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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Regina Barbosa Moreira

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é causada por grande variedade de espécies do
género Leishmania. A LTA apresenta intenso polimorfismo clinico, que pode variar desde quadro

assintoméatico, até lesdes desfigurantes. No Brasil L. (V.) braziliensis é a espécie dermotrdpica
mais amplamente distribuida.

Até recentemente a abordagem dos fatores imunes relacionados a LTA era quase que restrita ao
estudo da imunidade adquirida. Entretanto, a relagdo entre parasita e hospedeiro comeca a ser
definida j& na fase inicial da infec¢éo, regida pela imunidade inata. Esta resposta é mediada nos
fagocitos profissionais que interagem, entre outros, com um conjunto de receptores ndo clonais,
denominados de receptores de reconhecimento de padrbes (PRR), destinados a reagir aos
padrdes moleculares relacionados aos patdgenos (PAMP), ou padrbes moleculares relacionados
ao perigo (DAMP). Os inflamassomos canbnicos sdo um conjunto de receptores citosélicos, que
ao serem ativados por PAMP ou DAMP, iniciam um processo de montagem de plataforma proteica
responsavel pela ativagdo autocatalitica da pro-caspase-1, que ira ativar a IL-1B e IL-18. O
objetivo deste trabalho foi avaliar fatores preditores de evolucdo de doenca através da analise dos
inflamassomos candnicos AIM2 e NLRP3 e IL-1( tanto in vitro como in vivo e a carga parasitaria in
vivo. Os estudos in vivo abordaram culturas de queratindcitos humanos HaCat e células de
linhagem monocitica humana THP1 transformadas em macréfagos, cocultivadas com a cepa
infectiva codigo internacional MHOM/BR/2000/LTCP-13396 de L. (V.) braziliensis. Nestes ensaios
ndo foi possivel relacionar as coculturas com a expressdo génica do NLRP3, AIM2 ou IL-1pB.
Avaliamos ainda, lesdes ativas de pacientes com LTA no Rio de Janeiro, area endémica de
L. (V.) braziliensis e relacionamos com apresentacdo clinica e resposta a terapia com
Glucantime®. Na PCR em tempo real, a expressao génica do AIM2 foi mais baixa na leishmaniose
cutanea localizada, comparada com a forma mucosa. Houve uma reducédo da expressédo do AIM2
nos pacientes com a leishmaniose cuténea localizada com boa resposta ao tratamento quando
comparados com a pele normal, indicando que nesta forma deve haver um mecanismo de inibicdo
da expressdo do AIM2. Na andlise pela imunohistoquimica observamos significativo aumento
percentual de células AIM2* em pacientes com ma resposta ao tratamento, quando comparados
aos pacientes que responderam bem ao tratamento. Encontramos ainda, um predominio de
células AIM2*, comparadas com células NLRP3*, demonstrando que o AIM2 foi mais abundante
do que o NLRP3. Embora a expressdo génica do NLRP3 tenha sido detectada em cerca de 77%
dos casos, foi possivel visualizar células NLRP3* em apenas 25% das amostras. Na literatura, a
producéo e a atividade do GP63, fator de viruléncia expresso nas espécies de Leishmania, vem
sendo associada a uma reducédo da secrecado da IL-1[3, possivelmente em decorréncia da clivagem
do NLRP3. Logo, o GP63 pode estar relacionado a escassez de células NLRP3*. Os nossos
dados demonstram que o AIM2 é um inflamassomo importante na LTA e estd diretamente
associado a gravidade das les6es. Avaliamos também a carga parasitaria pela PCR em tempo real
com a quantificagdo absoluta utilizando a subunidade menor de Leishmania do gene RNA (SSR).
Nao encontramos uma relagcdo entre a carga parasitaria e os achados clinicos, mas 0s nossos
dados confrmam a afirmacdo anterior de que infeccbes cronicas por L. (V.) braziliensis se
associam com parasitismo escasso.
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ABSTRACT
PHD THESIS IN PARASITOLOGICAL BIOLOGY

Regina Barbosa Moreira

American tegumentary leishmaniasis (ATL) is caused by a great variety of Leishmania species and
presents a great clinical pleomorphism. It varies in severity, from asymptomatic, to disfiguring and
even fatal forms. In Brazil, L. (V.) braziliensis is the most widely distributed dermotropic species.

