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RESUMO

VENTURA, Bianca Domingues. Comparacao do perfil dos macréfagos oriundos de
camundongos BALB/c infectados com Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.)
major. 2023. 75 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

A infecgdo por Leishmania sp. produz um variado espectro de manifestacfes clinicas
em humanos e animais. Os estudos usando modelos animais sdo valiosos para ajudar na
compreensdo da relacdo entre parasito-hospedeiro. Camundongos BALB/c sdo susceptiveis a
infeccdo pela maioria das espécies de Leishmania, entretanto sdo considerados resistentes a
L.braziliensis, pois apresentam pequenas lesbes que regridem em poucas semanas. O
macrofago é a célula hospedeira principal do parasito e também a célula efetora final, capaz de
controlar a infeccdo. A resisténcia a infeccdo se correlaciona com uma resposta Th1 envolvendo
macrofagos com fendtipo M1, enquanto a susceptibilidade a Th2-M2, sendo essa dicotomia
Th1-Th2 bem evidenciada, sobretudo para infeccdo com L. major. O objetivo desse estudo foi
avaliar comparativamente o perfil dos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
infectados com L. braziliensis e L. major na orelha. Os macrofagos peritoneais foram analisados
em trés momentos diferentes da infeccdo 7, 15 e 21 dias ap6s infeccdo (DPI). Nossos resultados
mostraram que os animais infectados com L. braziliensis s&o capazes de controlar totalmente a
lesdo em 21 DPI, com pico em 15 DPI, como esperado. Os animais infectados com L. major
desenvolveram lesdes que aumentaram de forma progressiva. Macrofagos de BALBI/c
infectados com L. braziliensis apresentaram capacidade de controlar o nimero de amastigotas,
qguando infectados in vitro e aumentaram a producdo de NO com 15 DPI. Analisamos as
subpopulacBes de grandes macrofagos peritoneais (LPM) e pequenos macrofagos peritoneais
(SPM) e observamos que a infec¢do com L. braziliensis, promoveu uma maior frequéncia dos
marcadores M1, principalmente em 7-15 DPI quando comparado com L. major. A maior
frequéncia de LPM com fen6tipo M1 até 15 DPI e a producdo de NO pode ter colaborado para
a resolucdo da lesdo e o perfil resisténcia dos camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis. Do mesmo modo, os SPM que correspondem a menor populacdo, também
apresentaram um perfil M1. No geral, estes resultados concordam com a ideia de que a
resisténcia a infeccdo por L. braziliensis se correlaciona com a inducdo de macréfagos
classicamente ativados (M1), enquanto a infeccdo com L. major se correlaciona com a presenca
de macrofagos alternativamente ativados (M2) e ndo controle da infeccéo.

Palavras-chave: BALB/c; macréfagos; Leishmania (V.) braziliensis; Leishmania (L.) major.



ABSTRACT

VENTURA, Bianca Domingues. Comparison of the profile of macrophages from BALB/c
mice infected with Leishmania (V.) braziliensis and Leishmania (L.) major. 2023. 75 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Infection with Leishmania sp. produces a varied spectrum of clinical manifestations in
humans and animals. Studies using animal models are valuable in helping to understand the
parasite-host relationship. BALB/c mice are susceptible to infection by most Leishmania
species, however they are considered resistant to L.braziliensis, as they present small lesions
that regress in a few weeks. The macrophage is the main host cell of the parasite and also the
final effector cell, capable of controlling the infection. Resistance to infection correlates with a
Th1 response involving macrophages with an M1 phenotype, while susceptibility to Th2-M2,
this dichotomy being well evidenced especially for infection with L. major. The objective of
this study was to comparatively evaluate the profile of peritoneal macrophages in BALB/c mice
infected with L. braziliensis and L. major in the ear. Peritoneal macrophages were analyzed at
three different times of infection 7, 15 and 21 days after infection (DPI). Our results showed
that animals infected with L. braziliensis are able to fully control the lesion at 21 DPI, peaking
at 15 DPI, as expected. Animals infected with L. major developed lesions that progressively
enlarged. BALB/c macrophages infected with L. braziliensis showed the ability to control the
number of amastigotes when infected in vitro and increased NO production at 15 DPI. We
analyzed the subpopulations of large peritoneal macrophages (LPM) and small peritoneal
macrophages (SPM) and observed that infection with L. braziliensis promoted a higher
frequency of M1 markers, especially at 7-15 DPI when compared to L. major. The higher
frequency of LPM with M1 phenotype up to 15 DPI and the production of NO may have
contributed to the resolution of the lesion and the resistance profile of BALB/c mice infected
with L. braziliensis. In the same way, the SPM that correspond to the smallest population, also
showed an M1 profile. Overall, these results agree with the idea that resistance to L.braziliensis
infection correlates with the induction of classically activated macrophages (M1), while
infection with L.major correlates with the presence of alternatively activated macrophages (M2)
and uncontrolled infection.

Keywords: BALB/c; macrophages; Leishmania (V.) braziliensis; Leishmania (L.) major.
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INTRODUCAO

Leishmanioses é o nome dado ao conjunto de doengas antropozoonoéticas causadas por
protozoarios intracelulares pertencentes ao género Leishmania. A transmissao da Leishmania
spp ocorre pela picada de insetos flebotomineos fémeas, infectados, pertencentes aos géneros
Phebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo. Mundialmente, as leishmanioses
estdo entre as dez principais doencgas tropicais negligenciadas com mais de 12 milhdes de
pessoas infectadas (Akhoundi et al., 2016; OPAS e OMS, 2021). Existem 3 formas principais
da doenca: leishmaniose visceral, leishmaniose cutanea (localizada ou difusa) e leishmaniose
mucosa. Embora a leishmaniose cutanea seja a forma com maior nimero de casos da doenca, a
leishmaniose visceral é a forma cujo desfecho clinico mais frequentemente leva a morte, se ndo
for tratada (Daga, Rohatgi e Mishra, 2021; Costa-da-Silva et al., 2022).

As leishmanioses apresentam ampla distribuicao geografica e estdo diretamente ligadas
a pobreza. Fatores sociais, ambientais e climatolégicos influenciam diretamente na
epidemiologia dessas doencas que atualmente estdo presentes em 99 paises, distribuidos nas
quatro regiGes monitoradas pela Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) que sdo: Américas,
Africa Oriental, Norte da Africa e Oeste e Sudeste Asiatico. Entre os paises endémicos,
considera-se que 89 sdo endémicos para leishmaniose cutdnea e 80 sdo endémicos para
leishmaniose visceral. (Figura 1 e 2). (Ruiz-Postigo et al., 2021; OPAS e OMS, 2021).

A leishmaniose visceral (LV) é endémica em 13 paises das Américas, com uma média
de 2.488 casos por ano. Em 2021, 93,5% dos casos de LV foram notificados no Brasil. No
periodo de 2001-2021 observou-se uma tendéncia crescente no numeros de casos de LV na
regido das Américas e, posteriormente, houve uma tendéncia decrescente, sendo registrados
1.799 casos de LV em 2021, o que representa 0 menor nimero de casos nesses 20 anos. (OPAS
& OMS, 2022). Apesar dessa tendéncia decrescente do numero de casos, devem ser
implementadas a¢des de vigilancia e, quando necessario realizar intervengdes de satde publica,
pois, as ferramentas de prevencdo e controle disponiveis sdo limitadas.

Nas Americas, as formas cutanea e mucosa da doenga sdo endémicas em 17 paises com
uma média de 52.645 casos por ano. Em 2021, os paises com maior nimero de casos notificados
foram Brasil (756), Colémbia (6.161), Peru (419) e Estado Plurinacional da Bolivia (281), que
juntos representam 86% dos casos na Regido. (OPAS e OMS, 2022)



Figura 1 — Endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo.

Mapa 1 Status de endemicidade de leishmaniose cutinea (LC) no mundo, 2020.
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Figura 2 — Endemicidade de leishmaniose visceral no mundo.

Mapa 2 5tatus de endemicidade de leishmaniose visceral (LV) no mundo, 2020
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Figura 3 — Casos de leishmaniose cutanea e mucosa.

Legenda: Casos de leishmaniose cutdnea e mucosa, segundo nivel administrativo subnacional, Regido das

Américas, 2021.
Fonte: Organizacdo Pan-Americana da Sadde. Sistema de informacdo regional de leishmaniose (SisLeish).

Washington, D.C.
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Figura 4 — Casos de leishmaniose visceral.

Legenda: Casos de leishmaniose cutanea e mucosa, segundo nivel administrativo subnacional, Regido das

Américas, 2021.
Fonte: Organizacdo Pan-Americana da Salde. Sistema de informacdo regional de leishmaniose (SisLeish).

Washington, D.C.
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O Parasito Leishmania

A Leishmania é um parasito digenético (heter6xeno), cujo o ciclo vital passa por um
hospedeiro vertebrado e um hospedeiro invertebrado, apresentando duas formas evolutivas
principais: promastigota, encontrada no trato digestorio do inseto vetor (ordem Diptera, familia
Psychodidae, e subfamilia Phlebotominae) e amastigota, encontrada em células dos hospedeiros
vertebrados (Coura, 2013; Torres-Guerreiro et al., 2017). Estas formas tém em comum um
complexo flagelar composto de vacuolo contratil, bolsa flagelar e flagelo. As amastigotas sdo
arredondadas, com flagelo rudimentar ndo exteriorizado (Figura 5). As promastigotas séo
alongadas, apresentam flagelo livre, localizado na regido anterior do parasito que possui a
extremidade posterior mais afilada (Figura 5). Ambas apresentam um cinetoplasto que consiste
no DNA mitocondrial, denominado KDNA (Neves, 2011; Teixeira et al., 2013; Coura, 2013;
Conceicdo-Silva e Alves, 2014).

Figura 5 - Representacdo esquematica das principais organelas intracelulares das formas
promastigota (esquerda) e amastigota (direita) do parasito Leishmania.

Flagelo

Bolsa Flagelar
Cinetoplasto

Mitocdndria

inicial

Autofagossoma -, Megassomo
) Nicleo

Acidocalcissomos

S Glicossomo

Lisossomo do tibulo
A multivesicular

Legenda: Representacdo esquematica das formas do parasito. (A) Promastigota; (B) Amastigota.
Fonte: Adaptado de Besteiro et al., 2007.
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O género Leishmania apresenta um grande nimero de espécies descritas, as quais s&o
classificadas em trés subgéneros: O subgénero Sauroleishmania, inclui as espécies parasitas de
répteis e os subgéneros Viannia e Leishmania que incluem os parasitos de mamiferos (Figura
6). Esses dois subgéneros foram definidos pelas diferencas observadas no desenvolvimento das
formas promastigotas no tubo digestivo do inseto vetor (Shaw e Lainson, 1972; Neves, 2011;
Conceicdo-Silva e Alves, 2014). As espécies classificadas no subgénero Viannia desenvolvem-
se no intestino posterior do flebotomineo. Esse grupo inclui apenas as espécies encontradas nas
Ameéricas. Ja as espécies do subgénero Leishmania geralmente se desenvolvem no intestino
médio e anterior de flebotomineos; estdo incluidas nesse grupo as espécies que circulam nas
Américas, Africa, Asia e Europa (Conceicio-Silva e Alves, 2014; Barratt, et al., 2017). Com
base no comportamento do parasito em cultura e em hamsters, Shaw e Lainson (1972)
classificaram as espécies de Leishmania em 3 complexos: Leishmania braziliensis, Leishmania
mexicana e Leishmania donovani. A classificacdo das espécies de Leishmania em complexos
fenotipicos ainda € utilizada porém, outros complexos foram criados e associados a dados
obtidos atraves da filogenia molecular para classificar as espécies. (Figura 6) (Conceicédo-Silva
e Alves, 2014; Akhoundi et al., 2016; Barratt, et al., 2017).

