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Resumo

L. amazonensis sao protozoarios intracelulares obrigatorios, fagocitados por células de
defesa do hospedeiro mamifero e se multiplicam em compartimentos ligados a
membrana chamados de vacuolos parasitéforos (VP). Estes sofrem um processo de
maturacao que inclui fusdes com vesiculas da via endocitica conferindo uma natureza
hibrida, induzindo a formacdo de vacuolos grandes que podem conter até 30
amastigotas. A biogénese do VP envolve aquisicdo de marcadores de membrana de
endossomos tardios, como LAMPs, Rab GTPases, catepsina, proton ATPases, ¢ MHC
classe II. Nestes VPs as moléculas de MHC II se localizam no mesmo sitio de ligagao
da forma amastigota de L. amazonensis, as quais sdo capazes de degradar essa molécula
dentro megassomo. Neste contexto, objetivamos verificar se a molécula de MHC 1I ¢é
importante na biogénese do VP e se sua auséncia afetaria o curso da infec¢do. Para isso
realizamos ensaios in vivo nos quais infectamos patas de camundongos C57BL/6
nocautes pra MHC II (mhcii ™) e wild type (WT), e apés 6 semanas de infeccio,
coletamos bago, linfonodo popliteo e pata para analise histopatologica, perfil de
citocinas e carga parasitiria. Além disso, realizamos ensaio de multiplicagdo, nos
tempos de 72, 96 e 120 horas, com macréfagos peritoneais de camundongos mhcii’” e
WT infectando-os via intraperitoneal, com a forma amastigota de L. amazonensis. Os
resultados da analise histologica mostraram que os animais mhcii”~ infectados ndo
apresentaram diferenca significativa em relacdo aos animais WT. Em relacdo a
produgdo de citocinas, os resultados mostraram aumento na producdo das citocinas 1L-4
e IL-12 nos animais mhcii’” e aumento mais significativo na producdo de IFN-y nos
animais WT, havendo ainda redug¢do de TNF-a nos dois grupos analisados. Ja no ensaio
de multiplicacdo com macrdéfagos peritoneais houve diminuicdo na area do vactolo
parasitoforo e menor carga parasitaria nos animais mhcii”~ em comparagio aos animais
WT. Portanto, o processo de colocalizagdo das moléculas de MHC II na membrana do
VP parece ndo ser apenas um mecanismo de subversdo do parasita, visto que na
auséncia desta molécula houve diminui¢do altamente significativa da area do VP e
menor carga parasitaria, caracterizando menor progressao da doenca em comparagao
aos animais WT. Assim, acreditamos que a molécula de MHC II pode ter também um

importante papel na biogénese deste VP.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, vacuolo parasitdforo, molécula MHC classe
II.



Abstract

L. amazonensis are obligate intracellular protozoan, engulfed by host immune cells and
multiply in membrane-bound compartments called parasitophorous vacuole (PV). These
undergo a maturation process that includes the endocytic vesicles fusions conferring via
a hybrid nature, inducing the formation of large vacuoles which may contain up to 30
amastigotes. The VP biogenesis involves acquisition of late endosomes membrane
markers as lamps, Rab GTPases, cathepsin, proton ATPases, and MHC class II. In these
VPs MHC 1II molecules are located in the same binding site ofL.
amazonensis amastigotes, which are able to degrade this molecule in megassomos. In
this context, we aimed to verify whether the MHC II molecule is important in the VP
biogenesis and his absence would affect the course of infection. For this we
performed in vivo assays in which we infect Paws of MHC II (mhcii”) knockouts and
wild type (WT) C57BL / 6, and after 6 weeks of infection, we collected spleen, popliteal
lymph node and paw for histopathological analysis, cytokine profile and parasitic load.
In addition, we made a multiplication assay, in times of 72, 96 and 120 hours, with
peritoneal macrophages of mice mhcii’” and WT infecting them via intraperitoneal, with
amastigotes of L. amazonensis. The results of the histological analysis showed that
infected animals mhcii” showed no significant difference compared to WT mice.
Regarding cytokine production, the results showed increased production of IL -4 and IL
-12 in mhcii” animal and more significant increase in IFN-y in WT animals, even with a
reduction of TNF- a in two groups analyzed. In the proliferation assay with peritoneal
macrophages, it was observed decreased in the parasitophorous vacuole area and lower
parasite load in mhcii” animals compared to WT mice. Therefore , the process of
colocalization of MHC II molecules on the membrane of the VP seems to be not only a
mechanism of subversion of the parasite , whereas in the absence of this molecule was
highly significant decrease in the VP area and lower parasite load , featuring less
progression of disease compared to WT mice. Thus, we believe that the MHC II

molecule may also play a role in the biogenesis of the VP.

Keywords: Leishmania amazonensis, parasitophorous vacuole, MHC class II molecule.
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1.0 Introduc¢ao

1.1 Aspectos gerais dos protozoarios pertencentes ao género Leishmania.

Protozoarios do género Leishmania, pertencentes a Familia Tripanosomatidae e
a ordem Kinetoplastea, compreendem um importante grupo de tripanosomatideos que
sdo transmitidos por vetores flebotomineo e ocasionam uma gama de doencas
denominada leishmanioses que afetam cerca de 150 milhdes de pessoas no mundo
(SHAW, 2006; KAYE; SCOTT, 2011). A classificagdo do género Leishmania foi
historicamente baseada em critérios como distribuicao geografica, vetor, € manifestacao
clinica, podendo ser dividida em dois subgéneros: Leishmania (L.) e Vianna (V.). Esta
subdivisdo esta relacionada ao desenvolvimento das formas promastigotas no inseto
vetor, as caracteristicas morfologicas das formas amastigotas e as propriedades
infectivas. No subgénero Vianna, os promastigotas colonizam os intestinos médio e
posterior do flebotomineo, os amastigotas apresentam tamanho menor (2 a 4 pm) e
poucos parasitos ocorrem nas lesdes, enquanto no subgénero Leishmania os parasitos
colonizam o intestino anterior, médio e posterior do invertebrado, os amastigotas sao
maiores (3 a 6 um) e as lesdes sdo densamente parasitadas (PRATT, 1981; SHAW,
2006; ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).

Leishmaniose ¢ uma das mais significativas doengas tropicais negligenciadas,
afetando principalmente regides pobres e paises em desenvolvimento, com mais de 350
milhdes de pessoas em 88 paises vivendo em risco de desenvolver uma das principais
formas da doenca (KEDZIERKI, 2010). A atual classificagao reconhece 30 espécies de
Leishmania, sendo que mais de 20 sdo responsaveis por causar doengas em humanos e
apenas 12 s3o encontradas nas Américas. No Brasil, foram identificadas oito espécies,
sendo seis do subgénero Vianna e duas do subgénero Leishmania. As trés principais
espécies encontradas no Brasil sdo: L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.)
infantum chagasi (BANULS; HIDE; PRUGNOLLE, 2007; SHAW, 2006). O Brasil
estd entre os paises de maior incidéncia das formas cutanea e mucocutanea (Alvar et al.,

2012).

A apresentacdo clinica da leishmaniose é dependente tanto da espécie do parasito,

quanto da resposta imune do hospedeiro. Na leishmaniose cutdnea, mucocutanea e
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cutaneo difusa os sintomas permanecem localizados na superficie da pele e mucosa. No
caso da leishmaniose visceral ocorre disseminagdo para 6rgdos internos tais como,
figado, bago e medula 6ssea que leva aproximadamente 70.000 mortes por ano. Existem
ao menos quatro formas clinicas distintas causadas pelas espécies encontradas no Brasil:
Leishmaniose cutdnea, mucocutanea, cutanea difusa, e visceral. Estas formas podem ser
agrupadas em: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), que engloba as formas
cutdnea, mucocutanea e cutinea difusa, e Leishmaniose Visceral (LV). As espécies L.
amazonensis e L. braziliensis estdo mais relacionadas as LTA enquanto a L. infantum
chagasi provoca a LV. L. major, L. mexicana, L. amazonensis e L. braziliensis causam
principalmente lesdes cutaneas, enquanto que L. donovani e L. infantum (conhecida
como Leishmania chagasi na América do Sul) causa leishmaniose visceral. L.
amazonensis é endémica em muitos paises da América Central e do Sul e estd presente
principalmente nas florestas umidas da bacia amazoénica (KEDZIERKI, 2010; KAYE,
SCOTT, 2011).

Leishmaniose visceral, também conhecida como Kala-azar, € fatal se nio tratada.
Caracteriza-se por surtos de febres irregulares, queda de peso, aumento do baco e
figado, e anemia. E altamente endémica na India e no sul da Africa. Ha estimativa de
que 200.000 a 400.000 novos casos de LV ocorrem no mundo a cada ano. Mais de 90%
dos casos ocorrem em cinco paises: Blangladesh, Brasil, Etiopia, India, e Sudio.
Leishmaniose cutanea (LC) ¢ a forma mais comum de leishmaniose e causa ulcera nas
partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida e incapacidade grave.
Cerca de 95 % dos casos de LC ocorrem nas Américas, Bacia do Mediterraneo, Asia
Central e Oriente Médio. Ha estimativas de que 0.7 a 1.3 milhdes de novos casos
ocorrem no mundo anualmente. Leishmaniose mucocutanea leva a destrui¢do parcial ou
total da mucosa do nariz, boca e garganta. Cerca de 90% dos casos de leishmaniose

mucocutanea ocorrem na Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2014).

O ciclo de vida de Leishmania spp ¢ heteroxénico, envolvendo um hospedeiro
invertebrado, inseto flebotomineo; e vertebrado, incluindo mamiferos, dentre esses o
homem (ALVAREZ-RUEDA et al., 2009). Tal protozoario apresenta, ao longo de seu
ciclo, distintos estagios evolutivos. As formas modveis, flageladas, chamadas
promastigotas, sdo encontradas dentro do intestino de flebotomineos e, através de

progressivos estadgios de diferenciacdo morfoldgica, diferenciam-se em formas



15

promastigotas metaciclicos, ndo replicativas, as quais sdo infectivas para o hospedeiro
vertebrado, transmitidos durante a picada dos flebotomineos. Formas amastigotas ndo
tem exteriorizagdo de flagelo e encontram-se intracelularmente em vérias células do
hospedeiro mamifero, mais notadamente dentro de fagdcitos profissionais, tais como

macrofagos (SACKS, 1980; ASSIS, et al., 2011).