Mostly works about immune response evaluation have been including factors restricted to acquired
immune response. Still, the host-parasite relationship begins in the early phase of the infection, that
is orchestrated by innate immune system. This response is mediated mostly by phagocytes and,
among others, by a set of non-clonal receptors on cytosol, named pattern recognition receptors
(PRR), that interact to pathogens-associated molecular patterns (PAMPS), or danger-associated
molecular patterns (DAMPS). These events assemble a cytosolic proteic platform, named canonical
inflammasome, that recruit and activates caspase-1. This enzyme activates IL-13 and IL-18.

The objective of this work was to evaluate predictive factors of disease through the analysis of
canonical inflammasomes AIM2 and NLRP3 and IL-1B both in vitro and in vivo and the parasite
load in vivo. The in vitro assay evaluated the inflammasomes AIM2, NLRP3 and IL-1B in human
keratinocytes HaCaT and in human lineage monocyte THP1 cell, co-cultivated with infective
L. (V.) braziliensis, international code MHOM/BR/2000/LTCP-13396. It was not possible to relate
these co-cultures with the gene expression of NLRP3, AIM2 or IL-1B. We also evaluated the gene
expression by real-time PCR, and the protein abundance by immunohistochemistry of the AIM2
and NLRP3 inflammasomes in active lesions from patients in Rio de Janeiro state, an endemic
area of ATL caused by L. (V.) braziliensis. Additionally, it was compared these findings with clinical
presentation and response to therapy with Glucantime®. The real-time PCR showed lower AIM2 in
cutaneous leishmaniasis, compared to mucosal leishmaniasis. Furthermore, the AIM2 gene
expression was downregulated on good responders, compared to normal skin samples. This last
result indicates that, in good responders, there is a mechanism, not described yet, of inhibition of
expression of this receptor. By immunohistochemistry, there was a higher percentage of AIM2*
cells in poor responders, compared with good responders. It was also found, a predominance
AIM2* cells, compared to the NLRP3* cells. Therefore, in this series the AIM2 is more abundant
than the NLRP3 on ATL. The gene expression of NLRP3 was present in about 77% of samples
tested, but cells NLRP3* were visualized in only 25% of the fragments by immunohistochemistry.
From literature review, the activity of the metalloprotease GP63, a virulence factor expressed by
Leishmania species, was associated with a reduction of IL-18 secretion, possibly due to a cleavage
of the NLRP3 inflammasome. Thus, the GP63, may be related with scarcity of NLRP3* cells on
clinical samples. Our data indicate that the NLRP3 was not related to the clinical forms or with
groups of response to therapy. Taken together, our data demonstrated that AIM2 is an important
inflammasome in ATL and is directly associated with severity of lesions. It was also evaluated the
parasite load by absolute quantification real-time PCR. Leishmania small subunit RNA gene (SSR)
was used to access parasite load. It was not found a relation of parasite load and clinical
outcomes, but our data provided contribution to previous statement that chronic L. (V.) braziliensis
infections corresponded to scarce parasitism.
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Lista de Siglas e Abreviaturas

aids
ASC

ATP
CD
DAMP

Foxp3*

GAPDH

GM-CSF

GP63
HIV

IDRM
INOS

I0C

INF-y
INI
KDNA

LC

LCL
LIPMED
LM

LMC

Sindrome da imunodeficiéncia adquirida

Proteina “speck” associada a apoptose contendo dominio
recrutador e ativador de caspase-1 (“apoptosis-associated
speck-like protein containing a caspase-1 activation and
recruitment domain”)