A classificacdo atual das espécies de Leishmania apresenta-se controversa pois, alguns
autores consideram que determinadas espécies ndo sdo validas filogeneticamente e ainda ndo
foi possivel resolver adequadamente a classificacdo dessas espécies por causa do ndmero
limitado de alguns isolados. Dados moleculares provaram a existéncia de sinonimias para
algumas espécies e de apenas nove grupos monofiléticos. Diante disso, esses grupos apresentam
espécies que devem ser tratadas como subespécies. Por exemplo, L. braziliensis e L. peruviana
que passaram a ser subespécies, ao invés de, espécies distintas, assim como, L. donovani e L.
infantum, entre outras. Portanto, o conceito de complexos fenotipicos proposto para
classificacdo das espécies ndo esta adequado e a taxonomia do género Leishmania permanece
complexa. (Fraga et al., 2010; Schonian, Mauricio e Cupolillo, 2010; Akhoundi et al., 2016).

Alguns fatores que dificultam o consenso dos taxonomistas, incluem a recombinagao
ocasional, inclusive entre espécies diferentes, que confunde as fronteiras entre grupos
filogenéticos, o grande nimero de espécies descritas que, posteriormente, foram consideradas
sindbnimas, a falta de dados de genotipagem homologa para todas as espécies, bem como
descobertas recentes de novas espécies ou variantes. Diante disso, hd uma necessidade para a
simplificacdo taxondmica em nivel de espécie, bem como para uma revisdo taxondmica em
nivel de género e subgénero que reflita os dados moleculares e filogenéticos (Bruschi e Gradoni,
2018).



Figura 6 — Esquema de classificagdo taxondmica de Leishmania.
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Ciclo Bioldgico

O ciclo bioldgico da Leishmania (Figura 7) inicia-se durante o repasto sanguineo do
flebotomo fémea infectado no hospedeiro vertebrado. As formas promastigotas séo
regurgitadas na juncdo derme-epiderme dos hospedeiros vertebrados, que sdo uma variedade
de mamiferos como, roedores, Xxenartros, marsupiais, canideos e primatas incluindo os
humanos. (Neves, 2011; Conceicdo-Silva & Alves, 2014). Ao serem internalizadas por células
do sistema fagocitico mononuclear (SFM), sobretudo macréfagos, as promastigotas
diferenciam-se em amastigotas no interior do vactolo parasitéforo dessas células. No interior
do vacuolo, as amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria até que a célula hospedeira lise
e as amastigotas livres possam invadir novas células (Figura 7).

A infeccdo para o hospedeiro invertebrado ocorre pela ingestdo das amastigotas
presentes no sangue ou na derme, no momento do repasto sanguineo em individuo ou animal
infectado. No intestino do inseto vetor, as amastigotas sofrem alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas e, diferenciam-se nas formas denominadas promastigotas prociclicas ndo-
infectantes. Essas formas prociclicas multiplicam-se e se transformam em promastigotas
metaciclicas que possuem capacidade infecciosa, 0 que permite a transmissao do parasito para
um novo hospedeiro (Figura 7). (Conceigdo-Silva e Alves, 2014; Geiger et al., 2016).
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Figura 7 — Representacdo esquematica do ciclo bioldgico do parasito.
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Legenda: Ciclo bioldgico. (A) Formas promastigotas metaciclicas regurgitadas por flebtomos fémeas infectados
na juncdo derme-epiderme do hospedeiro vertebrado; (B) Formas promastigotas fagocitadas por células
do sistema fagocitico mononuclear, principalmente por macréfagos. As promastigotas diferenciam-se
em amastigotas no interior do vacuolo parasitéforo dessas células. No interior do vacuolo, as formas
amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria até que a célula hospedeira lise e as amastigotas livres
possam invadir novas células; (C) Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor ingere as formas
amastigotas presentes no sangue ou na derme do individuo ou animal infectado; (D) No intestino do
inseto vetor, as formas amastigotas se diferenciam em promastigotas préciclicas que ndo tem capacidade
infectante e posteriormente, as formas prdciclicas se diferenciam em promastigotas metaciclica, que
possuem capacidade infectante, podendo ser transmitidas para um novo hospedeiro.

Fonte: Adaptado de OMS, 2017.
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Formas clinicas das leishmanioses e aspectos da resposta imune

A Leishmaniose ocorre em humanos e diversas espécies de animais silvestres e
domésticos, podendo se manifestar de diferentes formas, acometendo a pele, as mucosas ou
atuar de maneira sisttmica. O estabelecimento das formas clinicas da doenca depende do
tropismo da espécie de Leishmania envolvida na infeccdo (viscetropicas ou dermotropicas) e
da resposta imune do hospedeiro (Conceicao-Silva e Alves, 2014; Scott e Novais, 2016; Costa-
da-Silva et al., 2022).

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é classificada de acordo com as
principais manifestacdes clinicas: leishmaniose cuténea (LC), leishmaniose mucosa (LM),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose cuténea disseminada (LCDi) (Figura 8). A
LC manifesta-se como uma lesdo ulcerada de bordos elevados, fundo plano e superficie
granulosa, geralmente autolimitada que se desenvolve no local da inoculagdo do parasito. A
infeccdo pode se desenvolver de forma atipica devido ao tipo e magnitude da resposta
imunoldgica do hospedeiro vertebrado e da espécie do parasito, produzindo as formas mucosa
ou difusa (Scott e Novais, 2016; Costa-da-Silva et al., 2022). Também pode ocorrer a forma
disseminada da doenca (LCDi) caracterizada pela presenca de inimeras lesfes, geralmente
pequenas e distribuidas por varias regides da pele. Na LCD ocorre a disseminacdo das lesdes
assim como na LCDi, porém, nesse caso essas tendem a forma tuberosa, sem ulceragdo. A LCD
é uma condicao rara em que as lesdes estdo repletas de parasitas e se caracteriza por multiplos
nodulos, papulas ou tubérculos. A LM geralmente apresenta destruicdo tecidual progressiva
que abrange a mucosa nasal, oral, faringe e laringe. Essa lesdo geralmente surge semanas ou
anos apos o desaparecimento da lesdo cuténea inicial, por disseminacdo hematogénica ou
linfatica, a partir do foco primario (Conceicdo-Silva e Alves, 2014; Brasil, 2017; Costa-da-Silva
et al., 2022). Também pode ocorrer concomitantemente a lesdo cutanea (Costa et al., 2014,
Avila et al., 2018).

Aproximadamente, vinte e duas espécies de Leishmania sdo patogénicas, podendo
causar diferentes formas de leishmaniose que variam em gravidade, desde lesdes cutaneas até
infeccOes sistémicas. A LC ¢é a forma mais comum, sendo causada principalmente por L.(L.)
major, L.(L.) tropica e L.(L.) aethiopica no Velho Mundo e por L.(L.) mexicana, L.(L.)
amazonensis , L.(V.) braziliensis , L.(V.) panamensis e L.(V.) guyanensis no Novo Mundo
(Daga, Rohatgi & Mishra, 2021; Costa-da-Silva et al., 2022).



24

No Brasil j& foram identificadas sete espécies em ambos os subgéneros: Viannia e
Leishmania, cujas as mais documentadas sdo: Leishmania (Leishmania) amazonensis,

Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Viannia) braziliensis (Brasil, 2017).

A resposta imune nas formas tegumentares da leishmaniose é complexa pois, a doenca
é espectral, com ampla variacdo de manifestac@es clinicas que vai desde a cura espontanea a
doencas cronicas desfigurantes. Essa variacdo é consequéncia de varios fatores que dependem
da espécie e das adaptacOes do parasito, além de, fatores ambientais e da resposta imune do
hospedeiro (Conceigdo-Silva e Alves, 2014). Na leishmaniose, muito do que se conhece sobre
a resposta imune do hospedeiro ao parasito é oriundo dos estudos em modelos experimentais
de infeccdo usando camundongos, sobretudo dos estudos da resposta imune em camundongos
infectados por Leishmania major (Scott et al., 1988; Sacks e Noben-Trauth, 2002). A apartir
desses estudos, foi reconhecida a importancia da regulacdo diferencial das subpopulag¢des dos
linfocitos T CD4 determinando o controle ou resisténcia a infec¢do. Neste sentido o controle
da infeccdo esta associado a uma resposta imune mediada por células T helper tipo 1 (Thl),
com producdo de citocinas pro-inflamatdrias e ativacdo de macrdfagos. Por outro lado, a
susceptibilidade estd associada a uma resposta envolvendo células T helper tipo 2 (Th2),
producdo de anticorpos e ndo ativacao de macrofagos (De Moura et al., 2005; Conceicao-Silva
e Alves, 2014; Loeuillet, Bafiuls e Hide; 2016; Scott e Novais, 2016; Rossi e Fasel, 2018).

De forma similar, nos pacientes com leishmaniose tegumentar também foi observado
um espectro imunolégico que varia de individuos com forte resposta de células T, caracterizada
por intensa reacao de hipersensibilidade tardia (DTH) aos antigenos de Leishmania (resposta
mediada por células) e altos niveis de interferon gama (IFN-y), a individuos com DTH negativa
mas, que apresentam altos niveis de anticorpos. Entre esses extremos estdo os individuos com
lesbes que podem se auto curar ou tornar-se cronicas associado a niveis intermediarios de
anticorpos e resposta DTH positiva (Carvalho et al, 1994; Scott e Novais, 2016; Carvalho,
Bacellar e Carvalho, 2022). Portanto, individuos que apresentam resposta DTH positiva cursam
com a forma clinica LC, com certo controle da multiplicagdo do parasito, sem danos
importantes ao tecido, podendo apresentar cura espontanea. Por outro lado, individuos com
resposta DTH exacerbada podem evoluir para LM, apresentando poucos parasitos na leséo e
grande destruicao tecidual. Em contraste, individuos com LCD néo apresentam resposta imune
celular especifica, pois sdo anérgicos aos antigenos de Leishmania, resultando em resposta DTH

negativa e na incapacidade de controlar a carga parasitaria (Scott e Novais, 2016)
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Além disso, estudos mostram que as espécies de Leishmania pertencentes ao subgénero
Viannia possuem em seu genoma um virus de RNA (LRV), o qual tem sido associado a
gravidade da leishmaniose cutanea. Posteriormente, foi identificada uma outra espécie de LRV
presente em espécies do subgénero Leishmania, como a Leishmania major (LRV2), sugerindo
um papel ainda maior do LRV na determinag&o do curso da infecgéo, pois o0 LRV2 pode induzir
respostas de citocinas pro-inflamatdrias semelhantes as observadas anteriormente com o LRV1
das espécies do subgénero Viannia. Assim, a presenca de LRV dentro de Leishmania sp. pode
ser um dos fatores implicados na gravidade da doenca devido a subversdo da resposta imune
do hospedeiro. (lves et al., 2011; Marquez e Roossinck, 2012; Zangger et al., 2013; Zangger
et al., 2014; Rossi e Fasel, 2018; Grybchuk et al., 2018; De Carvalho et al., 2021).