A infecgdo do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguineo, quando a fémea do
flebotomineo pica um hospedeiro infectado e ingere células sanguineas e outras células,
como fagdcitos mononucleares contendo formas amastigotas. Na por¢do anterior do
trato digestorio do inseto, ocorre a transformac¢do dos amastigotas em promastigotas
prociclicos no interior da matriz peritrofica. Apdés o rompimento da matriz, os
promastigotas migram para o epitélio do trato digestorio, onde se multiplicam. Em
seguida, vao para a regido anterior do intestino, onde sofrem a metaciclogénese.
Durante esse processo os promastigotas reduzem o tamanho corporal, aumentam o
tamanho e o batimento flagelar e se tornam altamente infectivas, sendo denominados
promastigotas metaciclicos. As formas metaciclicas migram para a probodscide e sdo

transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da picada, onde recomeca o ciclo

(MISHRA, et al., 2009).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do flebotomineo
infectada pica o mamifero e inocula formas promastigotas metaciclicas durante o
repasto sanguineo. Os promastigotas metaciclicos sdo regurgitados e penetram na pele
do hospedeiro, aderindo e invadindo varios tipos celulares. Primeiramente as formas
promastigotas sdo internalizadas por células fagociticas e no interior do vacuolo
parasitéforo sofrem diferenciagdo para a forma amastigota (STUART et. al., 2008).
Estas se multiplicam no interior de macréfagos e provocam a lise da célula, liberando
amastigotas no tecido, que poderdo invadir outras células ou serem sugados por outra
fémea do inseto vetor, completando assim o ciclo de vida desse protozoario (MISHRA
et. al., 2009).

O tratamento das leishmanioses consiste primordialmente na quimioterapia. A
primeira linha de tratamento ¢ baseada em antimoniais pentavalentes, principalmente
nas areas endémicas (BORJA CABRERA, et. al.,, 2004; NAGILL; KAUR, 2011).
Essas drogas atuam no mecanismo de producdo de energia das formas amastigotas de

Leishmania, interferindo na oxidagdo de acidos graxos e na glicdlise, causando uma
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reducdo na producdo de ATP e GTP (BERMAN, et. al.,, 1987). No entanto, sua
utilizagcdo tem sido comprometida pelo aparecimento de cepas resistentes (NAGILL;

KAUR, 2011).

A segunda linha de tratamento inclui drogas como a Anfotericina B e pentamidina,
que sdo consideradas eficazes, mas sdo relativamente caras e provocam graves efeitos
colaterais como: anemia, insuficiéncia renal, alteragdes cardiologicas, entre outros
(BERMAN, 2003; DAVIS; KEDZIERSKI, 2005). Novas drogas, tais como
formulacdes lipidicas de Anfotericina B, tem se mostrado eficazes no tratamento de
leishmaniose visceral, mas o alto custo dessas drogas impossibilita sua disponibilidade
para a maioria dos doentes (BERMAN, et al., 1998; MURRAY, 2004, NAGILL;
KAUR, 2011).

1.2 Interacio entre Leishmania - hospedeiro vertebrado

Leishmania tem habilidade de invadir macréfagos recrutados para destrui-los,
podendo sobreviver e replicar no seu interior. Incapacidade de macréfagos para matar
parasitas e ativar células do sistema imune adaptativo ¢ um produto da capacidade do
parasito de modular importantes vias de sinalizacdo chave do hospedeiro. Algumas
alteracdes na sinalizag@o sdo vistas no curso de infec¢do, sugerindo que tem inicio com
contato inicial entre o parasito e o macroéfago. Alteragdes nas vias de sinalizagdo tem, ao
menos, duas principais fun¢des: primeiramente, a inibicdo de mecanismos de toxicidade
em macrofago, que sdo desencadeadas pela fagocitose de particulas estranhas (ex:
producdo de espécies reativas de oxigénio), e segundo, a inibi¢do de fungdes
leishmanicidas que podem ser desencadeadas para ativagdo de macrofagos em tecidos
infectados, em resposta a estimulos tais como lipopolissacarideo (LPS) ou interferon
gama (exemplo: producdo de 6xido nitrico) (SHIO, et. al., 2011).

A picada do inseto flebotomineo induz rapida infiltragdo de neutrofilos e
substancial recrutamento de macréfagos na pele, independente da presencga do parasita,
devido ao resultado do processo de lesdo do tecido (BEATTIE, KAYNE, 2011). A
rapida infiltracdo de neutréfilos e sua associacdo com o local do dano tecidual sugere

um papel para alarminas, que sdo moléculas enddgenas que sinalizam dano a célula.
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Fagécitos mononucleares infectados por Leishmania spp., produzem, em resposta,
varias quimiocinas, conhecidas por atrair neutrofilos (KAYE, SCOTT, 2011). O
processo de captacdo de parasitas por células dendriticas ¢ um processo altamente
dindmico, que envolve extensdo de pseudopodes (NG, 2008). Macrofagos residentes sao

rapidamente infectados, e tornam a populagdo infectada dominante ap6s 24 horas

(PETERS, 2008).

Embora parasitos podem prontamente ser encontrados em neutrofilos, estes
encontram-se, preferencialmente, em fagdcitos mononucleares que exibem o melhor
nicho para sua replicagdo e longo prazo de sobrevivéncia. Células inflamatoérias, tais
como macrofagos e células dendriticas, s3o as principais células hospedeiras de
Leishmania. Além disso, monodcitos infectados e células dendriticas derivadas de
mondcitos sao frequentemente abundantes em lesdes inflamatorias € em linfonodos de
drenagem, enquanto outras células do hospedeiro nestes tecidos (eosindfilos,
neutrofilos, e fibroblastos) podem ser infectadas. Ainda ndo estd claro se células
dendriticas ou macréfagos sdo capazes de transportar parasitos a partir do sitio inicial da
infeccdo para o linfonodo de drenagem, onde se inicia a resposta imune adquirida, mas
ambos fatores mostram-se importantes questionamentos futuros (KAYE; SCOTT,

2011).

Durante o processo de invasdo, Leishmania liga-se a uma variedade de receptores
(CR3, CRI1, e Fc-yR) na superficie das células do hospedeiro e sdo internalizadas por
via fagocitica (McCONVILLE, NADERER 2011), a qual ¢ um mecanismo basico de
endocitose do parasito, embora alguma participagdo ativa ndo ¢ completamente
excluida. Estudos anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa mostram que
L.amazonensis ¢ capaz de invadir macrofagos fixados ou tratados com citocalasina D,
vimos ainda, a invasdo de células ndo fagociticas como células caco, mioblastos e HeLa

(TEIXEIRA, et al.; 2014, dados nao mostrado).

A adesdo do parasito na célula hospedeira ocorre principalmente pelo flagelo ou
corpo celular e o reconhecimento do parasito envolve moléculas presentes na sua
superficie como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina (gp63), que se ligam a
diferentes receptores encontrados na superficie dos macrofagos. Os principais

receptores dos macréfagos envolvidos na adesdo e no reconhecimento de Leishmania
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sdo os receptores do sistema complemento (CR1 e CR3), receptores Fc gama, receptores
de Manose (MR) e receptores de fibronectina (FnRs) (CUNNINGHAM, 2002)
Promastigota metaciclicos ndo apenas resistem a lise pelo complemento, mas também
usam deste mecanismo para desencadear o processo de fagocitose mediando sua entrada
nos macrofagos. Opsonizagdo com C3b e C3bi, que liga aos receptores CR1 ¢ CR3 do
macrofago, respectivamente, ¢ o caminho predominante pelo qual promastigotas
metaciclicos entram no macrofago hospedeiro (ALEXANDER, SATOSKAR,
RUSSELL, 1999). Este método pode fornecer uma vantagem para sobrevivéncia, uma
vez que CR1 e CR3 promove fagocitose sem ativar uma explosdo oxidativa

(DESCOTEAUX, TURCO, 1999; WRIGHT; SILVERSTEIN, 1983).

Captacdo de amastigotas por macrofagos utiliza vias celulares que sdo comuns
para aqueles observados durante fagocitose mediada por receptor FC. A internalizacdo
de amastigotas envolve polimerizacdo de actina em macrofagos. Estes dados sugerem
que essa internalizacdo por macréfagos segue uma cascata de eventos que sdo similares
para aqueles envolvidos na fagocitose classica mediada por receptor (LOVE, KANE,

MOSSER, 1998).

Apbs o contato do parasito com o macréfago, longos pseudopodes tubulares
firmemente circulando o seu corpo celular ou seu flagelo, sdo formados (COURRET, et
al., 2002). Imediatamente ap6s este processo de fagocitose, Leishmania sao localizadas
em compartimentos que sdo limitados por uma membrana originada da membrana
celular dos macréfagos infectados chamados fagossomos. Estes entdo sofrem um
processo de remodelamento via maturacdo e fusdo com organelas endociticas,
resultando na formacdo do vacuolo parasitoforo (VP) (REAL, MORTARA, 2012;
ANTOINE, et al ,1998).

Leishmania spp.¢ capaz de evadir a resposta imune inata do hospedeiro,
havendo o crescente aumento de parasitos durante as primeiras semanas de infec¢ao
antes mesmo do desenvolvimento da imunidade adquirida. A imunidade adquirida ¢
dependente de células T CD4 e CD8 com perfil de citocina T-helper tipo 1 (Thl). A
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, tais como interferon-gama (IFN-y),
interleucina (IL-12), e fator de necrose tumoral (TNF), leva a ativagdo de potentes

atividades anti-leishmania, tais como inducao da sintese de 6xido nitrico (NO), pela
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inducdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), e uma explosdo oxidativa em
células infectadas do hospedeiro e, consequentemente, induzindo um decréscimo na
parasitemia. Reciprocamente, a indugdo de T-helper tipo 2 (Th2), com a producdo de
citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, IL-13 e IL-10, pode levar a susceptibilidade
do individuo e ao desenvolvimento da doenca. Esta resposta imune permite ao parasito
persistir em multiplos tecidos ap6s resolugdo espontanea ou tratamento de indugdo da

doenga clinica (KAYE, SCOTT, 2011).