Adenosina trifosfato (“adenosine triphosphate”)
Grupamento de diferenciacéo (“cluster of differentiation”)

Padrdo molecular associado ao perigo (“danger-
associated molecular pattern”)

Marcador molecular de Células T reguladoras “Forkhead
box P3”

Glyceraldeido-3-fosfato  dehidrogenase Homo sapiens
(“Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase”)

Fator estimulador de colénias de macrofagos e
granulécitos (“Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor")

Metaloprotease GP-63 (“metalloprotease GP-63")

Virus da imunodeficiéncia humana (“human
immunodeficiency virus”)

Reacéo intradérmica de Montenegro

Oxido nitrico sintetase induzida (“inducible oxide nitric
synthetase”)

Instituto Oswaldo Cruz

Interleucina

Interferon-gama

Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas-Fiocruz

Acido desoxirribonucleico do cinetoplasto (“kinetoplastic
deoxyribonucleic acid”)

Células de Langerhans (“Langerhans cells”)
Leishmaniose cutanea localizada

Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas-10C
Leishmaniose mucosa

Leishmaniose mucocutanea
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M-CSF
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mtDAMP

mtROS

MYD-88

MSU
MS
NET

NFkB

NK

NNN

NO
OMS/WHO
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PCR

PMA

PAMP

PBMC

PRR

Limite de detecgao (“limit of detection”)
Leishmaniose recidiva cutis
Leishmaniose cutanea difusa

Lipopolissacarideo de membrana das bactérias Gram
negativas

Fator estimulador de colénias de macréfagos
(“macrophage colony stimulator factor")

Eletroforese de enzimas multilocus (“multilocus enzyme
eletrophoresis”)

Padrdes moleculares associados ao perigo mitocondrial
(“mitochondrial danger associated molecular pattern”)

Espécies reativas de oxigénio mitocondrial (“mitochondrial
reactive oxygen species”)

Fator de diferenciacéo mielbide-88 (“myeloid
differentiation primary response gene-88")

Monofosfato de uréia (“monophosphate urea”)
Ministério da Saude

Redes neutrofilicas extracelulares (“neutrophil extracelular
traps”).

Fator nuclear kB (“nuclear factor kB”)

Células assassinas naturais (“natural killer cells”)

Meio de cultura para Leishmania (Novy-MacNeal-Nicolle)
Oxido nitrico (“nitric oxide”)

Organizacdo Mundial de Saude/” World Health
Organization”

Organizacdo Pan-Americana de Saude

Reacdo em cadeia da polimerase (“polymerase chain
reaction”)
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acetate”)
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associated molecular pattern”)

Células mononucleares do sangue periférico (“peripheral
blood mononuclear cells”)

Receptores de reconhecimento de padrdes (“pattern
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PBS
gPCR

RFLP

RNA
ROS
RT-PCR

SSR

TAE
T-bet
TCR
TGF-B

THP-1
TNF-a
TLR

TLR4
TH1
Th2

TH17

TRAF

TRreg

recognition receptors”).
Tampao fosfato salino (“Phosphate Buffered Saline”)

PCR em tempo real quantitativo (“quantitative real-time
PCR”)

Polimorfismos dos sitios de restricao (“restriction site
polymorphisms”)

Acido ribonucleico (“ribonucleic acid”)
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1. Introducéo