Com isso, as evidéncias sugerem que o paradigma Thl-Th2 sozinho ndo explica
completamente a patogénese. Além da resposta adaptativa, a importancia da resposta imune
inata como determinante do curso da infeccdo também tem sido alvo de estudos (Novais et al.,
2009; Gongalves et al., 2011; Giudice et al., 2012; Novais et al., 2014; Carvalho et al., 2016;
Scott & Novais, 2016; Costa-da-Silva et al., 2022), uma vez que, o perfil de macréfagos M1
tem sido relacionado a resisténcia e o perfil M2 a susceptibilidade a infec¢do pela Leishmania
sp. Além disso, os neutréfilos podem modular os fenétipos dos macréfagos e contribuir para
uma resposta Th1-M1 ou Th2-M2 dependendo do contexto de ativagéo (Tacchini-Cottier et al.,
2000; Ribeiro-Gomes et al., 2004; Carlsen et al., 2015 ; Vellozo, Ribeiro-Gomes e Lopes, 2022;
Almeida et al., 2023).
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Figura 8 — Formas clinicas da leishmaniose tegumentar americana.

Legenda: Formas clinicas da leishmaniose tegumentar. (A) leishmaniose cutanea localizada; (B) leishmaniose
cutanea mucosa; (C) leishmaniose cutanea difusa e (D) leishmaniose cutanea disseminada
Fonte: Brasil, 2006.
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Modelos experimentais na leishmaniose tegumentar

A Leishmania (V.) braziliensis € uma espécie com relevancia epidemioldgica por
apresentar ampla distribuicdo nas Américas (Brasil, 2017), possuir variabilidade genética
(Ishikawa et al., 2002; Cupolillo et al., 2003; De Oliveira et al., 2004; Lessa et al., 2007)
estando associada as manifestacdes clinicas LC, LCDi e LM. Estas ultimas com menor resposta
terapéutica e recidiva mais frequente (Barral, 2011; Brasil, 2017). Além disso, a Leishmania
(V.) braziliensis apresenta variada viruléncia entre as diferentes cepas do parasito, que pode
influenciar na resposta imunoldgica do hospedeiro, contribuindo para o diversificado espectro
de manifestacGes clinicas (De Oliveira et al., 2004; Bacellar et al., 2011; De Oliveira e Brodskn,
2012; Conceicdo-Silva e Alves, 2014; Cysne- Finkelstein et al., 2018).

A maioria das linhagens de camundongos, incluindo o BALB/c, sdo consideradas
resistentes a infeccdo causada por L. (V.) braziliensis e outras espécies do subgénero Viannia.
Essa refratariedade tem sido associada a incapacidade da L. (V.) braziliensis inibir a resposta
imune Th1 nesses animais (De Moura et al., 2005; Natale, Mello e Manzoni de Almeida, 2016;
Dutra e Da Silva, 2017).

Camundongos BALB/c ou C57BL/6 infectados com Leishmania (V.) braziliensis
apresentam pequenas lesdes que se resolvem espontaneamente em poucas semanas (De Krey,
Lima e Titus, 1998; De Moura et al., 2005; De Arauljo et al., 2014). Entretanto, camundongos
C57BL/6 knockout para TNF ou para iNOS, quando infectados com L. (V.) braziliensis, ndo
controlam a lesdo (Rocha et al., 2007). Estudos mostram que macréfagos de BALB/c co-
cultivados com neutréfilos sdo capazes de reduzir o parasitismo intracelular por L. (V.)
braziliensis (Novais et al., 2009). Neste contexto, o neutrofilo seria ativado pelo parasito e
promoveria um ambiente inflamatorio favoravel ao controle da infec¢do (Falcéo et al., 2015).
Entretanto, ainda se conhece pouco acerca da resposta imune inata e da funcionalidade dos

macrdfagos de camundongos BALB/c frente a infec¢do pela L. (V.) braziliensis.
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Polarizacéo e plasticidade fenotipica de macrofagos

O macrdéfago € a principal célula hospedeira para a Leishmania sp. e também séo células
efetoras, capazes de controlar a infeccdo (Novais et al., 2009; Giudice et al., 2012; Novais et
al., 2014; Scorsa, Carvalho e Wilson, 2017). Como ocorre em outras células do sistema imune,
0s macrofagos apresentam uma plasticidade fenotipica, podendo sofrer diferenciacdo em
macrofagos classicamente ativados (M1 ou fendtipo CAM) e macrofagos alternativamente
ativados (M2 ou fenotipo AAM) dependendo do contexto de ativacéo.

Os macrofagos M1 resultam da ativacdo pelo IFN-y e apresentam alta capacidade
fagocitica, de apresentacdo de antigenos e microbicida (Figura 9). S&o produtores de espécies
reativas do oxigénio (ROS), 6xido nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatérias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 12 (IL-12) e interleucina 1 beta (IL-1p) (Italliani e
Boraschi, 2014; Costa-da-Silva et al., 2022; Almeida et al.,2023). O IFN-y produzido durante
a resposta por células Thl ativa a enzima éxido nitrico sintetase induzida (iNOS) que converte
L-arginina em citrulina e NO, além de aumentar ROS (Conceicdo-Silva e Alves, 2014;
Holzmuller et al., 2018).

Os macrofagos M2 sdo originados por estimulo de citocinas como IL-4 e IL-13. Esse
fendtipo estd envolvido na imunomodulacdo e manutencdo da homeostasia relacionada a
processos de cicatrizagdo e remodelacao tecidual (Italliani e Boraschi, 2014; Costa-da-Silva et
al., 2022) (Figura 9). Diferentemente dos M1 que expressam iNOS, os macréfagos M2
expressam a enzima arginase | (ARG 1), que converte L-arginina em ornitina e ureia. A ornitina
é precursora de poliaminas que sdo essenciais para o metabolismo e multiplicagdo dos parasitos.
(Mosser e Edwards, 2009; Holscher et al., 2006; Conceicdo-Silva e Alves, 2014; Natale, Mello
e Manzoni de Almeida, 2016). Assim, 0 macr6fago M2 mantém um ambiente intracelular
propicio para a replicacdo do parasito, enquanto o macréfago M1 é responsavel pela morte da
Leishmania (Figura 9) (Parihar et al., 2010; Horta et al., 2012; Mukhopadhyay et al., 2015;
Franga-Costa et al., 2015; Holzmuller et al., 2018).

Macrofagos M2 em estagios avancados da inflamacéo podem assumir um fenotipo de
macrofagos regulatérios. Esse tipo de macro6fagos sdo capazes produzir grande quantidade de
IL-10 e inibir processos inflamatorios induzidos pela ativagao prolongada de macrofagos M1,
limitando o dano tecidual (Flaming e Mosser, 2011).
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Figura 9 — Papel do macr6fago na infecgdo pela Leishmania.
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Legenda: Papel dos macrofagos como célula efetora, capaz de controlar a infeccdo (fendtipo M1) e célula
hospedeira (Fendtipo M2), frente a infeccdo por Leishmania sp.
Fonte: Adapatado de Holzmuller et al., 2018.

Dependendo do microambiente os macréfagos M2, podem ser divididos em quatro
subtipos: M2a, M2b, M2c e M2d, de acordo com o estimulo de ativacdo e funcdo (Figura 10).
— Macro6fagos M2a sdo polarizados por fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF),
IL-4 ou IL-13. A IL-4, por sua vez, leva a expressao do receptor de manose (CD206). Esse
subtipo € caracterizado pela expressdao de ARG-1, IL-10 e produz as quimiocinas CCL24,
CCL17 e CCL22, responsaveis pelo recrutamento de eosinéfilos, baséfilos e células Th2. A
regulacao positiva adicional de IL-10, TGF-p, CCL17, CCL18 ¢ CCL12 demonstrou promover
o crescimento celular, reparo tecidual e endocitose (Fraternale, Brundu e Magnani, 2015;
Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Wang et al., 2019; Yao, Xu e Jin, 2019).
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Macrofagos M2b sdo ativados por complexos imunes, ligantes do receptor Toll-like
(TLR), células apoptéticas ou LPS. ApOs a ativacdo, esse subtipo libera citocinas com
caracteristicas pro e anti-inflamatorias TNF-a, IL-1b, IL-6 e IL-10 e expressam INOS. Os
macrofagos M2b secretam CCL1 que resultam na infiltracdo de eosindfilos, linfocitos Th2e T
reguladores (Tregs). Portanto, atuam na regulacdo da resposta imunoldgica e inflamagédo
(Fraternale, Brundu e Magnani, 2015; Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Wang et al., 2019; Yao,
Xu e Jin, 2019). — Macrofagos M2c sdo ativados por glicocorticoides, 1L-10 e TGF-B. Esse
subtipo é caracterizado pela alta expressao dos anti-inflamatorios IL-10, TGF-B, CCL16,
CCL18, bem como do receptor tirosina-quinase Mer (MerTK), que promove fagocitose de
células apoptdticas. Esse subtipo estd envolvido na regeneracdo tecidual angiogénese
(Fraternale, Brundu e Magnani, 2015; Tomiotto-Pellissier et al., 2018; Wang et al., 2019; Yao,
Xu e Jin, 2019). — Macrofagos M2d sdo ativados por antagonistas de TLR, IL-6 e adenosinas.
As adenosinas levam a expresséo de IL-10 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
que por sua vez, desencadeia a angiogénese e progressdo tumoral (Ferrante et al., 2013;
Martinez e Gordon, 2014; Fraternale, Brundu e Magnani, 2015; Tomiotto-Pellissier et al., 2018;
Wang et al., 2019; Yao, Xu e Jin, 2019).

Os macrofagos M1 e M2 podem coexistir, mas o balango entre eles e o fenétipo
resultante dependem de fatores ativadores e inibidores no ambiente tecidual, determinando
assim o desfecho da infec¢do (Martinez e Gordon, 2014; Holzmuller et al., 2018, Tomiotto-
Pellissier et al., 2018; Chambers et al., 2021).
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Figura 10 — Polarizacéo e platicidades dos macréfagos.
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Legenda: Visdo geral do espectro de polarizagdo de macrdfagos destacando estimulos, expressao de marcadores de superficie, secrecdo de citocinas e quimiocinas e fungdes de
macréfagos polarizados M1 e M2.