A presenga de citocinas, tais como IL-12, IFN-y, IL-10 e IL-4 influenciam no
curso clinico das leishmanioses (REINER; LOCKSLEY, 1995; JONES, ELLOSO,
SCOTT, 1998, BELKAID, BUTCHER, SACKS, 1998; KANE, MOSSER, 2001). A
produgdo precoce de IL-12 ¢ importante para auxiliar no direcionamento da resposta
imune para tipo TH1 (REINER, LOCKSLEY, 1995). Sinalizacdo por IL1 ¢ importante
para  restricdo da  replicagdo de  Leishmania  spp  dependente  de
inflamassoma. Inflamassoma ¢ um complexo proteico que tem um importante processo
na resisténcia do hospedeiro contra infecgdes de varias espécies do género de
leishmania. Tal plataforma proteica ¢ requerida para producdo eficiente de IFN-y em
macrofagos de medula Ossea e importante para restricdo dependente de NO da
replicagdo do parasita, através de mecanismos envolvidos na produgdo de IL-1 e IFN-
y. IL-1B sozinha induz producdo similar de 6xido nitrico e restringe infeccdo por L.

amazonensis em camundongos C57BL6 (LIMA-JUNIOR, et al, 2013).

1.3 Biogénese do vaciiolo parasitéforo de L.amazonensis

Vactolo parasitéforo (VP) sdo compartimentos intracelular no hospedeiro no qual
parasito Leishmania diferencia e multiplica. Eles sdo revestidos por uma membrana
dindmica originada da membrana plasmatica da célula hospedeira e formado por
sucessivas e coordenadas eventos de fusdo e fissdo com vesiculas da via endocitica
inicial e tardia, lisossomo secundario, reticulo endoplasmatico, e possivelmente
vesiculas autofdgica, resultando em compartimentos 4cidos similares ao
fagolisossomos. A composicdo do VP pode diferir dependendo da espécie de

Leishmania spp. e da célula do hospedeiro envolvida. Especificamente, enquanto a
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maioria das espécies de Leishmania residem dentro de vacuolos estreitos e individuais,
que segregam com células filhas em divisdo, amastigotas do complexo de L. mexicana
(L.mexicana, L.amazonensis, L.pifanoi) induzem vactiolos comunalmente grandes que
podem conter até¢ 20 a 30 amastigotas. Estes VPs largos contém a mesma membrana
plasmatica e marcadores luminais, assim como os VPs estreitos, ¢ podem representar
uma especifica adaptagdo por membros desses complexos para minimizar os efeitos
toxicos dos reativos intermediarios de nitrogénio (RNIs) gerados pelo hospedeiro

(DESJARDINS, et al., 1994; ANTOINE, et al., 2004; NDJAMEN, et al., 2010).

Esse VP espagoso também recruta marcadores de pH acido. Estudos tem
mostrado que o pH do VP L. amazonensis cai para aproximadamente 5,2 em 24 horas
para 4,8 apds 48 horas de infecc¢do intracelular (ANTOINE, et al., 1988; ANTOINE, et
al., 1990). O numero de vesiculas acidas da célula do hospedeiro decresce com o
aumento significativo do VP em macrofagos, ao longo do curso da infeccdo. Este
resultado indica que o alargamento do VP de L.amazonensis ¢ correlacionado com o
decréscimo no reservatorio de vesiculas acidas das células do hospedeiro (REAL;

MORTARA, 2012).

Durante a biogénese do vacuolo parasitoforo de Leishmania amazonensis,
imediatamente apos a fagocitose (0-5 horas), parasitos sdo detectados, geralmente em
compartimentos simples e relativamente estreito. Essas organelas tornaram-se dilatadas
entre 5 ¢ 12 horas e eles alcangaram um tamanho grande em 48 ¢ 72 horas. Em 96 horas
de infec¢do, ha total desenvolvimento do VP com moderado alargamento deste,
sugerindo uma fase estacionaria no crescimento dessas estruturas. Este aumento no
tamanho do VP ¢ devido a fusdo de varios vactolos individuais abrigando parasito e
pela fusdo desses vacuolos com compartimentos da via endocitica do macrofago.
Parasitos normalmente perdem seus flagelos externos com 5 hs apds invasdo e
progressivamente torna-se ovoide e em 48 hs sdo amastigotas que estdo claramente
ligados na membrana do vacuolo parasitoforo, com 12 hs apods a fagocitose. Essa
ligagdo ¢ fortemente polarizada, envolvendo uma por¢do limitada entre a membrana do
vacuolo e o polo posterior do parasita. Esta regido parece desprovida de microtubulos
cortical, ocorrendo invaginagdes mais ou menos profundas, da membrana plasmatica do

parasita. Projecdes digitiformes da membrana do VP foram frequentemente detectados
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nestas estruturas indicando interagdes complexas entre as duas células, neste nivel

(ANTOINE, et al., 1998; COURRET, et al., 2002; REAL; MORTARA, 2012).

Nos tempos iniciais, 12 horas apo6s fagocitose, organelas precursoras de
megassomos sdo observadas no polo posterior do parasita, em uma area perinuclear ou
mesmo no polo anterior perto do complexo de Golgi e tem aparéncia de corpos
multivesiculares (MVB), com conteudo mais homogéneo (COURRET, et al., 2001). Em
condi¢des de crescimento, como mudancas gradual (temperatura e pH) ¢ mudanga na
forma do parasita, estas estruturas também sofrem mudancas morfologicas e
bioquimicas, resultando na biogénese de megassomos, passando a exibir caracteristicas
tipicas, como tamanho relativamente grande, com localizagdo preferencial no polo
posterior ¢ com conteudos heterogéneos, incluido vesiculas internas (RUSSELL; XU;
CHAKRABORTY, 1992; LEAO, et al., 1995). Megassomos sdo lisossomos largos
encontrados em amastigotas de espécies de Leishmania pertencente ao complexo
mexicana, sendo essas organelas ricas em cisteina protease (UEDA-NAKAMURA;

ATTIAS; SOUZA, 2001; LEAO, et al., 1995).

A membrana do VP e seus conteudos modificam de acordo com as fusdes com
o Reticulo Endoplasmatico (RE), endossomos tardios, lisossomos ou outros elementos
vesiculares da célula do hospedeiro, conferindo a eles propriedades distintas ¢ uma
natureza hibrida. A biogénese desse VP envolve aquisicdo de marcadores de membrana
de endossomos tardio/lisossomos da célula do hospedeiro, como LAMPs, Rab GTPases,

catepsina, proton ATPases, e MHC classe II ( REAL, MORTARA, 2012).

Logo apos a internalizagdo de L. amazonensis, membranas de VP fundem com
compartimentos endossomal inicial adquirindo Rab5 e EEA1(Antigeno Endossomal
Inicial 1), dois marcadores de endossomo inicial; posteriormente, com o remodelamento
de membrana, perdem estes marcadores e fundem com compartimentos endossomal
tardio adquirindo rapidamente marcadores de endossomo tardio e lisossomo, como
Rab7p, uma GTPase pequena associada a endossomos tardios/prelisossomos;
macrosialina, uma glicoproteina especifica de macrofagos, localizada principalmente
em endossomos tardios; ATPase vacuolar (vATPase); proteina de membrana associada
a lisossomos, LAMP-1 ¢ proteases lisossomal (Ex: catepsinas); e exibem na sua

membrana moléculas do RE, como calnexina e SNARES(Sec22, D12, Sintaxina(STX)
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18 ou STXS que medeiam a fusdo de vesiculas das vias excretoras inicial (RUSSELL,

XU; CHAKRABORTY, 1992; NDJAMEN, et al., 2010; REAL; MORTARA, 2012).

Estudo da cinética de maturagdo do VP, demonstra que, apds internalizagdo de
promastigota metaciclico 10 a 15% dos fagossomos exibem um marcador de endossomo
inicial TfR (receptor de transferina) ¢ EEA1, mesmo que em tempos iniciais (10-30
minutos). Em contraste, em 30 minutos, cerca de 95% desses comportamentos contém
macrosialina e Lampl, cerca de 75 a 90% deles adquirem catepsina B e D,
respectivamente e 70% sdo Rab7p-positivo. Em macréfagos expressando moléculas
MHC classe II , cerca de 50 % dos fagossomos/fagolisossomos contém MHC classe 11
em 30 minutos. A partir de 1 hora apds infeccdo, todos fagolisossomos sdo
praticamente positivos para macrosialina, Lamp 1. A porcentagem de Rap7p e
moléculas classe I em organelas contendo parasitas gradualmente aumenta, alcangando
100% em 48 horas pos infec¢ao(COURRET, et al., 2002; COURRET, et al., 2001).

A cinética da maturacdo do VP para aquisi¢do de marcadores de endossomos
iniciais, tardio e lisossomos para a internalizacdo de amastigotas de L.amazonensis, €
bastante semelhante aquelas com promastigota metaciclico. Entretanto o recrutamento
de diferentes moléculas ¢ geralmente mais eficiente em amastigotas do que apds
ingestdo de promastigotas, a porcentagem de Rab7p em compartimentos fagociticos
foram levemente maior apds internalizacdo de amastigotas. Em 30 minutos e 12 horas
p6s infecgdo, 90 e 100% de compartimentos abrigando amastigotas exibiram Rab7p na
sua membrana, respectivamente. Similar resultados foram obtidos para Lampl e
macrosialina em ambos estagios do parasita, exceto que a porcentagem de
compartimento positivo foram maior em 10 minutos pos infec¢do com amastigotas,
indicando uma aquisi¢do levemente mais rapida dessas moléculas. Também, moléculas
classe II foram adquiridas mais rapidamente apds infec¢do com amastigotas
(COURRET, et al., 2002)

Em conclusiao foi demonstrado que ambos os fagossomos contendo
promastigota e amastigota interagem com lisossomos/endossamos tardio nos minutos
seguidos fagocitose do parasito. O alargamento do VP carregando estd espécie de
Leishmania ¢ atrasado quando promastigota sdo usados para iniciar infec¢do. Sugerindo
que formagdo de VP ¢ estagio dependente, pelo menos com certas espécies de

Leishmania (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 2004; COURRET, et al., 2002).
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Portanto, a aquisi¢do desses marcadores ¢ um evento coordenado que resulta
na maturagdo do VP, que ¢ presumivelmente requerido para a sobrevivéncia e

multiplicagdo destes parasitas (REAL; MORTARA, 2012).