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios
intracelulares obrigatérios do género Leishmania que sdo transmitidos para os
mamiferos, inclusive para o homem, atraves dos flebotomineos
(Diptera:Psychodidae) (Rangel & Lainson, 2003). Apresentam distribuicdo
mundial, estdo em expansédo ao redor do mundo e a OMS/WHO (Organizacgao
Mundial de Saude) estima que 350 milhGes de pessoas estejam expostas ao risco
de infeccdo, com 0,7 a 1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea ao ano.
Sao autdctones nas Américas e quase 90% dos casos de leishmaniose
mucocutanea ocorrem nas fronteiras entre Bolivia, Brasil e Peru. Em 2014 Brasil,
Eti6pia, india, Somalia, Suddo do Sul e Sudido foram responsaveis por mais de
90% dos casos novos reportados a OMS/WHO (WHO, 2016). Os conflitos
armados que provocam grandes movimentos populacionais, introduzem
individuos suscetiveis em regides onde ha transmissdo ativa da doenca,
provocando assim um aumento do numero de casos (Desjeux, 2001; Berry &
Berrang-Ford, 2016). Na América do Sul e, principalmente no Brasil, este
processo de expansdo também tem sido verificado, com o aparecimento de novos
focos urbanos da doenca. Na década de 1980 houve a notificacdo de casos
autdctones em 19 estados, enquanto que no ano de 2003, foi confirmada a
autoctonia em todas as Unidades Federadas do Brasil. Atualmente a
leishmaniose tegumentar americana (LTA), € considerada um problema de Saude
Publica no Brasil (BRASIL, 2013). As alteracdes no meio ambiente em varias
regides do pais, permitindo que haja a invasdo de areas peridomiciliares por
mamiferos silvestres reservatérios de Leishmania spp., modificam o perfil
epidemioldgico das leishmanioses. Por este motivo,
Leishmania (Viannia) braziliensis, a espécie mais amplamente distribuida no
Brasil e as outras espécies oriundas destes locais recém desmatados, lideram os
casos de leishmaniose tegumentar em nosso pais (Aguilar et al., 1989; Grimaldi et
al., 1989; Rangel & Lainson, 2003; BRASIL, 2013).

Leishmania spp. € um parasita digenético (heteroxeno), cujo ciclo vital se
passa no hospedeiro vertebrado e no invertebrado, apresentando-se sob duas
formas evolutivas: amastigotas e promastigotas. As primeiras sao formas

arredondadas, com flagelos inaparentes, que se localizam nos vacuolos
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parasitéforos de células fagocitarias dos vertebrados, sobretudo nos macroéfagos.
As promastigotas, formas flagelares, tanto se desenvolvem no tubo digestorio do
inseto vetor como em culturas a temperatura ambiente. Ambas as formas
possuem o0 cinetoplasto, que corresponde a uma mitocondria modificada,
contendo uma grande quantidade de DNA circular, com uma regido conservada,
comum a todo o género, e uma regido variavel (Grimaldi & Tesh, 1993). Estas
caracteristicas genéticas sado importantes para a determinagdo da evolucao das

espécies (Degrave et al., 1994; Yurchenko et al., 1999).

Estes parasitas fazem parte da familia Trypanosomatidae, sendo descritas
até o momento cerca de 30 espécies de Leishmania capazes de infectar os
mamiferos. Sdo divididas em dois subgéneros: no subgénero Leishmania, o
desenvolvimento no flebotomineo ocorre no tubo digestério médio e anterior; e
nas espécies pertencentes ao subgénero Viannia ocorre um desenvolvimento
adicional no tubo digestorio posterior (Lainson & Shaw, 1987 apud Cupolillo et
al., 1994). No Brasil, a leishmaniose tegumentar pode ser causada por seis
espécies de Leishmania do subgénero Viannia, assim como por
Leishmania (Leishmania) amazonensis (da Silva et al., 2010), sendo observada
uma maior diversidade de espécies na Amazonia (Rangel & Lainson, 2003). O
método considerado padrdo-ouro para a caracterizacdo das espécies € a
eletroforese de enzima multilocus (MLEE), que apresenta como principal
dificuldade de execucdo, a necessidade de isolamento prévio do parasita em
cultura (Cupolillo et al., 2000; da Silva et al., 2010). Os métodos com base na
PCR (reacdo em cadeia da polimerase) sao utilizados para detectar quantidades
minimas de DNA do parasito. O DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania spp.,
€ o alvo mais eficiente para detectar raros parasitas (Degrave et al., 1994;
Yurchenco et al., 1999; da Silva et al., 2010).