Fonte: Polarizagdo e plasticidade de macréfagos. Adaptado de Chambers et al, 2021
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Os macrofagos peritoneais sdo amplamente utilizados como fonte para estudos
funcionais em camundongo pois, desempenham papéis fundamentais no controle de infeccdes
e patologias inflamatdrias bem como na manutencéo da robustez da resposta imune (Hashimoto
et al., 2013; Cassado; D’Império Lima; Bortoluci, 2015). E descrita a existéncia de dois
subconjuntos de macrofagos que coexistem na cavidade peritoneal, as quais apresentam
fendtipos, funcdes e origens distintas (Ghosn et al., 2010). O primeiro subconjunto é chamado
de grande macrdfago periotoneal (LPM) também conhecidos como macré6fagos CD11b" e
F4/80M. Esse subconjunto de macrdfagos é derivado de um precursor embrionario e mantidos
localmente por auto renovacdo. O segundo subconjunto é denominado pequeno macréfago
peritoneal (SPM) e expressa consideravelmente niveis mais baixos de CD11b e F4/80 e niveis
elevados de MHC I, que ndo € expresso em LPM. As células SPM sao derivadas de monadcitos,

enguanto as LPM tém caracteristicas de macrofagos teciduais (Figura 11).

Figura 11 — Origem dos macrdfagos peritoneais.
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Legenda: Origem das subpopulacdoes de macr6fagos peritoneais (LPM e SPM).

Fonte: Adaptado de Cassado; D’Império Lima; Bortoluci, 2015. Criado com Biorender.
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Os LPMs, que sdo a principal populacdo de macréfagos peritoneais em estado
estacionario, parecem ser responsaveis pela fagocitose de células apoptdticas e reparo tecidual.
Sob estimulo do lipopolissacarideo (LPS), tioglicolato e diante de um processo infeccioso ou
inflamatdrio, esses subconjuntos de macréfagos se comportam de maneira distinta, no qual o
SPM passa a predominar a cavidade peritoneal e se diferencia em SPM maduros podendo
assumir um perfil pro-inflamatério e o LPM desaparece da cavidade peritoneal e migra para o
omento (Figura 12). Esse processo ¢ denominado “Reagdo de desaparecimento de macrofagos.

Além disso, os SPM parecem desenvolver um perfil eficiente para controlar infeccdes
como macréfagos M1, enquanto LPMs assumem um papel na manutencdo das condicGes
fisioldgicas do peritoneo como M2. Ambos mostram atividade fagocitica e produzem NO em
resposta ao estimulo, porém in vitro, o LPS estimula o0 LPM mas, ndo o SPM a produzir NO.
Ja in vivo, o LPS estimula ambas as subpopulacdes a produzir NO, embora com diferentes
padrdes de resposta (Ghosn et al., 2010; Wang et al., 2014; Cassado; D’Império Lima;
Bortoluci, 2015).

Figura 12 — Comportamento das subpopulacdes de macrofagos peritoneais sob estimulo.
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Legenda: Reagdo de desaparecimento de macrdfagos.

Fonte: Adaptado de Cassado; D’Império Lima; Bortoluci, 2015. Criado com Biorender.
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Os LPM apesar de serem considerados uma populacdo relativamente homogénea,
podem ser subdivididos com base na expresséo de arginase 1 e VSIG4. Diante disso, uma maior
proporcdo de LPM VSIG4" demostra ser positiva para Arginase 1 em comparacdo com LPM
VSIG4 . A avaliacdo da expressao desses marcadores na subpopulacdo LPM também mostrou
que a distrubuicdo dessa subpopulacdo em diferentes linhagens de camundongo varia
significativamente, no qual LPM de camundongos C57BL/6 expressam menos Arginase 1 do
que LPM de BALB/c ou SJL, apesar da proporcao semelhante de LPM VSIG4* para VSIG4
(Stepniak et al., 2008).

Essas descobertas se estendem aos modelos atuais de heterogeneidade de macréfagos e
elucidam o conhecimento sobre a diversidade, desenvolvimento e funcdo de macréfagos
peritoneais. Com isso, eles revelam um novo cendario para interpretar e reinterpretar os dados
de estudos utilizando macréfagos da cavidade peritoneal.

Sendo assim, o estudo exploratério dos mecanismos da imunidade inata, sobretudo
sobre 0 macrdfago, que representa a principal célula hospedeira e a célula efetora final
envolvida no controle da infeccdo por Leishmania, podera contribuir para a compreensao do
perfil de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo. Nesse contexto, o0 comportamento diferente
de camundongos BALB/c frente a infec¢do com L. braziliensis e com a L. major pode ser um
modelo interessante para esta finalidade. Além disso, esse conhecimento pode contribuir para

e revelar alvos para intervengdes vacinais e terapéuticas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Identificar comparativamente o perfil de macrdfagos peritoneais provenientes de

camundongos BALB/c infectados com Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (L.) major.

1.2 Objetivos especificos

a) Awvaliar se a infeccdo in vivo pelas diferentes espécies de Leishmania é capaz de alterar
a capacidade microbicida dos macrofagos peritoneiais frente a infecgéo in vitro;

b) Analisar se ha modulacdo na producao de 6xido nitrico produzido pelos macréfagos
que corrobore com a sua capacidade microbicida;

c) Avaliar se a infeccdo in vivo é capaz de modular diferencialmente a producéo de
citocinas;

d) Investigar se a infeccdo in vivo é capaz de modular o perfil fenotipico M1 e M2 dos

macrofagos;
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2 MATERIAL E METODOS

Figura 13 — Desenho experimental

\ L. brazifiensis
i au L. major
. 7 dias 15 dias 21 dias
BALB/c
Infecgao Dias apds infecgdo
I i t i >
Experimentos in vitra Experimentos in witro Experimentos in vitra
com macréfages com macréfagos com macréfages

Legenda: Infec¢do de camundongos BALB/c com L.braziliensis ou L. major e avalia¢do in vitro dos macrdfagos
e do curso da lesdo em 7, 15 e 21 dias apos infeccéo.
Fonte: A autora, 2023. Criado com BioRender.

2.1 Consideracdes éticas

Foram usados nesse estudo camundongos da linhagem BALB/c mantidos no biotério
da disciplina de parasitologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro. O estudo foi aprovado pela comissdo de ética para cuidado e uso de animais
experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, UERJ. Registro n® 025/2022.

2.2 Parasito e sua manutencao

Foram utilizadas Leishmania Viannia brasiliensis (Cepa cdo Thor MCAN/BR/98/R619)
e Leishmania Leishmania major (Cepa LV39 MRHO/SU/59/P). A L. brasiliensis foi mantida
em hamsters dourado (Mesocricetus auratus) infectados com 10® promastigotas (50 pl) na pata.
A infeccédo foi mantida em torno de quatro semanas e foi realizado o isolamento do parasito

diretamente da lesdo ou do linfonodo drenante (Inguinal e Popliteo).
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A L. major foi mantida em camundongo BALB/c (Mus musculus). Os camundongos
foram infectados com 10° promastigotas de Leishmania major (10 pl) na orelha ou pata. O
iIsolamento do parasito foi feito da lesdo ou linfonodo drenante. As promastigotas de
Leishmania brasiliensis isoladas foram mantidas em cultura usando meio Schnneider’s (Sigma-
Aldrich) com 20% de soro fetal bovino (Cultilab) a 27°C. Ja as promastigotas de Leishmania
major isoladas foram mantidas em cultura usando meio Schnneider’s (Sigma-Aldrich) com
10% de soro fetal bovino (Cultilab) & 27°C.

2.3 Preparo do antigeno total de Leishmania braziliensis e Leishmania major

Promastigotas de L.braziliensis e L. major foram cultivadas em primeira passagem em
meio Schnneider’s suplementado com soro. No inicio da fase estacionaria do crescimento, as
células foram centrifugadas a 1.300 g por 10 minutos e lavadas duas vezes em PBS. Em seguida,
o0 sedimento foi ressuspenso em meio RPMI (Gibco) e o nimero de parasitos foi ajustado para
2x108/ml.

A suspensdo de células passou por 15-20 ciclos de congelamento e descongelamento
em nitrogénio liquido para a lise completa dos parasitos, confirmada por visualizacdo em
microscopio. O antigeno total foi aliquotado e estocado a -80°C até o uso.

A dosagem de proteinas utilizando o método de Lowry (Lowry, 1951), mostrou que
2x108/ml de parasito contém 1,5 mg/ml de proteina. Foi utilizado nos ensaios 20ug/ml do

antigeno.

2.4 Infeccdo de camundongos BALBI/c

Camundongos BALB/c machos ou fémeas, com idade entre 2 e 3 meses foram divididos
em 2 grupos: a) infectados (n= 3-5 animais) e b) controle, sem infecg¢do (n= 3-5 animais). A
infeccao foi realizada com 108 promastigotas de L. (V.) braziliensis ou L. (L.) major (em 10 pl)
em fase estacionaria na orelha com auxilio de agulha hipodérmica 13 x 0.30 mm. As

promastigotas foram usadas no maximo até a quinta passagem em cultura.
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O desenvolvimento da les&o foi acompanhado nesse periodo com medidas realizadas 2
vezes por semana, utilizando um medidor de espessura (Vonder), comparando o tamanho da
orelha infectada com a orelha contralateral ndo infectada. Apos 7, 15 e 21 dias de infeccéo, os
grupos de animais foram eutanasiados e os macrdéfagos peritoneais obtidos para 0s ensaios
(Figura 13).

2.5 Obtencdo dos macroéfagos e preparo da monocamada

Os macrofagos foram obtidos por lavagem da cavidade peritoneal de camundongos
BALB/c com 5 ml de meio de cultura RPMI (Gibco) gelado e subsequente aspiracdo. A
suspenséo de células obtida foi ajustada para a concentragdo de 2x10%/ml e plaqueados em placa
de 24 pocos (Kasvi) (300-500 pl/pogo) com uma laminula redonda estéril no fundo de cada
poco. Para aderéncia, as células foram mantidas na estufa de 37°C com 5% de CO2 por uma
hora, quando entdo, foram removidas as células ndo aderentes por lavagem com PBS

(Phosphate Buffer Saline) morno (37°C), obtendo-se assim, a monocamada de macrofagos.
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2.6 Infecgdo in vitro e indice de infeccao

As monocamadas de macrofagos peritoneais foram infectadas com promastigotas de L.
braziliensis (M@B/c + Lb) ou L. major (M@B/c + Lm) em fase estacionaria na propor¢éo de 5
parasitos para cada macrofago (5:1). Apds 4h de interacdo, o sobrenadante foi descartado e os
pocos foram lavados 3 vezes com PBS estéril morno (37°C) para retirar as promastigotas que
ndo entraram nos macrofagos. Para avaliar a infecgdo, as monocamadas foram incubadas com
meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino por 48h. Apos coloragdo com corante
Panético (Laborclin), a contagem de macréfagos e amastigotas foi feita em microscéopio de luz
em no minimo 100 macrofagos por laminula. Os resultados foram expressos como indice de

infeccdo, utilizando a seguinte formula:

Porcentagem (%) de macrofagos infectados x N° de amastigotas

Indice de infeccio = (1)

N° total de macrofagos

Figura 14 — Atividade anti-Leishmania
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Legenda: Avaliagdo in vitro de macr6fagos peritoneais de camungongos BALB/c apds a infecgdo
Fonte: A autora, 2023. Criado com BioRender.
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2.7 Imunofenotipagem de macrdéfagos

Os macrofagos foram obtidos por lavagem peritoneal de camundongos BALB/c
infectados com Leishmania braziliensis (M@B/c + Lb) ou Leishmania major (M@B/c + Lm) e
de camundongos controle (sem infecgéo). Posteriormente, foram analisados por citometria de
fluxo apds a marcagdo com anticorpos especificos para macrofagos e fen6tipos M1 e M2. Em
tubos para citometria foi preparado uma suspenséo celular de 1-2 x 10%/100-200pl. Os tubos
com a suspensao de celulas foram mantidos no gelo para evitar a aderéncia dos macréfagos e a
marcacdo seguiu as recomendacBes do fabricante. Resumidamente, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 4509 e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e o
pellet ressuspenso em 100-200 pl de PBS (Etapa de lavagem). Apds, foram adicionados os
anticorpos monoclonais conjugados para antigenos de superficie (anti-F4/80 BM8 — FITC; anti-
CD206 MR6F3 —PE Cyanine 7 e CD11b M170 — APC Cyanine 7) (Invitrogen —eBioscience™)
e incubados por 20 min a 4°C, protegidos da luz (Tabela 1). Ao final do tempo de incubagéo
foi feita uma nova etapa de lavagem.

