, sO ocorre
concomitante a entrada do parasito. Outros resdtgateliminares indicam uma
reducdo na expressao de CD11b em macrofagos inmsilcadh rNTPDase. Sugere-se
que o CD11b seja internalizado junto com a enzipoalendo ser, inclusive, um dos
receptores para e-NTPDase no macrofago. Sabeisgdeéancia do CD11b junto com
o CD18 como complexo Mac-1 envolvido na fagocitdgeparticulas (Rosenthal e
cols., 1996; Mosser e Brittingham , 1997; Ehle@)®. Ja foi demonstrado que a
expressdo do complexo CD11b/CD18 € reduzida encgaée experimental com
promastigota de.eishmania o que indica que esse complexo pode ser inteaui
junto com o parasito (Gongalves e cols., 2005).deRws sugerir, assim, que a
internalizacdo do CD11b junto com a NTPDase podeérsedos possiveis macanismos
de reducédo da capacidade fagocitica de macréfatggados conmeishmania

O conjunto de dados obtidos nos permite propor gue-NTPDase de
Leishmaniaé uma molécula importante na adesdo a célula Hespe Os dados
mostraram que o bloqueio da enzima e a tentativaatkilacdo da expressao da mesma
sdo capazes de alterar a adesdo do parasito afagmsoe, consequentemente, a
internalizacdo desses. Essa enzima esta, airsisiada a uma reducdo da capacidade
microbicida do macréfago, de forma a alterar a pcdd de NO e citocinas pelo
macréfago. Além de observamos uma reducédo do N§3psalados indicam reducao na
producao de IL-12 e IL-10 e uma significativo autoethe TGFB. De alguma forma, a
presenca de e-NTPDase na superficie do parasitofatar importante na subverséao da
resposta imune. A ligacdo e possivel internalizad@e-NTPDase pelo macréfago é
capaz, ainda, de alterar a capacidade fagocitEsadeélulas, o que nos leva a sugerir
que a presenca dessa enzima € potente em altéuacéss mais basicas do macroéfago.
Nossas perspectivas sdo descobrir o ligante p&fdP®ase nas células e entender
como essas alteracdes na capacidade macrofagickee®m. Sugerimos que a e-
NTPDase liga-se a CD11b, se internalizando junto ete, o que explicaria a redugéo
na capacidade fagocitica das células apos incubagé&o rNTPDase. Dentro do
macrofago, acreditamos que a e-NTPDase € capalteda @ producdo de citocinas e
NO por envolvimento direto em mecanismos de simaltmnsducdo envolvendo

citocinas, como os de proteina quinase C (PK@sitia quinase e JAK/STAT, ligadas
47



a producéo de IL-12, fagocitose, expressdo de MHCnholéculas co-estimuladoras e
producdo de ROS (Denkers & Butcher, 2005). Ess@gsta de mecanismo sera

investigada futuramente.
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SUMARIO DE
RESULTADOS



. Aincubacéo déeishmaniacom anticorpo anti-NTPDase reduz a capacidade de

adeséao dos parasitos em macrofagos.

. Leishmania crescida em suramina possui maior capacidade dgir ad
internalizar em macrofagos, enquanto geeshmaniacrescida em adenina tem

essa capacidade reduzida.

. A competicdo de rNTPDase cobeishmaniapelo um possivel receptor da
enzima em macrofago reduz a capacidade de adedéterealizacdo dos

parasitos.

. Aincubacdo de macréfagos com rNTPDase reduz aupéodde NO por essas

células

. Alincubacéo de macrofagos com rNTPDase reduz aipéodde IL-12 e IL-10 e

aumenta a producéo de T@Rpor essas células

. A pré-incubacdo de macrofagos com rNTPDase por 3@utos reduz a

capacidade fagocitica dessas células.
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CONCLUSAO



Conclui-se com esse trabalho que a e-NTPDaseidamaniaé uma importante
molécula envolvida na adeséo e consequente inteagab do parasito por macréfagos
e, além disso, a enzima tem papel na modulacdespmsta macrofagica de forma a
reduzir a capacidade leishmanicida do macrofagmrégendo o estabelecimento da

infeccao.
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