1.3.1 Moléculas MHC classe 11 e Leishmania amazonensis

O papel principal do MHC (Complexo de Principal de Histocompatibilidade) ¢ o
reconhecimento de proteinas estranhas, apresentacao para células imunes especializadas
resultando no inicio de uma resposta imune adaptativa (KLEIN, 1986). Em geral
proteinas estranhas entram nas células por infeccdo ou pela fagocitose por células
apresentadoras de antigenos tais como macrofago. Estas proteinas estranhas sdo
divididas em pequenos peptideos e carregados para moléculas MHC especifica. Um
subtipo desses complexos MHC/proteina sdo entdo transportados para a superficie
celular e apresentados para populagdo circulante de células T. Uma cascata complexa de

resposta imune ¢ desencadeada quando células T se ligam ao peptideo apresentado

(PIERTNEY; OLIVER; 2006).

A familia do gene MHC engloba dois principais subgrupos de moléculas
imunologicamente ativas. Moléculas classe I sdo expressas na superficie de todas as
células nucleadas exceto espermatozodides e alguns neurdnios. Eles apresentam
peptideos derivados endogenamente para células T citotoxica CD8, por isso sdo
essencialmente associados com a defesa contra patégenos intracelulares tais como os
virus. Moléculas classe II (MHC II) estdo presentes em células apresentadoras de
antigenos como macrofagos, linfocitos B e células dentriticas, que apresentam antigenos
exdgenos processados para células T helper CD4. Como tal, moléculas classe II sdo
associadas com insultos imunes, derivado de parasitas extracelular e patdgenos. A
molécula MHC compreende uma haste imunoglobulina, que ancora a molécula na
superficie da célula e, receptor chamado regido ligante de peptideo (chamado de sulco
ligante de peptideo, sitio ligante de peptideo, sitio de reconhecimento antigeno ou sitio
de apresentacdo de antigeno). Este receptor que € responséavel pelo reconhecimento de
antigenos, e uma interagdo entre esses receptores, peptideo antigénico e receptor da
células T ¢ requerido para produzir uma reagdo cascata imune. A molécula classe II é

um heterodimero que consiste de duas proteinas transmembranas, uma cadeia alfa e
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outra beta, que sdo codificados por dois genes separados. Sitios especificos dentro de
ambas cadeias forma a regido ligante de peptideo (TEYTON; PETERSON, 1992;
PIERTNEY; OLIVER; 2006).

Algumas células TCD4 reconhecem complexos de pequenos peptideos de forma
estavel associado com moléculas MHCII, que sdo expressadas na membrana plasmatica
de células apresentadoras de antigeno. Formagdo desses complexos envolve
principalmente novas moléculas sintetizadas de classe II e moléculas transitoriamente
associada a elas, denominadas cadeia invariantes (li) e H-2M. Polipeptideos nao
polimorficos chamados de cadeias invariante Ii sdo associados com moléculas MHC
classe II durante seu transporte intracelular a partir do reticulo endoplasmatico rugoso
para compartimentos endociticos. Neste ultimo, eles sdo degradadas e este processo
correlaciona com a habilidade de moléculas MHC classe II para ligar peptideos (Teyton
and Peterson, 1992). Essa liga¢do requer uma previsivel protedlise de Ii e € facilitado
pela molécula H-2M, que tem afinidade por moléculas classe Il vazia e por complexos
entre moléculas classe II e fragmentos de cadeia li ou ligagdo do peptideos exdgenos
instavel. Esses complexos MHC II- peptideos sdo alvos da membrana plasmatica por
um caminho desconhecido (ANTOINE, et. al. 1998; DENZIN, et al., 2005).

Apo6s a infec¢do de macrofagos por L.amazonensis, moléculas MHC II sofrem
redistribuicdo, onde uma significativa propor¢do dessas moléculas, cerca de 95%
associa-se com os VPs, em 48 horas. Além disso, estas moléculas de MHC II, assim
como as moléculas H-2M, sdo preferencialmente localizada no sitio de ligacdo das
amastigotas na membrana do PV, o que poderia impedir o acesso das moléculas do
MHC II a peptideos exdgenos (ANTOINE, et al., 2004; ANTOINE, et al.,1991). A co-
localiza¢do destas moléculas fortemente sugere associacdo entre elas o que poderia ter
uma relevancia para a resposta imune contra o parasita. Ainda ndo tem relatado se sao
formados, dentro dos vactolos, complexos antigeno do parasita-MHC 1I e se, neste
caso, eles sdo capazes de alcangar a superficie da célula e ser reconhecidos por células T
CD4 especificas. Estudos recentes indicam que MHC II e moléculas H-2M estao
presentes em compartimentos que foram recentemente internalizados (menor que 5
horas) (ANTOINE, et al., 1998; LANG, et al., 1994).

Moléculas MHCII ndo sdo aparentemente associadas com cadeias invariantes

Uma vez que cadeias i associada a classe II sdo progressivamente degradadas, sugerem
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que moléculas MHC classe II localizadas no VP sdo moléculas maduras completamente
desprovidas de cadeia Ii e capaz de ligar peptideos (ANTOINE et al, 1998 e 1991;
LANG et al 1994). Nao ¢ conhecido se alguns desses antigenos peptideos sdo de origem
do parasita, mas existem varias linhas de evidéncia indicando que interagdes especificas
entre parasito e MHC II ocorrem no VPs (LEAO, et al., 1995).

A expressao de MHC classe II na superficie ndo ¢ significativamente modificado
em macrdofagos infectados com 48 horas, sugerindo que a meia vida dessas moléculas
ndo ¢ grosseiramente afetada pela presenca do parasito neste estigio de infeccdo
(ANTOINE, et al., 1991; 1999; PRINA, et al., 1993).

Em contraste, moléculas MHC classe I ndo sdo detectadas na membrana do VP,
apesar da forte expressdo destas em macrofagos infectados por Leishmania. O sitio de
interagdo entre antigenos do parasito e moléculas classe I ainda ndo ¢ bem estabelecido
(ANTOINE, et al.,1998). Estudos mostram que moléculas derivadas de Leishmania
podem acessar a via do MHC classe I, de apresentagdo de antigeno, através do
transporte associado com o mecanismo de processamento por complexo proteasoma e
ligacdo do resultante peptideos (BERTHOLET, et al., 2006), que implica que os
peptideos derivados do parasito nos VPs tem acesso direto as moléculas do MHC classe
I (LANG, et al., 1994).

Durante o estudo de distribuicio de moléculas MHC classe II macréfagos
infectados com L.amazonensis, pequenas estruturas especificamente coradas com
anticorpo monoclonal anti-classe 2(mAb) foram regularmente observada dentro de
amastigotas sugerindo a internalizagdo dessas moléculas dentro de estruturas do
parasita. Como na regido onde ha colocalizagdo do MHC classe II com o polo posterior
da amastigota, ha a presenca de megassomos, essas moléculas sdo internalizadas
podendo ser degradas dentro dessas estruturas considerada como grandes estruturas
lisossomais, por proteases do parasito (PUPKIS, et al., 1986; ANTOINE, et al., 1998;
LANG, et al., 1994; LEAO, et al.,1995). Enzimas como catepsina B e catepsina L
foram identificadas em Leishmania do complexo mexicana e algumas dessas enzimas
detectadas em megassomos (COOMBS; ROBERTSON; MOTTRAN, 1991;
ROBERTSON; COOMBS, 1993). Esses dados sdo consistentes com o envolvimento
dessas enzimas na degrada¢do de moléculas classe II internalizadas (LEAO, et al.,

1995).
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Amastigota intracelular, portanto, sdo capazes de internalizar as moléculas MHC
classe II (LEAO, et al., 1995). Moléculas MHC classe II que alcangam o VP estdo
associado com membrana plasmdtica de amastigotas e permaneceram assim mesmo
apos extragdo do parasito. Esses resultados provavelmente indicam que moléculas MHC
IT que alcanga VP estdo ainda associado com cadeia Ii ou fragmento de cadeia Ii mas
que posteriormente sdo rapidamente degradada nessas organelas por cisteina protease
do hospedeiro (PRINA, et al., 1990; LANG, et al.,1994; LEAO, et al.,1995).

Proteinas de membranas, exceto moléculas MHC classe II e cadeia Ii, nao sao
detectados dentro do parasita, o que sugere que a internalizagdo de moléculas classe 11
por amastigotas envolve um processo seletivo. Sendo assim a polarizacdo de moléculas
classe II associada ao VP junto com o sitio de ligacdo da amastigota (LANG et al 1994)
e a internalizagdo e degradacdo dessas moléculas classe II por amastigota de L.
amazonensis, sdo muito provavelmente dois fenomenos ligados, que necessita ser
considerado na evolucdo da capacidade de apresentacdo de antigeno de macrofagos
infectados. Podendo este processo ser considerado um caminho pelo qual esta espécie

de Leishmania lida com o processo de apresentagdo de antigeno (LEAO, et al.,1995).

1.3.2 SNARES e Leishmania amazonensis

Células eucaridticas contém organelas delimitadas por membrana que comunicam
entre si através do trafego de vesiculas, que usualmente envolve a geragdo destas
vesiculas a partir de uma membrana precursora, o transporte para seu destino e, por
ultimo, a fusdo das vesiculas com o compartimento alvo. Desde a descoberta das
proteinas SNARES (soluble N-ethylmaleimide sensitive factor attachment protein
receptor) em 1980, elas tem sido reconhecidas como componentes chave do complexo
de proteinas que direcionam a fusdo de membrana (JAHAN; SCHELLER, 2006).
Proteinas SNARE funcionam por formagdo de complexos quaternarios compostos
tipicamente de molécula SNARE de uma vesicula doadora (também chamada de v-
SNARE ou R-SNARE) e molécula SNARE de uma membrana alvo (também chamado
t-SNARE ou Q (a, b ou ¢c) SNARE) que combinam para formar uma estrutura como
zipper que promove a fusdo de duas membranas opostas de compartimento vacuolar ou

vesicular (FASSHAUER, et al., 1998).
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Cerca de 90% do VP de Leishmania exibem moléculas de membrana residentes no
reticulo endoplasmatico na sua membrana nos tempos iniciais apos a formacao deste
VP. Essa interagdo com moléculas do reticulo endoplasmatico contribui para
caracteristicas do VP tais como distensdo, sobrevivéncia do parasito e replicagao dentro
de células (NDJAMEN, et al., 2010). A distensdo do VP ¢ em parte resultado da fusdo
de VPs na célula e em outra parte fusdo de VPs com vesiculas celular e organelas
(REAL; POUCHELET; RABINOVITCH; 2008).