Em hospedeiros mamiferos, o flebotomineo libera, no sitio da picada, um
conjunto de moléculas farmacoldgicas, imunomodulatérias e imunogénicas que
exercem efeitos imediatos e duradouros no hospedeiro. A disponibilidade, nos
dias atuais de técnicas de alto desempenho (“high-throughput performance”),
principalmente através de transcriptomas especificos nos tecidos, tem facilitado a

identificacdo destas moléculas do vetor, que tem a capacidade de afetar o



desenvolvimento do parasita, a sua capacidade de transmisséo e o seu potencial

para estabelecer a infeccdo no hospedeiro vertebrado (Oliveira et al., 2009).

Na leishmaniose tegumentar americana a interagao entre o vetor, o parasita e
0 hospedeiro, determina uma variedade de formas clinicas e diferentes evolucdes
da doenca em decorréncia do tratamento (revisto por Reithinger et al., 2007;
revisto por Kaye & Scott, 2011). O Ministério da Saude sugere a classificacdo
clinica baseada na fisiopatogenia a partir da picada do vetor, o aspecto e as
localizacBes das lesdes, incluindo as infeccOes inaparentes e a leishmaniose
linfonodal. As doencas se apresentam nas formas clinicas de leishmaniose
cutdnea e de leishmaniose mucosa. Listamos, portanto, as formas clinicas e as

suas principais caracteristicas (BRASIL, 2013):

Infeccdo inaparente — ocorre em individuos moradores ou oriundos de area
endémica, sem lesdes, nem historia prévia de lesdo, mas que apresentam dados

laboratoriais ou a reacao intradérmica de Motenegro (IDRM) positivos.

Leishmaniose linfonodal — observa-se apenas linfoadenopatia satélite sem a

associacdo com lesdes cutaneas.
A leishmaniose cutanea manifesta-se de diferentes maneiras:

Leishmaniose cutanea (LC) - geralmente afeta as partes do corpo
descobertas, que sao acessiveis ao flebotomineo. Ap6s um periodo de incubacgéo
gue varia entre uma semana até trés meses, ocorre no sitio de inoculacdo uma
papula avermelhada, que se transforma em lesédo nodular, evoluindo para ulcera,
de contornos bem delimitados, com bordas indurados e elevados, indolor e que,
na maioria das vezes, cura sem necessitar do tratamento especifico, mas
costuma deixar cicatriz atrofica. Mais raramente sdo observadas lesGes papulo-

tuberosas ou lesfes vegetantes. As formas cutaneas séo subdivididas em:

Leishmaniose cutanea localizada (LCL) — poucas lesfes cutaneas ou mais

comumente lesdo Unica;

Leishmaniose disseminada (LD) - ¢é causada muitas vezes por
Leishmania (Viannia) braziliensis. Existe ainda a forma disseminada associada a

aids. Esta forma se caracteriza pela multiplicidade de lesbes com associagcédo entre



lesdes cutaneas e mucosa (Marsden, 1990; Grimaldi & Tesh, 1993; Carvalho et
al., 1994; Grevelink & Lerner, 1996; Oliveira-Neto & Matos, 2006);