Em seqguida, para a marcacao intracelular, as células foram fixadas e permeabilizadas
usando 100-200 ul do fixador celular e 300-500 ul do permeabilizador do Kit de Tampao de
Fixacdo e Permeabilizagdo Intracelular (Invitrogen — eBioscience™), seguindo as
recomendacdes do fabricante. Posterior a etapa de permeabilizacdo, os anticorpos monoclonais
para antigenos intracelulares (iNOS CXNFT — APC e Arginase 1 AlexF5 — PE) (Invitrogen —
eBioscience™) foram adicionados e as células foram incubadas por 30 min a 4°C, protegidos
da luz (Tabela 1). Para finalizar foi realizada uma etapa de lavagem.

A leitura das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo (BD FACS Canto Il) e a
analise dos resultados foi feita usando o programa FlowJo Software. Nos resultados foram
considerados macréfagos com perfil M1 aqueles que expressam ARG 17 iNOS*, Macréfagos
com perfil M2 os que expressam ARG1" CD206" e macr6fagos com perfil misto M1/M2 os
que expressam ARG 17iNOS *.
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Tabela 1 — Anticorpos monoclonais.

Anticorpo _ _
Fluorocromo Diluicao Fabricante
monoclonal
Invitrogen —
F4/80 BMS FITC 0.5 pg/mL o
eBloscience™
) Invitrogen —
CD206 MR6F3 PE Cyanine 7 0.25 pg/mL o
eBiloscience™
_ Invitrogen —
CD11b M170 APC Cyanine 7 0.3 pg/mL o
eBioscience™
) Invitrogen —
iINOS CXNFT APC 0.06 pg/mL o
eBioscience™
) Invitrogen —
Arginase 1 AlexF5 PE 0.5 pg/mL o
eBioscience™

Legenda: Anticorpos monoclonais conjugados utilizados para imunofenotipagem de macrofagos peritoneais de
camundongo BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major.
Fonte: A autora, 2023.

2.8 Dosagem de 6xido nitrico

O oOxido nitrico € uma molécula altamente instavel, por isso a sua producéo foi avaliada
pela concentracdo de nitrito (NO2") que é um produto da oxidacdo mais estavel e facilmente
dosado pelo método de Griess (Green et al., 1982). Uma curva de 0 a 250 uM de nitrito de
sodio (NaNO»), assim como, os sobrenadantes foram plaqueados em placas de 96 pogos (Kasvi)
(50ul por pogo). Foram adicionados aos pogos 50ul do reagente de Griess (0,1% de
diidrocloreto de naftiletilenodiamino e 1% de sulfonamida do paraminobenzeno em 5% de
acido fosforico — 1:1). As amostras foram incubadas no escuro por 15 minutos em temperatura
ambiente. ApoOs o tempo decorrido, foram analisadas em leitor de microplacas a 570nm (Bio-
Tek instruments, Highland Park, USA). Os valores da absorbancia dos sobrenadantes foram
comparados com os da curva padrdo de NaNO- atraves do célculo da equacdo da reta. Os

resultados foram expressos em % do controle.
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2.9 Dosagem de citocinas

Monocamadas de macrofagos foram estimuladas com 20ug/ml do antigeno total de L.
braziliensis (Ag Lb) ou L. major (Ag Lm) e 3ug/ml de lipopolissacarideo (LPS) por 24h. Nos
controles, os macréfagos foram tratados apenas com meio RPMI. Apos esse periodo, 0s
sobrenadantes foram colhidos e congelados a -80°C ate a dosagem das citocinas.

As citocinas foram dosadas por citometria de fluxo pelo método Cytometric Bead Array
(CBA), utilizando o kit Mouse Inflammation para deteccdo de IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF
e IL-12p70 (BD Bioscienses Pharmigen, CA, USA), seguindo as recomendagdes do fabricante.

Os sobrenadantes dos macréfagos foram incubados em tubo de pléstico para citometria
com as microesferas de captura fluorescentes (FITC) recobertas com anticorpos especificos
para cada citocina e com o anticorpo de deteccdo conjugado ao marcador ficoeritrina (PE) sob
protecdo da luz, em temperatura ambiente por 2 horas.

Uma curva padréo foi feita incubando as microesferas em diferentes concentracées (0-
5000 pg/ml) de acordo com o procedimento anterior. Apds o tempo de incubacdo, em cada tubo
foi adicionado 500 pl de solucdo de lavagem e feita uma centrifugacdo a 200 g por 5 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi ressuspenso com 300 ul da solucdo de
lavagem fornecida pelo fabricante. A leitura foi feita em citdmetro de fluxo (BD FACS Canto
I1) e a analise dos resultados foi feita através do programa FCAP Array Software.

2.10 Andlise grafica e estatistica
Os dados obtidos foram analisados usando o teste One Way ANOVA de comparagdes

maultiplas, utilizando o software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,

EUA) Valores de p iguais ou menores que 0,05 foram considerados significativo.
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3 RESULTADOS

3.1 Curso da leséo de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major

Inicialmente avaliamos o curso da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados
com L. braziliensis em comparagdo com a infecgdo por L. major durante 21 dias. Como
esperado, nos animais infectados com L. braziliensis houve um pico no tamanho das lesdes
(0.11mm) com 15 dias de infeccdo (DPI), seguida da sua diminui¢do (0.06mm) com 21 DPI,
enguanto que as lesdes dos animais infectados com L. major cresceram de forma progressiva,
apresentando lesGes de 0.08 mm em 7 DPI, 0.15mm em 15 DPI e 0.33mm em 21 DPI (Figura
15 A e B). O aspecto da lesdo na orelha também demostrou diferengas no tamanho da lesdo em
BALB/c infectados com L.braziliensis comparado a L. major (Figura 16).

Figura 15 - Desenvolvimento da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis ou L. major.
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Legenda: Desenvolvimento da lesdo na orelha de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis ou L.
major. (A) Curso da lesdo na orelha de BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major; (B) Valores
individuais da progressédo da lesdo na orelha de BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major.

Nota: Desenvolvimento da lesdo de camundongos BALB/c infectados na orelha com 108 promastigotas de L.
braziliensis ou L. major. A progressdo da lesdo foi acompanhada durante 21 dias com medicdes realizadas duas
vezes por semana comparando a orelha infectada com a orelha contralateral sem infeccdo. Em 7 dias de infeccéo
N=3; 15 dias de infecgdo N=3; 21 dias de infeccdo N=3. *p<0.05

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 16 — Lesdo na orelha de camundongo BALB/c infectado.

Legenda: Lesdo na orelha de camundongo BALB/c infectado. (A) Lesdo na orelha de camundongo BALB/c
infectado com Leishmania braziliensis (15 DPI); (B) Lesdo na orelha de camundongo BALB/c infectado com
Leishmania major (15 DPI).

Fonte: A autora, 2023.

3.2 Caracterizacgéo do perfil dos macrofagos peritoneais oriundos de camundongos

BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major

3.1.1 Atividade anti-Leishmania

Como parte dos ensaios para analisar comparativamente o perfil dos macréfagos nos
dois contextos de infeccdo, investigamos inicialmente sua capacidade microbicida in vitro. Os
macrofagos peritoneais foram obtidos em momentos diferentes da infec¢do (7, 15 e 21 DPI) de
camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis ou L. major. As monocamadas de
macrofagos foram infectadas in vitro e o indice de infeccdo foi avaliado em 48 h apds a
infeccdo. Os sobrenadantes das culturas foram colhidos para posterior analise da producéao de
NO e citocinas.
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Os resultados mostraram que nos M@B/c + Lb, o indice de infeccéo e a porcentagem de
macrofagos infectados foi significativamente maior na primeira semana de infecgdo (7 DPI) em
comparacdo a segunda semana de infeccdo (15 DPI). Nesse periodo, os macrofagos
apresentaram o menor indice de infeccdo e a menor porcentagem de infeccdo (Figura 17A e 17
C). Ja os M@B/c + Lm, o indice de infeccdo foi aparentemente maior na segunda (15 DPI) e
terceira (21 DPI) semana de infeccdo comparado ao controle, porém esse resultado ndo foi
estatisticamente significativo (Figura 17 B). Além disso, a porcentagem de macrofagos
infectados foi maior frente a infeccdo com L. major em comparacdo a infeccdo por L.
braziliensis em 15 DPI (Figura 17 C).

Figura 17 — Capacidade microbicida de macréfagos oriundos de animais infectados in vivo.
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Legenda: Capacidade microbicida de macréfagos de BALB/c infectados in vivo.(A) indice de infeccio de M@B/c
+ Lb e controle; (B) Indice de infeccdo de M@B/c + Lm e controle; (C) Porcentagem de macrdfagos infectados in

vitro com L. braziliensis ou L. major.
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Nota: Monocamadas de macréfagos peritoneais foram infectadas com promastigotas de L. braziliensis ou L. major
na proporcéo 5:1 por 4h, a 37°C e 5% de CO2. Ap6s a remogdo dos parasitos ndo internalizados, as monocamadas
foram incubadas com RPMI com 10% de soro por 48h. As amastigotas foram contadas em microscépio dptico.
Minimo de 100 macrofagos foram contados por laminula. N=3. *p<0.05 **p<0.01 *** p<0.001

Fonte: A autora, 2023

3.1.2 Producéo de 6xido nitrico

Para verificar se a producéo de éxido nitrico (NO) estaria alterada, o nitrito foi dosado
nos sobrenadantes das culturas de macréfagos apos 48 h de infecgdo in vitro. Os resultados
mostram que a quantidade de nitrito produzida foi significativamente maior em M@B/c + Lb
no periodo de 15 DPI (Figura 18). Em M@B/c + Lm, o resultado mostrou ndo ocorrer alteragéo
significativa na producdo de NO comparado ao controle em todos os momentos analisados
(Figura 18). Além disso, M@B/c + Lb produziram mais nitrito do que os M@B/c + Lm em
15DPI.
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Figura 18 — Producéo de oxido nitrico por macréfagos de camundongo BALB/c infectados com
L. braziliensis ou L. major.
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Nota: Producéo de 6xido nitrico. Camundongos BALB/c foram infectados com promastigotas de L. braziliensis
ou L. major. Animais controle ndo foram infectados. Monocamadas de macréfagos peritoneais provenientes de
animais com ou sem infecgdo, foram infectadas com promastigotas de L. braziliensis ou L. major in vitro na
proporcdo 5:1 por 4h, a 37°C e 5% de CO2. Ap0ds a remocédo dos parasitos ndo internalizados, as monocamadas
foram incubadas com RPMI com 10% de soro por 48h e o sobrenadante foi coletado para dosagem de nitrito. O
nitrito foi dosado pelo método de Griess. *p<0.05 **p<0.01. Os dados foram expressos como porcentagem do
controle.