VPs de Leishmania exibem Sec22 na sua membrana em tempos iniciais apos
infeccdo (NDJAMEN, et al., 2010). Em tempos mais tardios, 48 horas, cerca de 90% da
membrana do VP de L. amazonensis sdo positivos para D12, STXI18 e STXS
(CANTON, et al., 2012). Estudos mostraram que macroéfagos de camundongos nocautes
para Sec22, D12 ou STXS5 infectados resultou numa significativa menor carga
parasitaria por célula, e redugcdo da distensdo do VP, apods 48 horas de infecgdo. O
bloqueio dessas SNARES pode resultar num limitado desenvolvimento do VP e pobre
sobrevivéncia do parasito e replicacdo em células infectadas. Nem todas SNARES que
parecem produzir alguma redu¢cdo no tamanho do VP necessariamente resultam na
limitagdo da replica¢do do parasita, como no caso do STX18 (CANTON, et al., 2012;
CANTON; KIMA; 2012).

Portanto a segmentacdo de SNARES RE/Golgi pode resultar na inibi¢do da
distensdo do VP em células infectadas por L. amazonensis (CANTON, et al., 2012).

1.3.3 LYST/Beige e Leishmania amazonensis

O gene lyst inclue seis exons, e codifica uma grande proteina citosolica, LYST
que ¢ um regulador de trafego lisossomal. A funcdo desta proteina pode estar envolvida
na distribui¢do de proteinas de membrana envolvidas no controle da morfologia
lisossomal (FAIGLE, et al., 1998).

A mutacdo deste gene que codifica a proteina LYST, resulta em desordens
imunoldgica e suscetibilidade para multiplas infecgdes em criangas, como no caso da
Sindrome Chediak-Higashi (SCH) que é uma doenca autossdmica recessiva, que gera
células que apresentam lisossomos alargado (FAIGLE et al., 1998). Essa doenca afeta a
morfologia e a fun¢do de compartimentos endociticos e este defeito em todas as células

afetam principalmente importantes funcdes bioldgicas nas células hematopoiéticas.
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Nestas, incluindo linfocitos T, NK, e granulécitos, a citotoxicidade é deficiente,
provavelmente por causa do defeito na regulacdo da secrecdo (BAETZ, et al., 1995;
RODER, et al., 1980). Ainda nao esta claro se o defeito na fungdo secretoria de
lisossomos em células hematopoiéticas ¢ uma consequéncia ou a causa de morfologia
lisossomos anormal. Em adi¢do LYST parcialmente co-localiza com microtubulos, que
tem previsivelmente apresentado um papel critico no transporte a partir de endossomos
inicial para tardio (COLE; SCHWARTZ, 1995; FLAIGE, et al., 1998).

O processo global de apresentacdo de antigeno ¢ afetado em SCH. Este problema
com a apresentagcdo de antigeno pode resultar de diferentes mecanismos, carregamento
deficiente de peptideos para moléculas MHC classe II e ou ineficiente transporte do
complexo MHCII-peptideo na superficie da célula (FAIGLE, et al., 1998).

Portanto, em células SCH a auséncia de proteinas endossomais residente em
endossomos multivesicular tardio, bem como a localizagdo mista de varias dessas
proteinas para endossomos inicial/membrana plasmatica ou lisossomos, sugerem um
defeito na triagem/distribuicdo de proteinas de membrana em compartimentos
endociticos tardio, ao invés de defeito na fusdo. A formagdo de macrolisossomos
alargados poderia entdo representar a consequéncia indireta da falta de distribuicdo de
proteina de membrana envolvida no controle da morfologia lisossomal (FAIGLE et al
1998).

Superexpressdo de LYST/Beige (homologo no camundongo) reduz o tamanho do
lisossomos sugerindo que essa proteina citosolica é envolvida na regulagdo do tamanho
das organelas (PEROU et al,1997).

A transcricdo do gene LYST/Beige ¢ regulada em macrdofagos e fibroblastos
infectados por L. amazonensis. Mutacdo neste gene causa uma maior expansao do VP e
uma maior replicagdo do parasita. Em contraste, superexpressao do LYST/Beige leva a
pequenos VPs que ndo sustenta o crescimento do parasita. Examinando o impacto da
expansdo VP no destino dos parasitas, evidencia-se que tamanho do VP ¢é um
importante determinante de sobrevivéncia intracelular. E o aumento da expressao de
LYST/Beige funciona como uma resposta imune inata para restringir o crescimento de

leishmania por conter a expansao do VP (WILSON et al,2008).
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2.0 Objetivo

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel do MHC de classe II na biogénese do vacuolo parasitéforo de

Leishmania amazonensis e seu impacto no curso da infeccao in vivo.
2.2 Objetivos especificos
1. Analisar se a auséncia da expressdo das moléculas de MHC classe II na

membrana do vacuolo parasitoforo interfere na expansao deste VP, ¢ na

multiplicagdo do parasito.

2. Awvaliar escore inflamatorio, perfil de citocinas, e carga parasitaria nos ensaios in

vivo com camundongos mhcii”” e Wild Type C57BL/6 (WT).
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3.0 Material e Métodos

3.1 Aspectos ético e local do estudo

Este estudo foi realizado respeitando-se todas as normas de biosseguranca. Para
execucdo dos experimentos descritos no presente trabalho envolvendo a utilizagdo de
animais, o projeto foi submetido & Comissio de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)

da UFU. A aprovagao do projeto (Protocolo n® 085/12) segue em Anexo.

Os ensaios foram realizados no Laboratdrio de Tripanosomatideos e no Centro de
Bioterismo da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), localizado no bloco 6T sala
07.

3.2 Parasitos

Promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS) foram cultivadas em meio BHI
suplementado com soro fetal bovino a 10% (Cultilab, campinas, Brasil), 100mg de
gentamicina/mL e 2 mM L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies, de Nova York,
EUA), a 26 °C. Parasitas na fase estacionaria foram utilizados para a infec¢do de
camundongos BALB/c. Cerca de 1x10’ parasitos foram inoculados com Seringa de
Insulina Iml (bico slip com Agulha 13 x 3,8 — BD), nas patas desses camundongos,
mantidos durante seis a oito semanas, e apos este periodo os animais foram sacrificados

e retirados as patas para recrutamento de amastigotas.

3.3 Purifica¢do de amastigotas a partir de lesdes de patas de camundongos BALB/c

Apobs 8 semanas do indculo, os camundongos foram sacrificados, removidas as
patas traseiras, imergido em alcool 70% por 5 minutos, lavado com RPMI sem soro
fetal bovino por 3 vezes. A pata foi colocada em placa petri estéril, retirado a pele,

adicionado meio RPMI na placa e iniciado processo de raspagem da lesdo. Apds este



31

processo, o material lavado foi transferido para um pistilo para rompimento das células,
e transferido para um tubo falcon de 15 ml. Foram realizadas sucessivas centrifugacdes
seriadas e diferenciais, sendo que na ultima centrifugacdo o pellet foi ressuspenso em
PBS estéril, passado por 6 vezes em Seringa de insulina (1ml bico slip — BD), para
dissociar os parasitos. Realizou-se a contagem na camera de newbauer e foram

utilizados conforme cada experimento.

3.4 Animais

Camundongos C57BL/6 Wild Type (WT) e nocautes para MHC classe II(mhcii™); e
BALB/c foram cuidados, manipulados e sacrificados conforme normas estabelecidas
pela Universidade Federal de Uberlandia. Os animais mhcii”~ foram fornecidos
gentilmente pelo Centro de Criacdo de Camundongos Especiais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, e mantidos no Biotério da UFU em condigdo padrao de 12
horas de luz e 12 horas de escuro, em isoladores, temperatura de 25+ 2°C, com ragao e
agua “ad libitum”, repostos periodicamente. Camundongos de 6 a 8 semanas foram

utilizados nos experimentos.

3.5 Ensaios in vivo

Foram utilizados 2 grupos de camundongos WT e mhcii”. Estes foram divididos
em dois grupos principais: 10 ndo infectados e 20 infectados. Do grupo dos infectados
foram 10 animais mhcii”, ¢ 10 animais WT. No grupo dos ndo infectados foram 5
animais mhcii” eSS WT.

Para a infeccdo dos animais foram utilizados formas amastigota de Leishmania
amazonensis na quantidade de 2x10’ por animal. Com o auxilio de uma seringa de
Insulina 1ml bico slip com Agulha 13 x 3,8 - BD, foram inoculados 40 pl, contendo 10’
amastigota (diluidos em PBS 1x), nas patas posteriores direita e esquerda (via

intradérmica) de cada camundongo.
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3.5.1 Medicao e registro visual das patas

A cada semana, foram medidas a altura e largura das patas direitas e esquerda de
cada animal, com o auxilio de um paquimetro digital (Paquimetro digital universal,
escala de medicao: 0-150 mm/ 0-6 polegadas; resolug@o: 0,01 mm / 0,0005 polegadas);
durante seis semanas. Com auxilio da camera de um celular Android (Samsung Galaxy
S4) foram fotografadas as patas direita e esquerda de um animal por grupo, com escala

definida. Esse procedimento foi realizado no dia da inoculacao e no dia do sacrificio.

3.5.2 Coleta de 6rgaos

Ao final das seis semanas, os animais foram eutanasiados e tiveram alguns 6rgaos
coletados para posteriores analises. Foram coletadas as patas direita e esquerda, bago e
linfonodos popliteos direito e esquerdo.

Linfonodo popliteo esquerdo, metade longitudinal do bago e raspado da pata
esquerda foram macerados, partes foram armazenadas em 1 ml de solugdo de complete
(inibidor de protease), presente no interior de tubos de polipropileno de 2 ml; parte foi
armazenada em | ml de Ribozol em tubo de polipropileno de 2 ml; e a outra
armazenada em tubo de polipropileno 2 ml para posterior realizagio de PCR
quantitativo em tempo real (QPCR). Estes foram armazenados em freezer -80°C, para
posterior realizagdo dos ensaios de ELISA, qPCR e RT-PCR.

Linfonodo popliteo Direito, metade longitudinal do baco e pata Direita foram
armazenados no interior de tubos de polipropileno de 50 ml e fixados em formaldeido
4% para posterior confec¢dao de laminas histologicas.