Leishmaniose cutdnea difusa (LCD) - No Brasil, €& causada pela
L. (L.) amazonensis. E uma doenca grave, que em sua fase ativa induz anergia
cutdnea aos antigenos de Leishmania spp. pela deficiéncia especifica da imunidade
do tipo celular (BRASIL, 2013). A disseminacdo desta doenca ocorre pela difusao
por contiguidade de uma lesdo cutanea ativa ou cicatricial (Silveira et al., 2008). As
lesbes de pele sdo numerosas, nodulares, eritematosas. Nesta forma, a associacao
com as lesbes mucosas ocorrem em até 1/3 dos casos e as lesbes ulceradas séao
raras (Carvalho et al., 1994). Sdo dificeis de tratar, necessitando de medicamentos
com doses mais elevadas e por um tempo maior e 0s parasitas sédo visualizados em
abundéancia. Apesar do tratamento adequado os episddios de recidivas sao
frequentes (Marsden, 1986; Carvalho et al., 1994). A forma cutanea disseminada
ocorre em até 2% dos casos, e é causada predominantemente por
Leishmania (Viannia) braziliensis. Apresenta lesées multiplas, podendo ocorrer leséo
mucosa concomitante, podendo neste caso ser denominada de leishmaniose
mucocutanea (LMC). A disseminacdo se da por via hematogénica e/ou linfatica.
Nesta forma, se observa um parasitismo mais baixo, quando comparado ao

parasitismo da forma cutanea difusa (Carvalho et al., 1994);

Leishmaniose recidiva cutis (LRC) - a leséo inicial evolui para cicatrizacao,

ocorrendo posteriormente reativacao localizada, geralmente na borda da leséo.

Leishmaniose mucosa (LM) - observada nas Américas, € secundéria a lesdo
cutanea inicial, com periodo de laténcia que pode variar de meses a anos. Na
leishmaniose por L. (V.) braziliensis observa-se a ocorréncia de Is&o mucosa em 3
a 5% dos casos. E responséavel por lesdes deformantes de face, afeta com maior
frequéncia a mucosa nasal, que inicialmente apresenta infiltragdo associada ao
edema, seguida de lesbes ulceradas e cursa, em alguns casos, com a perfuracao
do septo nasal. Pode acometer ainda os labios, as bochechas e nas formas mais
graves de LM observa-se lesdo no palato mole, na faringe e/ou na laringe
(Marsden, 1990; Oliveira-Neto et al., 2000; Silveira et al., 2008; BRASIL, 2013). A
espécie predominante na LM é L. (V.) braziliensis (Carvalho et al., 1994; de Oliveira
Neto et al., 2000; Silveira et al., 2008).



O medicamento de primeira linha para o tratamento das leishmanioses € o
antimonial pentavalente, disponivel comercialmente em duas formulagbes que
sdo: o estibogluconato de soédio (Pentostan®; Burroughs Wellcome); e o
antimoniato de meglumina (Glucantime®; Rhone Poulenc). Este ultimo € o
medicamento disponivel no Brasil (Marsden, 1985; BRASIL, 2013). Outras drogas
indicadas, tais como, a pentamidina e a Anfotericina B apresentam limitagdes ao
uso muito semelhantes as do Glucantime®. Opg¢Bes menos toxicas vem sendo
introduzidas, tais como, a Anfotericina B lipossomal (AmBisome®, Nextar
Phamaceuticals), a miltefosina oral e a paramomicina, com melhor tolerancia aos
efeitos colaterais além de se apresentarem como boas opcbes em caso de
resisténcia. O custo elevado e refratariedade em algumas regides sdo fatores
limitantes para o uso destes farmacos em larga escala (Oliveira-Neto &
Matos, 2006; Alvar et al., 2006).