Fonte: A autora, 2023.
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3.3 Avaliacéo da producdo de citocinas por macrofagos de BALB/c infectados com L.

major

A avaliagdo do perfil de citocinas de M@B/c + Lm foi feita nos sobrenadantes das
culturas apdés 24h de estimulo in vitro com o antigeno especifico ou LPS. Os resultados
referentes a producgéo de citocinas por M@B/c + Lm mostraram que houve um aumento na
producdo de TNF sob estimulo do antigeno especifico (Ag Lm) em 15 e 21 DPI comparado ao
controle. Quando estimulados pelo LPS nos periodos de 15 e 21 DPI também podemos observar
que os macrdfagos, aparentemente, aumentaram a producao de TNF em relacdo ao controle e
ao Ag Lm (Figura 19 A). A producdo de MCP-1 aumentou sob estimulo do Ag Lm, porém,
diminuiu sob estimulo do LPS em 15 DPI (Figura 19 C). Nossos resultados também demostram
que os macrofagos aumentam a producgdo de IL-10 e IL-6 quando estimulados pelo LPS nos
trés momentos do curso da infec¢do (Figura 19 E e G). Contudo, os resultados ndo foram
estatisticamente significativos.

A razdo entre as citocinas pro e anti-inflamatorias demonstraram que quando M@B/c +
Lm foram estimulados com o0 Ag Lm, a razdo I1L-6/1L10 aumentou, enquanto que, sob estimulo
do LPS, diminuiu. Em 15 DPI essas diferencas foram maiores sob estimulo do LPS comparado
ao controle (Figura 19 F). A razdo TNF/IL-10 em 21 DPI sob estimulo do Ag Lm aumentou e
sob estimulo do LPS diminuiu, jA com 15 DPI aumentou sob o estimulo do LPS comparado ao
controle e Ag Lm (Figura 19 B). A razdo MCP-1/IL-10 diminui quando M@B/c + Lm estéo sob
estimulo do LPS em 7, 15 e 21 DPI (Figura 19 D).
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Figura 19 — Producdo de citocinas por macréfagos de camundongo BALB/c infectados com L.
major.
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Legenda: Producdo de citocinas por M@B/c + Lm. (A) Producdo de TNF por M@B/c + Lm na orelha por 7, 15 ¢
21 DPI e sob estimulo do Ag Lm e do LPS in vitro; (B) Razdo TNF/IL-10; (C) Produ¢do de MCP-1 por M@B/c +
Lm por 7, 15 e 21 DPI e sob estimulo do Ag Lm e do LPS in vitro; (D) Razdo MCP-1/IL-10; (E) Producdo de IL-
6 por M@BJ/c + Lm por 7, 15 e 21 DPI e sob estimulo do Ag Lm e do LPS in vitro; (F) Razdo IL-6/IL-10; (G) )
Produgéo de MCP-1 por M@B/c + Lm por 7, 15 e 21 DPI e sob estimulo do Ag Lm e do LPS in vitro.
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Nota: Monocamadas de macréfagos de BALB/c controle ou infectados por 7, 15 e 21 DPI com L. major sob
estimulo do Ag Lm (20 pg/ml) e LPS (3 pg/ml) in vitro por 24h. Apds esse periodo foi coletado a sobrenadante e
feita a dosagem das citocinas pelo método CBA.

Fonte: A autora, 2023.

3.4 Fenotipagem de macro6fagos peritoneais provenientes de camundongos BALB/c

infectados com L. braziliensis ou L. major

Para investigar se a infeccdo com L. braziliensis e com L. major seriam capazes de
modular, diferentemente, o perfil fenotipico dos macrofagos peritoneais, n6s analisamos um
conjunto de marcadores para macrofagos M1/M2 nos diferentes tempos de infecgdo (7, 15 e
21 DPI). Para isso, marcamos 0s macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c com
anticorpos monoclonais especificos para os fenotipos M1 e M2 e analisamos por citometria de
fluxo.

Inicialmente, definimos neste modelo diferentes populacdes de macéfagos a partir dos
parametros de tamanho e granulosidade. Os resultados mostraram que a populagdo de
macrofagos LPM (Grandes Macrdfagos Peritoneais) € maior que a populacdo SPM (Pequenos
Macrofagos Peritoneais) e que essa proporcao ndo é alterada pela infeccao (Figuras 20 C e 21).

Com relagdo a expressdo dos marcadores para os fen6tipos M1/M2 na populagdo LPM,
foi observado que aparentemente ha células expressando tanto marcadores para o fen6tipo M1
(iNOS) guanto para o fendtipo M2 (ARG1 e CD206) (Figuras 20 D, 20 E e 20 F).
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Legenda: Populacédo LPM e SPM de BALBI/c infectado. (A) Singlets; (B) Gating de mondcitos; (C) Gating da
populagdo SPM e LPM de macro6fagos peritoneais; (D); Macrofagos LPM expressando INOS*CD206*; (E)
Macrofagos LPM expressando ARG 1'CD206" e ARG 1"CD206*; (F) Macréfagos LPM expressando ARG 1

iNOS" e ARG1iINOS™.

Nota: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis ou Leishmania

major foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b, iNOS e ARG 1 e analisados por

citometria de fluxo para investigagdo dos fendtipos M1/M2 e das populacBes de grandes macrdfagos peritoneais

(LPM) e pequenos macréfagos peritoneais (SPM).

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 21 — Porcentagem de macrofagos LPM e SPM de camundongos BALB/c infectados com

L. braziliensis ou L. major.
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Legenda: Porcentagem de macrofagos peritoneais LPM e SPM de BALB/c infectados.

Nota: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis ou Leishmania
major foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b, iNOS e ARG 1 e analisados por
citometria de fluxo para investigacdo dos fendtipos M1/M2 e das populagdes de grandes macréfagos peritoneais
(LPM) e pequenos macrdfagos peritoneais (SPM).

Fonte: A autora, 2023.
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Avaliando quantitativamente a expressdo desses marcadores entre 0s animais
infectados, observamos que macréfagos LPM de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis ou L. major no periodo de 7 DPI, expressaram menos ARG 1° CD206* (M2)
(Figura 22 B). A frequéncia de macrdfagos LPM de camundongos BALB/c infectados
expressando duplo-positivo ARG 1" iINOS™ (M1/M2) foi maior no periodo 7 DPI em
comparagdo aos animais controles, ndo infectados (Figura 22 C).

Os resultados da intensidade média de fluorescéncia (MFI) mostram que macréfagos
LPM de BALB/c infectados com L. major expressaram mais iINOS na primeira semana de
infecgdo (7 DPI) comparado aos macrofagos de animais controle, j& na terceira semana de
infecgdo (21 DPI) a MFI da iNOS foi maior em macrdfagos LPM de animais infectados com
L. braziliensis (Figura 23 A). Com relacdo a MFI da Arginase 1, os macréfagos LPM de
BALB/c infectados com L. major expressaram mais ARG 1 no periodo de 7 DPI comparado ao
controle (Figura 23 B). Além disso, a proporcdo de MFI para os marcadores iNOS e ARG 1
mostrou que M@B/c + Lm expressam mais ARG 1 até 15 DPI (Figuras 23 C e 23 D). Em 21
DPI essa proporcéo € invertida e M@B/c + Lb passam a expressar mais ARG 1 (Figura 23 E).
O mesmo perfil foi observado em relacdo a iINOS durante esses periodos (Figuras 23 F, 23 G e
23 H).
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Figura 22 — Frequéncia de macrofagos LPM expressando marcadores para fendtipo M1 e M2.
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Legenda: Frequéncia de macrofagos LPM. (A) Frequéncia de macréfagos LPM expressando ARG 1* CD206* ;

(B) Frequéncia de macréfagos LPM expressando ARG 1° CD206* (C) Frequéncia de macrofagos LPM
expressando ARG 1*iNOS*; (D) Frequéncia de macrofagos LPM expressando ARG 1" iNOS *; (E) Frequéncia de

macrofagos LPM expressando iNOS * CD206*. *** p<0.001

Nota: M@B/c + Lb ou M@B/c + Lm foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b,

iNOS e ARG 1 e analisados por citometria de fluxo para investigacéo dos fenétipos M1/M2.
Fonte: A autora, 2023.
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Figura 23 — Intensidade média de fluorescéncia (MFI) da populacédo LPM.
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Legenda: MFI da populagdo LPM. (A) MFI de iINOS em macrdfagos LPM; (B) MFI de ARG 1 em macro6fagos
LPM; (C) Proporgdo de ARG 1 em macrofagos LPM 7 DPI; (D) Proporgdo de ARG 1 em macréfagos LPM 15

DPI; (E) Proporcdo de ARG 1 em macréfagos LPM 21 DPI; (F) Proporcao de iNOS em macréfagos LPM 7 DPI;
(G) Proporcédo de iINOS em macrdfagos LPM 15 DPI; (H) Proporcao de iNOS em macréfagos LPM 21 DPI ***

p<0.001

Nota: M@B/c + Lb ou M@B/c + Lm foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b,

iINOS e ARG 1 e analisados por citometria de fluxo para investigacdo dos fenétipos M1/M2.

Fonte: A autora, 2023
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Analisando a proporc¢do da frequéncia dos marcadores para os fenétipos M1 e M2 na
populacdo LPM, observou-se que macréfagos de BALB/c infectados com L. braziliensis,
aparentemente, expressam mais um perfil M1 nos periodos de 7 e 15 DPI (Figuras 24 A e 24
B). A expressdo desse perfil diminui nos macrofagos a partir de 21 DPI (Figura 24 C). Além
disso, macrofagos de BALB/c infectados com L. braziliensis passam a expressar mais um perfil
M2 com 15 DPI, apresentando um perfil misto M1 e M2 durante esse periodo (Figuras 24 E e
24 H). Na terceira semana de infeccdo (21 DPI) os macrofagos de BALB/c infectados com L.
braziliensis ndo demonstram diferencas expressivas para o fendtipo M2 comparado aos
infectados pela L. major (Figura 24 F). Os resultados também mostraram que macrofagos de
BALB/c infectados com L. major tenderam a apresentar um perfil misto M1/M2, maior nos
periodos de 7 e 21 DPI (Figuras 24 G e 24 1).

Os resultados referentes a populacdo SPM para os fenétipos M1 e M2, mostram que
aparentemente ha células expressando tanto marcadores para o fen6tipo M1 (iNOS) quanto para
o fenétipo M2 (CD206) (Figuras 25 A, 25 B e 25 C).