Os bacos, linfonodos e patas foram fotogratados com camera digital, e com escala

definida, objetivando demonstrar o aumento do 6rgao ao longo da infecgao.

3.5.3 Medida da area dos 6rgios de animais mhcii” e WT

Para avaliacdo morfométrica da area do linfonodo popliteo e bago de animais

infectados e ndo infectados, a area foi delimitada com régua graduada em centimetros,
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as imagens foram capturadas com camera do celular, e posteriormente analisado pelo

software Image J1.48.

3.5.4 Analise histologica

Os orgaos recolhidos, tais como linfonodo popliteo direito, metade longitudinal
do bago e pata direita foram processados para analise histologica. Foram fixados em
formaldeido 4% (em PBS), posteriormente desidratados em d&lcoois de crescentes
concentragdes, diafanizados em xilol e finalmente incluidos em parafina. Foram feitos
cortes de 5 pm de espessura e colocados em laminas de vidro. Subsequentemente tais
cortes foram corados com hematoxilina e eosina e fotos foram capturadas em
microscopio de luz com camara acoplada. Foi analisado a quantidade de células
inflamatorias presentes nos tecidos e tamanho do vactiolo entre os diferentes grupos.
Para analisar quantidade de células inflamatdrias foi estabelecido critério dos autores
Santos Lima and Minoprio,1996.

Scores:

(0) 0 — ausente

(1) + - raro e fraco

(2) + - ocasional e atenuado
(3) ++ - frequente e intenso

(4) +++ - frequente e muito intenso

3.5.5 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) para quantificacdo de parasitos nas

patas de camundongos infectados

Para a construcdo da curva padrio utilizou-se 10° formas promastigota de L.
amazonensis que foram diluidas em solucdo salina de PBS 1x até completar o volume
de 1000 pl. A partir deste, foram realizadas 12 diluicdes seriadas na base 10,
objetivando a construcdo dos pontos da curva padrio. Essas solugdes foram

armazenadas em freezer a -20°C. Posteriormente, dois camundongos C57BL/6, com
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oito semanas de vida, foram eutanasiados e tiveram ambas as patas coletadas. Para
obtencdo do tecido, foi feita a raspagem das patas em placas de petri, com o auxilio de
lamina cortante. O raspado de cada pata foi diluido em 1 ml de PBS 1x e armazenado
em freezer a -20°C.

O DNA da pata de camundongo foi extraido utilizando o kit comercial Genomic
PureLink® (Invitrogen), de acordo com instru¢des do fabricante e foram amplificados
utilizando o par 13A de iniciadores (5' - GGG GTG GAG TCT GGG CGT -3 ") e 13B
(5'- ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT- 3"), conforme descrito por Rodgers et al .
(1990), o que resulta na amplificacdo de um fragmento de 120 pb de DNA do
cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp. Para a extracdo do DNA, foi adicionado o kit
em cada tubo que continha o tecido da pata dos animais, 180 pl de tampao lise
gendmico e 20 pl de proteinase K. Em seguida, os tubos foram submetidos a banho seco
a 55°C e deixados overnight. Apés, os tubos foram centrifugados com rotagdo maxima
por 3 minutos, onde o sobrenadante foi transferido para novos tubos de polipropileno
estéreis. Foi adicionado ao sobrenadante 20 ul de RNase A, os quais foram
homogeneizados e incubados a temperatura ambiente por dois minutos. Apds isso, as
solugdes, contendo o tecido, foram transferidas para os tubos de polipropileno que
continham as dilui¢des seriadas de L. amazonensis. Em seguida, foi adicionado 200 pl
de tampao lise gendomico e homogeneizado com o vortex por cinco segundos.
Posteriormente, foi transferido o conteudo para uma coluna especifica do kit, a qual tem
afinidade e se liga ao material genético para a sua posterior eluicdo. Seguiu-se a
centrifugacdo dessa coluna a 13.500 RPM, por 1 minuto. Apds, foram realizadas duas
lavagens consecutivas da coluna com tampao WASH (proprio do kit), pela
centrifugacdo a 13.500 RPM por 1 minuto. Apos, realizou-se a eluigdo do DNA,
adicionando-se elute buffer e centrifugando a coluna a 2000 RPM por 2 minutos.

O DNA da pata de camundongo foi extraido utilizando o kit comercial Genomic
PureLink® (Invitrogen), de acordo com instru¢des do fabricante e foram amplificados
utilizando o par 13A de iniciadores (5' - GGG GTG GAG TCT GGG CGT -3 ") e 13B
(5'- ATT TTA CAC CAA CCC CCA GTT- 3"), conforme descrito por Rodgers et al .
(1990), o que resulta na amplificacdo de um fragmento de 120 pb de DNA do
cinetoplasto (KDNA) de Leishmania spp.

Para as reacdes de qPCR, com um volume final de 12,5 pL , foram adicionados 2 pL (~

50 ng) de DNA extraido. Fizemos uso do reagente SYBR ® Green PCR Master Mix



35

(2X) (Applied Biosystems), contendo SYBR ® Green Dye AmpliTag Gold ® DNA
polimerase, dNTPs com dUTP, Rox referéncia passiva, tampao com componentes
otimizados, e 10 uM de cada primer ( foward e reverse). As reacdes foram realizadas na
plataforma ABI7300 (4pplied Biosystems) com o seguinte programa: 50°C durante 2
min, 95°C durante 10 min, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 63°C por 45 seg e 72°C
por 30 segundos. Apods o alongamento final da PCR, as amostras foram submetidas a
variagdo de temperatura de 50 a 95°C, com um aumento gradual de 0,5 © C / s para se
obter a temperatura de fusdao (Tm) e produtos nao especificos .

Quantificacdo absoluta

Para realizar a PCR quantitativa (QPCR) , noés elaboramos uma curvas padrdo com
dilui¢des seriadas a partir de uma amostra com promastigotas de Leishmania
amazonensis (10°parasitas/mL) e 20 mg de amostra de tecido da pata de um
camundongo C57BL / 6 ndo infectado , perfazendo um volume total de 100 pL. A
extragdo do DNA, em seguida, foi realizada conforme descrito anteriormente.

Para cada curva padrao, o software SDS 7300 (Applied Biosystems) procurou o melhor
ajuste entre os pontos, calculou a regressdo linear e forneceu o R?, o slope (inclina¢io
da curva) e o y-intercept. O R mede o quio proximo é o ajuste entre a regressio linear
da curva padrdo e os valores individuais de Ct das amostras padrao (um valor de 1
indica uma juste perfeito entre a regressao linear e os dados individuais). O slope indica
a eficiéncia da amplificacdo para o ensaio (um valor de 3,32 representa 100% de
eficiéncia), e o y-intercept indica o valor esperado de Ct para uma amostra com
quantidade 1. Utilizando-se o slope pode se calcular a eficiéncia de cada reagdo, por

meio da formula: E= 10 €19 _1 (APPLIED BIOSYSTEMS, 2012).
3.5.6 Resposta imune

Foi feita a dosagem de citocinas IL-12, IFN-y, IL-4, TNF em amostras de tecidos
das patas, bago e linfonodo de camundongos mhcii”” e WT infectados por amastigotas
de L.amazonensis. Todos os procedimentos e reagentes utilizados foram provenientes
do kit BD Biosciences®. Primariamente, uma placa de ELISA de 96 pocos foi
sensibilizada com o anticorpo de captura da citocina em questdo, diluido em tampao
carbonato ou tampdo fosfato constituido por 0.1 M de bicarbonato de sodio, 8.40 g

NaHCO;3, 3.56 g Na,COs, pH 9.5. Esse processo permaneceu “overnight”. Apos, a
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placa foi lavada e bloqueada com PBS suplementado com soro fetal bovino (10%) por
1 hora. Subsequentemente, as amostras foram adicionadas nos pogos e para obter-se a
curva padrao foi adicionado aos primeiros 16 pocos 50 pL das citocinas
recombinantes por 2 horas. Finalmente, foi adicionado o anticorpo de detec¢ao a cada
pogo, e ap6s 1 hora foi adicionada a solugdo enzima e substrato para revelagdo do
resultado. A leitura foi feita em absorbancia de 450 nm, e foi comparado a dosagem de
citocinas nas células tipo selvagem e deficientes para moléculas MHC classe II para

verificarmos as diferengas do perfil de citocinas nos gupos estudados.

4.0 Ensaio de multiplicacio com macrofagos peritoneais

Foram utilizados 2 grupos de camundongos mhcii”~ ¢ WT. Estes foram divididos
em 16 infectados, sendo 8 animais mhcii” ¢ 8 WT.

Para a infec¢do dos animais foram utilizados formas amastigota de L. amazonensis
na quantidade de 5x10” por animal. Com o auxilio de uma seringa de Insulina 1ml bico
slip Com Agulha 13 x 3,8 - BD, foram inoculados 1ml, contendo 5x107 amastigota

(diluidos em PBS 1x), intraperitoneal em cada camundongo.

4.1 Coleta de macrofagos peritoneais

Nos tempos de 48, 72, 96, horas apds o inoculo, animais foram eutanasiados e
foram recrutados os macrofagos peritoneais. Para o recrutamento foram utilizados
seringa 5 ml acoplada com agulha 25x6mm (BD) preenchida com 5 mls de meio
DMEM a 10% de soro fetal bovino gelado. Este meio foi inoculado via intraperitoneal,
aguardado 1 minuto, homogeneizado no abddmen e aspirado o contetdo. Apods, o
material coletado foi transferido para tubo falcon, homogeneizado e realizado a
contagem utilizando camera de newbauer. Foram plaqueados em placas de 24 pogos
contendo laminula, cerca de 2x10° célula por pogo, deixado por 24 horas em estufa a 37
graus ¢ 5% de CO2, para aderéncia dos macrofagos. Apds este periodo as laminulas

foram fixadas Bouin para coloracdo em Giemsa.
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4.2 Analise por GIEMSA

Apos a fixagdo e de cada tempo analisado, as laminulas foram fixadas com Bouin,
lavadas com PBS e coradas com Giemsa (SIGMA- ALDRICH) (1:20) por 40 minutos.

Apds esse tempo as laminulas foram descoradas com concentragdes decrescentes
de acetona e crescente de xilol (VALLADA, 2002). Colado laminula em laminas de
vidro, com phermont, capturado imagem através de microscopia de luz com camera
acoplada. Foram quantificado numero de amastigotas em 100 macrofagos infectados,

numero de parasitas por vacuolo parasitéforo, numero total e a area destes vacuolos.