A avaliacdo quantitativa desses marcadores indica que macréfagos SPM de BALB/c
infectados com L. braziliensis expressam mais ARG 1°CD206* (M2) na primeira semana de
infecgdo (7 DPI) comparado ao controle e aos macréfagos de animais infectados com L. major
(Figura 26 B).

Segundo os resultados, embora de forma ndo significativa estatisticamente, 0s
macrofagos SPM de BALB/c infectados com L. major tenderam a expressar mais ARG
1*iNOS* (M1-M2) no periodo de 15 DPI (Figura 26 C). Além disso, os resultados mostram que
macréfagos SPM de BALB/c infectados com L. braziliensis tendem a expressar mais ARG
INOS™ (M1) no periodo de 7 DPI (Figura 26 D).
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Figura 24 — Proporc¢éo de fendtipo M1 e M2 na populacédo LPM.
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Legenda: Proporcédo de fen6tipo M1 e M2 na subpopulagdo LPM. (A) Proporcao de macréfagos M1 na populagdo
LPM 7 DPI; (B) Proporcéo de macr6fagos M1 na popula¢do LPM 15 DPI (C) Proporgdo de macréfagos M1 na
populacdo LPM 21 DPI; (D) Proporg¢éo de macréfagos M2 na populacdo LPM 7 DPI (E) Propor¢do de macréfagos
M2 na populagdo LPM 15 DPI; (F) Propor¢do de macréfagos M2 na populagdo LPM 21 DPI; (G) Proporcao de
macréfagos M1/M2 na populagdo LPM 7 DPI; (H) Proporcéo de macrofagos M1/M2 na populagdo LPM 15 DPI;
(I) Porcentagem de macrofagos M1/M2 na populagdo LPM 21 DPI

Nota: M@B/c + Lb ou M@B/c + Lm foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b,
iNOS e ARG 1 e analisados por citometria de fluxo para investigacdo dos fen6tipos M1/M2. Foram considerados
macrofagos com perfil M1 aqueles que expressam ARG 1° iNOS*, Macr6fagos com perfil M2 os que expressam
ARG1* CD206* e macréfagos com perfil misto M1/M2 os que expressam ARG 1*iNOS *.

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 25 — Populagdo SPM de camundongos BALB/c infectados com L.. braziliensis ou L.
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Legenda: Populagdo SPM de BALB/c infectados. (A); Macréfagos SPM expressando iNOS*CD206*; (B)
Macrofagos SPM expressando ARG 1'CD206* e ARG 1*CD206*; (C) Macréfagos SPM expressando ARG 1
iNOS* e ARG1iNOS*,

Nota: M@B/c + Lb ou M@B/c + Lm foram marcados com o0s anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b,
iNOS e ARG 1 e analisados por citometria de fluxo para investigagdo dos fen6tipos M1/M2 e das populacBes de
grandes macrofagos peritoneais (LPM) e pequenos macréfagos peritoneais (SPM).

Fonte: A autora, 2023.
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Figura 26 — Frequéncia de macréfagos SPM expressando marcadores para fenétipo M1 e M2.
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Legenda: Frequéncia de macréfagos SPM. (A) Frequéncia de macréfagos SPM expressando ARG 1* CD206* (B)
Frequéncia de macréfagos SPM expressando ARG 1- CD206* (C) Frequéncia de macr6fagos SPM expressando
ARG 1% INOS *; (D) Frequéncia de macrofagos SPM expressando ARG 1" iNOS *; (E) Frequéncia de macrofagos
SPM expressando iNOS * CD206*. ***p<0.001

Fonte: A autora, 2023.
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A proporgdo de MFI para os marcadores ARG 1 e iNOS na populagdo SPM indica que
M@B/c + Lb tenderam a expressar mais ARG 1 na segunda (15 DPI) e terceira semana de
infeccdo (21 DPI) (Figura 27 B). Ja a proporcéo de iNOS indica que somente na terceira semana
de infecgdo os M@B/c + Lb tenderam a expressar mais iNOS comparado aos M@B/c + Lm
(Figura 27 A e 27 G).

Os resultados referentes a proporc¢do da frequéncia dos marcadores para os fendtipos
M1 e M2 demonstrou que M@B/c + Lb, aparentemente, expressam mais um perfil M1 nos
periodos de 7 e 21 DPI (Figuras 28 A e 28 C). Os dados referentes ao fen6tipo M2 mostraram
que, no periodo de 15 DPI, M@B/c + Lb tendem a expressar menos um perfil M2 (Figura 28D),
contudo com 21 DPI ha uma inversdo e esses macrofagos passam a expressar mais marcadores
caracteristicos de um perfil M2, apresentando um perfil misto de macr6fagos M1/M2 nesse
momento da infec¢do (Figuras 28 E e 28 H). Com 7 DPI os M@B/c + Lb também tenderam a
expressar uma maior proporgdo de marcadores para um perfil misto M1/M2 comparado aos
M@B/c + Lm, porém, com 15 DPI ocorre o inverso (Figuras 28 F e 28 G). Dessa maneira, 0s
M@B/c + Lm aparentemente apresentam mais um perfil misto de marcadores M1/M2 neste

periodo.
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Figura 27 — Intensidade média de Fluorescéncia (MFI) da populacdo SPM.
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Legenda: MFI de macr6fagos SPM. (A) MFI de iINOS em macrofagos SPM; (B) MFI de ARG 1 em macrofagos
SPM; (C) Propor¢do de ARG 1 em macrofagos SPM 15 DPI; (D) Propor¢do de ARG 1 em macréfagos SPM 21
DPI; (E) Propor¢do de iNOS em macréfagos SPM 7 DPI; (F) Proporcdo de iNOS em macrofagos SPM 15 DPI;

(G) Proporgao de iNOS em macrofagos SPM 21 DPI. *** p<0.001

Nota: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis ou Leishmania

major foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b, iNOS e ARG 1 e analisados por
citometria de fluxo para investigacéo dos fendtipos M1/M2. Néo foi possivel demonstrar em gréfico a proporgao
de ARG 1 de macré6fagos de BALB/c com 7 DPI pois, os valores foram iguais a zero.

Fonte: A autora, 2023.



Figura 28 — Proporg¢édo de marcadores M1 e M2 na populagédo SPM.
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Legenda: Proporcdo de fen6tipo M1 e M2 na populagdo SPM. (A) Propor¢do de macréfagos M1 na populagdo

SPM 7 DPI; (B) Proporcéo de macrofagos M1 na populagdo SPM 15 DPI (C) Propor¢do de macréfagos M1 na

populacdo SPM 21 DPI; (D) Proporg¢éo de macr6fagos M2 na populagdo SPM 15 DPI (E) Proporcéo de macréfagos
M2 na popula¢do SPM 21 DPI; (F) Proporcao de macr6fagos M1/M2 na popula¢do LPM 7 DPI; (G) Proporcéao

de macréfagos M1/M2 na populagdo LPM 15 DPI; (H) Porcentagem de macréfagos M1/M2 na populagdo LPM

21 DPI.

Nota: Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com Leishmania braziliensis ou Leishmania

major foram marcados com os anticorpos monoclonais: F4/80, CD206, CD11b, iNOS e ARG 1 e analisados por

citometria de fluxo para investigagdo dos fendtipos M1/M2. N&o foi possivel demonstrar em gréafico a proporgéo

de macrdfagos M2 de BALB/c com 7 DPI pois, os valores foram igual a zero.
Fonte: A autora, 2023.
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4 DISCUSSAO

A populacdo de macréfagos desempenha um papel significativo na infeccdo por
Leishmania, podendo acumular fungdes de células hospedeiras, efetoras e eferocitose.
Dependendo do estimulo, quando ativado, 0 macrofago pode adquirir a capacidade induzir uma
resposta inflamatoria por meio da producdo de mediadores tais como, citocinas pro-
infamatorias, NO e ROS e matar o parasito ou pode assumir um perfil anti-inflamatério e manter
um ambiente propicio para a replicacdo da Leishmania (Giudice et al., 2012; Scorsa, Carvalho
e Wilson, 2017; Costa-da-Silva et al., 2022; Almeida et al., 2023). Assim, a interacdo entre o
macrofago e a Leishmania desempenha um papel fundamental na patogénese da infeccdo. Uma
vez que, camundongos BALB/c apresentam um perfil de resisténcia quando infectados pela L.
braziliensis e um perfil de susceptibilidade quando infectados pela L. major (Sacks e Noben-
Trauth, 2002; Rocha et al., 2007), buscamos compreender a funcionalidade e o perfil fenotipico
dessas células usando esses dois modelos de infeccao.

Em nosso estudo, o perfil do curso clinico da lesdo dos animais infectados com L.
braziliensis e L. major na orelha, seguiu o esperado. A lesdo do BALB/c infectado com L.
braziliensis foi pequena e resolutiva em trés semanas, enquanto a infeccdo com L. major
promoveu uma lesao maior e progressiva no mesmo periodo de tempo. De Moura et al. (2005)
observaram a formacdo de lesé@o na orelha de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis e posterior cura clinica associado a resposta Th1l mas, com persisténcia de parasitos
nos linfonodos drenantes, podendo refletir os casos de resposta imune protetora ou a forma
mucosa da doenca. Entretanto, nas condi¢cdes experimentais do nosso estudo ndo detectamos
parasitos na orelha dos animais infectados com L. braziliensis e nem os linfonodos drenantes,
sendo necessario uma nova avaliacdo da carga parasitaria da infeccdo com as duas espécies
dermotrdpicas de Leishmania para fazer a analise comparativa. O tamanho e pico da lesdo na
orelha diferiu um pouco em relagéo ao trabalho de Moura e colaboradores (2005), que ocorreu
entre 4-5 semanas de infecgdo com lesdes de aproximadamente 1mm. De acordo com Cangussu
et al., 2009 o curso da lesdo de camundongos BALB/c infectados na orelha com L. major

também apresentou crescimento progressivo com um indculo de 10% promastigotas.
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Contudo, o curso da lesdo foi acompanhado por 12 semanas, apresentando lesdo menor
que 0.2 mm na terceira semana de infeccdo e aproximadamente 0.3 mm na quinta semana
(Cangussu et al., 2009), diferindo dos nossos resultados no qual foi observado lesdo de 0.15mm
com 15 DPI e 0.33mm com 21 DPI (Figura 15 A). Essas divergéncias observadas nos resultados
podem estar relacionadas as diferengas entre as cepas dos parasitos e ao indculo usado em nosso
estudo.

Analisamos o perfil dos macréfagos peritoneais em trés momentos diferentes da
infeccdo nos dois modelos: 7, 15 e 21 DPI. Observamos que os macrdfagos oriundos de
camundongo BALB/c infectados com Leishmania braziliensis apresentaram maior capacidade
microbicida quando infectados in vitro associado a um aumento da producdo de NO,
principalmente em 15 DPI (Figuras 17 A e 18).

Estudos ja demostraram que, macrofagos peritoneais de BALB/c sdo capazes de
eliminar a L. (V.) guyanensis através da producdo de ROS (Souza-Franco et al., 2006). A
infeccdo por Leishmania major induz uma resposta de estresse celular em macréfagos
residentes de camundongo C57BL/6 (modelo de resisténcia) que induz sinais pré-inflamatorios
(Filardy et al., 2014). Além disso, foi demonstrado que os monacitos inflamatérios de C57BL/6
frente a infec¢do com L. major controlam a infeccdo via producédo de ROS e NO (Goncalves et
al., 2011; Pereira et al., 2011). Esses dados indicam que nesses modelos de resisténcia, a
infeccdo por Leishmania pode ser controlada por monécitos e macréfagos pela producéo de
ROS e NO, sendo mecanismos microbicidas importantes envolvidos na resisténcia a
leishmaniose. (Horta et al., 2012; Carneiro et al., 2016; Omar e Abdelal, 2022; Costa-da-Silva
etal., 2022).

Interessantemente, dados da literatura demonstram que macréfagos infectados com L.
major dependem de citocinas de células T para controlar a infeccdo, enquanto a L. braziliensis
ativa diretamente os macrdfagos para matar o parasito (Scott e Sher, 1986).

Em camundongos resistentes, a infeccdo por L. major parece iniciar uma resposta
precoce Th2 que é redirecionada efetivamente em camundongos resistentes por mecanismos
dependentes de IL-12. Camundongos BALB/c apresentam falhas no desenvolvimento da
resposta Thl e esse desequilibrio induzido pela L major nos camundongos suscetiveis,
direciona a resposta para um perfil mais Th2 associado a producéo de citocinas IL-4, 1L-13, IL-
10 e TGF-B e diminui¢do dos mecanismos microbicidas dos macrofagos, impedindo o controle
da infeccdo (Sacks e Noben-Trauth, 2002; Holzmuller et al., 2018).
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A manutencdo de uma resposta Thl equilibrada em associacéo a producgéo de citocinas
pro-inflamatorias como IFN-y, IL-1B, IL-12 e TNF-o e aumento dos mecanismos microbicidas
dos macrdfagos levam ao perfil de resisténcia do BALB/c frente a infeccdo pela L. braziliensis
(Dkrey, Lima e Titus, 1998; De Moura et al., 2005; Holzmuller et al., 2018).

Na infecgdo com L. major, macrofagos inflamatdrios imaturos ndo conseguem induzir
uma resposta M1 em camundongos BALB/c. Em contrapartida, na infecgdo com L. braziliensis,
as linhagens de camundongo resistentes convertem macréfagos em um fenétipo M1 e reduzem
a expressdo de arginase 1 (Vellozo et al., 2017; Vellozo, Ribeiro-Gomes e Lopes, 2022). Com
isso, a resisténcia a infeccdo por Leishmania depende da maturacdo de macréfagos
inflamatérios M1 e muda dependendo da espécie de Leishmania.

A interacdo com neutréfilos também pode regular a curso da infec¢do através da
modulacdo de fenotipos dos macréfagos. A presenca de neutrofilos pode contribuir para
inducdo de uma resposta Th2-M2 e correlacionar-se com a susceptibilidade de BALB/c a
infeccdo por L. major (Tacchini-Cottier et al., 2000; Ribeiro-Gomes et al., 2004) . Enquanto,
na infeccdo por L. braziliensis, neutrofilos e macréfagos parecem cooperar, promovendo
resisténcia em camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados (Novais et al., 2009; Carlsen et
al., 2015; Vellozo, Ribeiro-Gomes e Lopes, 2022; Almeida et al., 2023). Em concordancia com
os dados da literatura, observamos que frente a infeccdo pela L. major, os macrofagos nédo
apresentam capacidade microbicida suficiente para controlar a infec¢do, enquanto que, frente a
infeccdo pela L. braziliensis observamos um aumento na capacidade microbicida dos
macrofagos infectados in vitro associado a um aumento da producao de NO, principalmente em
15 DPI.

Para avancar na investigacdo sobre a possivel capacidade da infeccdo com L.
braziliensis e com L. major modular, diferentemente, o perfil fenotipico dos macréfagos
peritoneais, nds analisamos um conjunto de marcadores. Conforme ja descrito na literatura,
observamos uma maior populacdo de macréfagos LPM (72,9 %) e menor populacdo SPM (5,66
%) (Ghosn et al., 2010; Cassado; D’Império Lima; Bortoluci, 2015).

Cassado et al. (2011), mostraram que h& uma substitui¢do de macrofagos LPM por SPM
e monocitos de camundongos C57BL/6 infectados com Trypanossoma cruzi ou estimulados

com Zymosan por inoculagdo intraperitoneal.
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Apesar de pertencerem a mesma familia, o T. cruzi se comporta de maneira diferente da
Leishmania, apresentando em seu ciclo bioldgico uma forma sanguinea (Tripomastigota) e a
capacidade de infectar celulas do tecido cardiaco, esofagico e intestinal. Em nosso estudo
utilizamos um inoculo e estimulo diferente que pode ter colaborado para que ndo ocorresse a
“Reacdo de desaparecimento de macrofagos™ frente a infeccdo pela Leishmania.

Avaliando as subpopulagdes de macrofagos peritoneais de BALB/c observamos que a
infeccdo com L.braziliensis, promoveu uma maior frequéncia dos marcadores M1,
principalmente em 7-15 DPI quando comparados com os macrofagos de L. major (Figura 24 A
e B). A maior frequéncia de macréfagos LPM com fen6tipo M1 em 7 e 15 DPI e a producéo de
NO pode ter colaborado para a resolucdo da lesédo e o perfil resisténcia dos camundongos
BALB/c infectados com L.braziliensis. Do mesmo modo, os macrofagos SPM que
correspondem a menor populagédo, também apresentaram um perfil M1 (Figura 28 A e 28 C).
Por outro lado, a infeccdo pela L. major induziu um perfil mais M2, sobretudo com 7 DPI
(Figura 24 D) que favorece a multiplicagdo do parasito e se relaciona com o crescimento
progressivo das lesdes. E possivel que com 21 DPI a resposta imune ainda ndo esteja totalmente
estabelecida quanto ao perfil dominante, 0 que explica a producdo de citocinas pro-
inflamatorias pelos macréfagos peritoneais. Como o BALB/c é suscetivel a infec¢do por L.
major, esses niveis de citocinas podem néo ser suficientes ou ndo sustentem a modulagdo da
resposta para um perfil de resisténcia Th1-M1 e a resposta é direcionada para um perfil de
susceptibilidade Th2-M2.

Wang et al (2019), mostraram que macrofagos M2b podem produzir citocinas pré e
anti-inflamatorias , além de, baixar os niveis de 1L-12, que é o inverso funcional de macr6fagos
M1. Em nosso estudo, observamos que frente a infeccdo pela L. major os macréfagos
apresentaram um perfil M2 e produziram citocinas pré-inflamatérias. Com isso, uma outra
possibilidade, é que o subtipo M2b esteja atuante na infeccao por essa espécie, o que explicaria

a producdo de citocinas pro-inflamatdrias.
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Até o momento ndo foi possivel avaliar os niveis de citocinas produzidas pelos
macrofagos frente a infeccdo pela L. braziliensis, o que devera ser feito futuramente para
comparar com os dados obtidos do modelo de infec¢do L. major. Acreditamos que a infecgédo
com L. braziliensis possa induzir um perfil mais pro-inflamatério que pode explicar o aumento
da capacidade microbicida dos macrofagos.

Os estudos de Vellozo et al. (2017) e Rigoni et al. (2020) mostraram que o tratamento
com citocinas RANKL e INF-y aumentaram a produc¢do de NO pelos macrofagos de BALB/c
e ajudou a induzir uma mudanca no feno6tipo de macréfagos M2 para M1 que é eficaz no
controle da infeccdo pela L. major. Contudo, o tratamento com o &cido trans retindico (ATRA)
fez com que macréfagos inflamatorios de camundongos C57BL/6 perdessem a capacidade de
controlar a infeccdo pela L. major promovendo a transicdo de macrofagos M1 para M2. Além
de, reduzir citocinas pro-inflamatdrias, ROS e NO apds a injecdo intraperitoneal. Esses dados
demostram a importancia do fen6tipo M1 para o controle da infeccéo pela Leishmania sp.

Em nosso estudo observamos que a infecgdo pela L. braziliensis promoveu maior
frequéncia de macrdfagos peritoneais com fenotipo M1 até 15 DPI, que antecede a resolucéo
da lesdo. Além disso, os macrofagos apresentam maior capacidade microbicida associada ao
aumento de NO. J4, os macréfagos peritoneais oriundos de animais infectados por L. major
apresentam um perfil M2, sobretudo em 7 DPI e um perfil misto M1/M2 com 21 DPI e ndo
aumentou a producdo de citocinas pré-inflamatérias e NO, o que pode ter favorecido a
multiplicacdo do parasito.

Juntos nossos resultados sugerem que dependendo do microambiente os macréfagos
alteram o seu perfil fenotipico e os macré6fagos peritoneais podem, em algum momento do
desenvolvimento do processo infeccioso, ter assumido um perfil pro-inflamatorio eficiente para
controlar a infeccdo pela L. braziliensis como macréfago M1. Engquanto que a infecgdo com a

L. major se correlaciona com a presenca de macrofagos M2 e ndo controle da infeccao
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CONCLUSAO

Camundongos BALBI/c infectados com L. braziliensis sdo capazes de controlar
totalmente a les&do. Os animais infectados com L. major desenvolveram ledes que
aumentaram de forma progressiva.

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis
apresentaram maior capacidade microbicida in vitro quando comparado aos macréfagos
provenientes de BALB/c infectados com L. major. A maior capacidade microbicida in vitro
foi associada a um ligeiro aumento na producdo de éxido nitrico.

A partir da analise por citometria foi possivel definir, neste modelo, diferentes
populacdes de macrofagos a partir dos parametros de tamanho e granulosidade. Foi
demostrado que a populacdo de macr6fagos LPM é maior que a populacédo SPM.

A infecgdo com L. braziliensis promoveu a maior frequéncia de macréfagos LPM e
SPM com fendtipo M1 até 15 DPI, que antecede a resolucdo da lesdo. J& os macrofagos
peritoneais oriundos de animais infectados por L. major apresentaram um perfil mais M2,
sobretudo com 7 DPI, um perfil M1 e misto M1/M2 com 21 DPI e ndo aumentou a producao
de citocinas pro-inflamatorias, o que pode ter favorecido a multiplicacéo do parasito.

No geral, estes resultados concordam com a ideia de que a resisténcia a infecgéo por
L. braziliensis se correlaciona com a inducdo de macrofagos classicamente ativados (M1),
enquanto a infeccdo com L. major se correlaciona com a presenca de macréfagos
alternativamente ativados (M2) e nao controle da infeccdo.

Diante disso, esse estudo podera contribuir para o melhor entendimento do papel
dos macrofagos na infeccdo pela Leishmania sp., uma vez que, a resposta inata tem se
mostrado importante na definicdo do curso da infeccdo. Além disso, esse conhecimento
pode contribuir para revelar alvos para intervencOes vacinais e terapéuticas a partir da

modulacdo dos macrofagos.
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