4.3 Medida da area vacuolar de L.amazonensis em macrofagos

Para avaliar tamanho da 4rea do VP de amastigotas em macrofagos mhcii’™ ¢ WT,
imagens foram capturadas por microscopio de luz acoplado com camera e a area foi

delimitada, e analisada utilizando software Image J1.48.

5.0 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdao
6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como
média = desvio padrao (DP) de trés experimentos independentes, em triplicata. A
comparagdo de dados entre os grupos foram analisadas pelo teste one way- ANOVA,
com pos teste de Bonferroni. As diferengas foram consideradas estatisticamente

significativas quando p < 0,05.
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6.0 Resultados

6.1 Efeito da auséncia da molécula de MHC classe II no curso da infec¢ao in

vivo em camundongos mhcii’ ¢ WT infectados por amastigota de L.amazonensis.

6.1.1 Auséncia do MHC II levou a uma area menor do linfonodo e bago, e um
aumento do volume das patas ao longo da infeccio o que niao foi maior em

comparacio aos animais selvagens.

Ensaios in vivo foram realizados infectando as patas de camundongos mhcii” e
WT, para compreendermos melhor o efeito da auséncia de moléculas de MHC classe 11
neste ensaio. Apods periodo de 6 semanas de infeccdo, e ao fazer analise morfoldgica nos
observamos que a area do linfonodo popliteo e bago de camundongos WT mostrou um
significativo aumento quando o animal foi infectado por amastigotas de L.amazonensis.
Diferentemente, ndo foi observada alteracdo significativa em camundongos mhcii”
infectados (Figura 2 A, B). O tamanho da lesdo nas patas dos animais infectados foram
monitoradas por 6 semanas. A figura 2 C mostra que houve uma aumento da area e do
volume das patas em animais mhcii’” ¢ WT infectados com relagdo aos ndo infectados,
porém ndo houve diferenga significativa e nem presenga de necrose entre os dois grupos
analisados. Figura 2 D, mostra diferentes caracteristicas apresentadas nos linfonodos,
bacos e patas dos dois grupos analisados, evidenciando uma menor area do linfonodo
dos animais nocautes e uma maior vasculariza¢do e maior area deste 6rgdo nos animais
WT. O bago de camundongos mhcii” apresentando uma menor area e as patas nao
apresentando diferencas significativas entre os dois grupos e ndo houve presenca de

necrose.
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Figura 1: Avaliacdo do tamanho da lesiio na pata e medida da area do linfonodo popliteo e bago. Medida da area do
linfonodo popliteo (A), bago (B), pata (C) de camundongos mhcii’” e wild type C57BL/6 infectados e ndo infectados com
amastigotas de L. amazonensis. (D) Imagens ilustrando areas dos linfonodo, bago e pata de animais infectados dos dois
grupos. Note que camundongos KO ndo apresentaram alteragdo significativa na area dos o6rgéos. Asterisco indica diferentes

significancia, * P <0.05, ** P <0.01, ***P <0.001, **** P <0.0001.
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6.1.2 A auséncia do MHC II alterou o padrio de resposta imune em camundongos
infectados por L.amazonensis.

Com relagdo ao perfil de citocinas produzidas nas patas, linfonodos popliteos e
bacos, nossos resultados mostraram que nos animais WT, a produ¢do de 1L-4 e IL-12
foi aumentada no linfonodo. Em contraste, estas mesmas citocinas foram mais expressas
nas patas ¢ bago de camundongos mhcii” (Figura 3 A, B, C, D, E, F). Houve um
aumento na producdo de IFN-y nos dois grupos, porém esse aumento foi mais
significativo nos WT.

Por outro lado, a expressdo de TNF-a foi reduzida em linfonodos e baco de
camundongos WT infectados (Figure 2 G, H, I).
Portanto, estes resultados sugerem que o efeito da ndo progressdo da

~ . . cfe o~ .
lesdo/doenga em animais mhcii”” nao ¢ devido ao aumento da resposta Th1.
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Figura 2: Detecciio de citocinas por ELISA em patas, linfonodos popliteo e baco de camundongos mhcii
e wild type C57BL/6 infectados e ndo infectados com amastigotas de L. amazonensis. Niveis de IL-4 (A,B,C), IL-12
(D,E,F), INF-y (G, H, I) e TNF-a (J, K, L) s@o expressos de acordo com a curva padrdo. O resultado representa a media e
o desvio padrdo de dois experimentos realizado em triplicata usando 5 animais por grupo. * P < 0.05, ** P < 0.01, ***P
<0.001, **** P <0.0001
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6.1.3 Analise histologica

Apbs seis semanas de infecgdo, camundongos mhcii’” e WT foram eutanasiados e as
patas, linfonodo popliteo e baco foram fixadas em formol a 10% e emblocados em
parafina, em seguida, avaliamos os cortes histologicos corados com HE por microscopia
oOtica. Durante a avaliagdo histologica do bago, linfonodo e pata de camundongos WT e,
mhcii”” observamos que 6 semanas apos infeccdo, esses trés orgdos distintos, de ambos
os grupos de animais, apresentaram alteragdes histopatoldgica. A analise histologica de
patas de camundongos WT infectados apresentou hiperplasia de macrdéfagos associado a
moderado parasitismo, com amastigotas dentro de vactiolos de maior area, ¢ um denso
infiltrado inflamatorio. Na pata de animais mhcii’ infectados observamos denso
infiltrado inflamatorio com presenca de macrofagos infectados apresentando VPs
menores com relacio ao WT. O linfonodo apresentou-se repleto de macrofagos,
isolados, alguns parasitados com formas amastigotas, em animais WT e mheii”

infectados, Figura 4(A, B, C, D).
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Figura 3. Avaliacio histopatolégica. Avaliag¢do score inflamatério em patas (A), Bago (B) e linfonodos popliteo
(C) de camundongos wild type and mhcii” infectados e ndo infectados com amastigotas de L. amazonensis. (D) Imagens
dos cortes histologicos mostrando areas de inflamag@o dos linfonodo, bago e pata de animais infectados dos dois grupos.
As setas indicam parasitas(amastigota). O resultado representa a media e o desvio padrdo de dois experimentos realizado

em triplicata usando 5 animais por grupo. Asterisco indica diferentes significancia, * P < 0.05, ** P <0.01, ***P < 0.001
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6.1.4 A auséncia do MHC II nio levou ao aumento da carga parasitaria nos

animais infectados em comparacio aos animais selvagem.

Nas amostras de patas de trés experimentos realizados independentes, a
positividade de L. amazonensis de camundongos WT foi superior do que as patas de
animais nocautes. Com relagdo a quantificacdo absoluta, houve maior carga parasitaria
nos animais WT dos que nos animais mhcii”, Figura 5 (A) com baixa diferenca
estatistica no teste T pareado de amostras independentes (p=0,004). Ainda houve uma
boa inclinagdo de curva (slope = 3.6) e R? = 0,998 tendo como exemplo o experimento

01, plotado pelo termociclador gPCR Applied Biosystems Figura 5(B).

Himero oo parrsias

Figura 4: Quantificacido de parasitas nas patas de animais infectados (PCR em tempo real). Apds 6
semanas de infecgdo, realizamos analise da quantidade de parasito nas patas. (A) Numero de parasitas nas
patas de camundongos wild type and mhcii’” infectados por L. amazonensis (P=0,004) ¢ (B) regressio
linear da curva padrio com amostras, slope 3.6 ¢ R* 0,99.

Para avaliar a replicabilidade entre os ensaios da PCR quantitativa, avaliamos a
media e desvio dos valores de Ct das curvas padrdo, em triplicata, demonstrando uma

boa eficiéncia entre as reagdes, em trés pontos diferentes (Tabela 1).
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Tabela 1. Avaliacdo da replicabilidade entre os ensaios da PCR quantitativa. Andlise entre ensaios:
média e desvio padrdo dos valores da curva padrao.

CURVA PADRAO
Media e desvio padrdo ct 10° 10° 10*
Media DesvPad Media DesvPad Media DesvPad
Experimento 1 18,361 0,051 14,550 0,143 11,060 0,035
Experimento 2 19,066 0,043 15,338 0,216 11,593 0,108
Experimento 3 18,394 0,081 14,636 0,177 11,192 0,135
Todos experimentos 18,607 0,020 14,841 0,037 11 0,052

Ainda, para confirmar que cada amostra foi realmente possitiva para L. amazonensis
nas patas dos camundongos, procedeu-se a curva de dissociagdo, onde visualizamos a

dissociacdo média em 80°C (Figura 6).

Dissociation Curve

Derwalive

Temparature (5]

Detsoior = LEIGH LATRL Tm = &0.0 'S
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Dooament gPCR PATAS mishmanks 1 {15 05 (Slancand Curved

Figura 5: Dado representativo do qPCR em tempo real . Curva de dissociacdo, com temperatura

média de 80°C.
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6.2 A auséncia das Moléculas de MHC classe II reduziu o tamanho do vacuolo
parasitoforo e a carga parasitaria em macroéfagos infectados por L. amazonensis

cm comparagﬁo ao0s selvagens.

Para compreendermos o papel das moléculas de MHCII no processo de biogénese
do VP e carga parasitaria de L. amazonensis, ensaios de multiplicacdo nos tempos 72,
96 ¢ 120 horas, foram realizados com macréfagos peritoneais de camundongos mhcii™ e
WT. Os resultados mostraram uma reducdo significativa na carga parasitaria em
macrofagos de camundongos mhcii”™ ao longo do tempo de infecgdo, (Figura 1A).
Houve uma aumento significativo no nimero de VPs nos tempos de 72 e 96 horas nos
animais WT infectados, em comparacio aos animais mhcii” infectados (Figura 1B), o
que esteve congruente com demais resultados, que demonstram que macrofagos mhcii”
abrigaram menos parasitas por vactiolo quando comparado a macréfagos WT (Figure
1C). Ao analisar o tamanho do vactiolo, observamos que a area foi significativamente
menor ao longo do tempo de infecgdo, em macréfagos de camundongos mhcii”
infectados com relagdo ao observado em macréfagos de camundongos WT (Figura D).
Além disso, com 120 horas apos infec¢do foi observado, apenas em macrofagos WT,
uma ascendente curva considerando tamanho vacuolo parasitéforo por nimero de
parasitas intravacuolar (Figura 1E). Figura 1F, mostra imagem de microscopia Optica,
das caracteristicas apresentadas pelos macrofagos infectados ao longo do tempo de
infeccdo, evidenciando uma menor area do vacuolo parasitoforo ¢ menor carga

S . . A
parasr[arla nos animais mhcii
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Figura 6. Efeito da auséncia das Moléculas de MHC classe II na expansio do VP e carga parasitaria. Ensaios de multiplicagdo com macrofagos
peritoneais de C57/ BL6 willd type e mhcii” infectados com amastigotas de L.amazonensis, nos tempos 72, 96 ¢ 120 horas. Apos cada tempo, as células foram
fixadas e coradas com Giemsa (A) Numero de amastigotas em 100 macrofagos infectados; (B) Numero total de vacuolo parasitoforos; (C) Numero de parasitas
por vactiolo; (D) Area do vactolo parasitoforo; (E) Correlagdo da area do vactiolo com niimero de parasitas; (F) Imagem de microscopia dptica mostrando
diferentes caracteristicas apresentadas pelos macrofagos, em aumento de 40x e 100x. Setas em amarelo indicam amastigota, e as setas verdes indicam vactolo

parasitoforo. Quadrado destaca célula infectada , presenca de amastigota ancorada no vactolo parasitoforo ** P < 0.01, ***P < 0.001 **** P < (.0001
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7.0 Discussao

As moléculas de MHC classe II na superficie de células apresentadoras de antigeno
exibem uma gama de peptideos para reconhecimento por receptores de células TCD4,
tendo um papel central na resposta imune adaptativa. Sendo dessa forma essencial para
a determinagao do repertorio de células T através das selegdes conhecidas como positiva
e negativa que ocorrem no timo; apresentagdo de antigenos para o reconhecimento e
ativacdo de células T CD4 que levam ao desenvolvimento de mecanismos efetores
contra patogénicos; quando ativado, também pode mediar adesdo celular, producdo de
citocinas, expressao de moléculas co-estimulatorias, proliferagdo celular e apoptose
(JONES, et al., 2006; HASSAN, MOURAD, 2011). Nas infec¢des por L. amazonensis,
ocorre uma redistribuicdlo de MHC classe II passando a se localizar em maior
quantidade na membrana do vactolo parasitoforo, especificamente no mesmo sitio de
ligacdo de amastigotas na membrana. Essas moléculas sdo internalizadas e degradadas
dentro de megassomo, por cisteina-proteases do parasita. O processo de endocitose e
degradagdo das moléculas MHC classe II poderia ser um meio de subversao da resposta
imune do hospedeiro (LEAO, et al., 1995; LANG, et al., 1994). Porém, neste estudo
objetivamos verificar se esta interagdo seria somente um mecanismo de subversdo do
parasito contra a resposta imune ou se seria importante no processo de biogénese do
vacuolo e progressao da doenca.

A auséncia do MHC classe II leva a deficiente ativacdo de células T CD4, uma
vez que ndo ha apresentacdo de antigeno via MHCII (ERB, et al.,1996). Sabendo que a
resposta imune T helper tipo 1(Thl) é importante para resposta imune contra parasitas
intracelulares (MACEDO, et al., 2011), esperavamos ter uma progressao da doenca
nesses animais, como mostrado em experimentos com camundongos deficientes para
MHC classe II infectados por L. major em que houve maior progressdo da doenca e
morte de camundongos nocautes em comparacdo aos selvagens (ERB, et al.,1996).
Entretanto nossos resultados demonstraram que ndo houve essa progressdo no grupo
nocaute em comparagdo ao selvagem, tendo em vista uma menor carga parasitaria
mostrado pela qPCR e lesdes semelhantes nas patas dos dois grupos, sem presenca de
necrose. Este resultado corrobora os dados apresentados por Soong et al. (1997), no
qual os autores verificaram que a deficiéncia na expressdo de MHCII leva a uma

resisténcia temporaria a infeccdo por L. amazonensis.
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O resultado da infec¢do com L. amazonensis ¢ dependente da disponibilidade de
INF-y e da presenga de IL4, IL10, TNF-a e IL12. Nos ensaios observamos que nos
animais mhcii’”~ houve uma maior produgdo de IL4, justificando a menor producdo de
IFN-y nesses animais, visto que a maior produgdo de IL-4 leva a uma inibicdo da
diferenciagdo para células Th1 (WURTZ; BAJENOFF; GUERDER, 2004).

A citocina IL-12 ¢é produzida por macrofagos, atuando posteriormente em
células NK e linfocitos, os quais, em contrapartida, produzem IFN-y, que atua
novamente no macrofago induzindo-o a sintetizar 6xido nitrico (compostos toxicos para
a eliminagdo dos agentes estranhos) (WOLF; SIEBURTH; SYPEK, 1995). Nos animais
mhcii’”” houve uma menor producio de IFN-y e aumento de IL-12. Portanto, com uma
deficiéncia na resposta Thl, a superprodugdo de IL-12 talvez tenha sido para compensar
a auséncia de IFN-y, ou um mecanismo de tentar elevar essa produgdao. Essa menor
producdo também poderia estar relacionada com a auséncia de ativagdo de células
TCD4 nestes animais nocautes. Entretanto, menor produgdo de IFN-y e maior produgdo
de IL-4, poderia levar a uma progressao da doencga, o que ndo observamos.

Comparando histologicamente, observamos que os animais nocautes ¢ WT
infectados apresentaram inflamag@o. Analisando a area dos Orgdos, observou-se uma
area menor no linfonodo e bago dos animais nocautes infectados quando comparado
com os animais WT. Essa menor area caracterizada provavelmente por uma menor
inflamacdo , poderia levar a uma maior carga parasitaria, o que nao observamos quando
avaliamos por qPCR, nos animais mhcii’”~ , que foi significativamente menor do que o
WT. Além disso, a presen¢a de amastigotas nos linfonodos de ambos os grupos nos
indica que houve progressdo do parasito. Contudo observamos que os macrdfagos nas
lesdes das patas apresentaram um vacuolo maior com uma maior quantidade de
parasitas nos WT, e nos animais mhcii’”~ houve menor nimero de macrofagos infectados
e uma menor area do VP. Com isso, podemos inferir que a auséncia da molécula MHC
I teria um papel importante nesse processo.

Nos ensaios de multiplicagdio com macréfagos peritoneais observamos
caracteristicas da expansdo do vactiolo e multiplicacao dos parasitas semelhantes ao que
foi visto nos tecidos. Nos animais WT houve um progressivo aumento da area do VP
acompanhado pelo aumento do nimero de parasitos por vacuolo, enquanto que nos

animais nocautes observamos vactolos pequenos com uma quantidade pequena de
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parasitos. Diante disso, podemos inferir que nos animais nocautes ndo houve maturacao
do VP, ndo apresentando um ambiente propicio para multiplicagdo deste parasito.

Sabe-se que esta espécie de Leishmania desenvolve dentro de vacuolos grandes,
os quais devem proteger o parasito de mecanismos de morte do hospedeiro, por diluicdo
de moléculas microbicidas garantindo um ambiente favoravel a sua sobrevivéncia e
multiplicagdo (REAL, MORTARA, 2012). Neste contexto, vactolos menores
observados nos nossos experimentos de multiplicagdo com macréfagos peritoneais dos
animais mhcii” poderia justificar a menor multiplica¢do e sobrevivéncia intracelular do
parasito.

Como a distensdo do VP ¢ resultado da fusdo entre vacuolos e vesiculas da via
endocitica, algumas moléculas de membrana residente no reticulo endoplasmatico e que
passam a ser exibidas na membrana desse VP contribuem para caracteristicas tais como
distensdo, sobrevivéncia do parasito e replicagdo dentro de células (NDJAMEN, et al.,
2010; REAL, et al., 2008). Algumas SNARES como sec22, D12 ou STXS estdo
diretamente relacionada com a expansao desses VPs (CANTON, et al.,, 2012;
CANTON; KIMA, 2012). A partir dessas informacdes e de nossos resultados o MHC 11
poderia estar envolvido, por um mecanismo ainda desconhecido, com a regulacdo da
expressao dessas SNARES?

A proteina LYST, um regular de trafego lisossomal, também est4 relacionada com a
regulacdo do tamanho do vactolo contendo L. amazonensis. A transcricdo do gene
LYST/Beige ¢ regulada em macréfagos e fibroblastos infectados por este parasita,
levando menor expansdao do VP e uma menor replicacdo do parasito, em comparagao
aos nocautes pra esta proteina (WILSON, et al,2008). Nestes animais mhcii’”~ ndo
poderia estar havendo super-expressao do LYST/Beige levando a pequenos VPs que

nao sustenta o crescimento do parasito?

Desta forma, observamos que as moléculas MHC classe II podem ter um papel
importante na biogénese do vacuolo parasitoéforo. Tal mecanismo envolvido ndo esta
claro e algumas questdes podem ser levantadas: seria essa molécula responsavel por
algum mecanismo de fusdo de vesiculas com o vacuolo parasitéforo, de forma que tenha
um papel direto na expansdao do mesmo? A auséncia desta molécula levaria a uma
adaptacdo do hospedeiro levando uma maior expressao génica de LYST e algumas

SNARES que estdo envolvidas diretamente na biogénese do vactiolo?
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Assim, neste estudo mostramos que a expressao de MHCII desempenha um
papel paradoxal importante na progressao da infec¢do por L. amazonensis. Contudo, os
mecanismos subjacentes a este fenomeno, requerem novos estudos. Atualmente estamos
trabalhando com a hipdtese de alteragdo da expressdo génica de LYST e das SNARES

que estdo relacionadas na expansdo desse VP, nestes camundongos mhcii”".
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8.0 Conclusao

Com base nos resultados obtidos neste trabalho, concluimos que a auséncia das
moléculas de MHC II provocou diminui¢ao da area dos vacuolos parasitéforos, menor
multiplicagdo e sobrevivéncia do parasita. Assim, acreditamos que a molécula de MHC
II pode ter também um importante papel na biogénese deste vactolo parasitéforo e na
progressdo da infec¢do. Dessa forma, o processo de degradacdo do MHC II ndo seria
apenas um mecanismo utilizado pelo parasito para subverter a resposta imune do

hospedeiro.
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