No estado do Rio de Janeiro a LTA é endémica, sendo causada por
L. (V.) braziliensis. A caracteristica mais marcante nesta regido € a evolucao
clinica benigna na maioria dos casos e uma excelente resposta ao tratamento
com o antimoniato de meglumina. Os dados de um estudo de coorte realizado no
Instituto Nacional de Infectologia (INI-Fiocruz-RJ), demonstrou que a forma mais
frequente de apresentacdo de doenca, totalizando 87,2% dos casos, foi a
leishmaniose cutanea localizada (LCL), com o predominio de lesdo uUnica. O
acometimento mucoso (LM) foi encontrado em 12,7% dos casos. Destes casos,
apenas 3,5% dos pacientes desenvolveram a forma mucocutanea (LMC) ou
disseminada. Esta Gltima modalidade foi associada a auséncia de tratamento ou
tratamento incompleto na fase inicial. Quando o tratamento foi precocemente
introduzido para tratar as lesdes primarias, houve uma reducdo do numero de
pacientes com o envolvimento de mucosas, que ocorreu em apenas 0,4% dos
casos. Nesta regido, o esquema com baixas doses de antimoniato de meglumina,
de 5mg/Kg/dia, aplicada via intramuscular por trinta dias, foi tdo eficiente quanto a
dose padrdao do Glucantime® recomendada pelo Ministério da Saude de
20mg/Kg/dia por trés a quatro semanas (Oliveira-Neto et al., 2000; Oliveira-Neto &
Matos, 2006; BRASIL, 2013). A grande vantagem da dose reduzida, além do
menor risco de ocorréncia de efeitos adversos, é a facilidade de conducdo do

tratamento, que pode ser realizado em regime ambulatorial.
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O esquema de tratamento da leishmaniose tegumentar, em qualquer area
diferente da area do Rio de Janeiro, € o preconizado pelo MS: 1) Leishmaniose
Cutanea — antimoniato de meglumina na dose de 10 a 20 mg/Sb/Kg por dia por 20
dias; 2) Leishmaniose cutis difusa - antimoniato de meglumina na dose de 20
mg/Sb/Kg/dia por no minimo 20 dias (BRASIL, 2013).

1.1 Resposta imune na leishmaniose tegumentar americana

1.1.1 Resposta imune adquirida

Nos seres humanos a infeccdo por Leishmania spp. se inicia com a picada
do flebotomineo infectado. Na pele, as formas promastigotas metaciclicas
infectantes sdo internalizadas por células fagociticas locais, tais como,
macréfagos, células de Langerhans (LC), ou neutrdfilos, se transformando, nos
fagossomos, nas formas amastigotas intacelulares obrigatorias (revisto por
Laskay et al., 2003; De Trez et al., 2009; revisto por Gollob et al., 2014). Embora
esses parasitas possam ser encontrados facilmente nos neutréfilos, ha evidéncias
de que as principais células responséaveis pelos eventos relacionados a infeccéo
sdo os macrofagos (Peters et al., 2008; Conceicdo et al., 2016). A maioria dos
estudos que aborda a sobrevivéncia dos parasitas no meio intracelular utiliza as
formas promastigotas que, ao que tudo indica, inibem a incorporacdo dos
lisossomos aos fagossomos. As células dendriticas apds sofrerem ativagao,
migram pela via linfatica e ao atingirem os ganglios linfaticos, apresentam
antigenos do protozoario as células T CD4* e T CD8* (revisto por Kaye &
Scott, 2011; revisto por Gollob et al., 2014).

Na LTA a semelhanca do que ocorre com outras infec¢des por parasitas
intracelulares, é observada uma grande variedade de formas clinicas, desde a
infeccdo assintomatica, até a infeccdo disseminada (revisto por Kaye &
Scott, 2011). Estas formas clinicas apresentam um carater de bipolaridade. No
polo anérgico, se encontra a forma cutanea difusa também se encontra nesta
modalidade de resposta imune. No polo hiperégico, se encontra a forma mucosa,
onde se observa uma resposta imunoldgica exacerbada. Entre estes dois polos,
esta a leishmaniose cutanea que, com maior frequéncia, evolui com leséo Unica e

tende a cura espontanea (Bomfim et al., 1996).
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Os processos envolvidos na imunopatogénese da leishmaniose tegumentar
podem ser estudados através de modelos experimentais com animais infectados
por varias espécies de Leishmania, de estudos in vitro com cultura de células e de
estudos em seres humanos (Yardley & Croft, 1999; revisto por Reithinger et
al., 2007). Os parametros classicos utilizados para avaliar a imunopatogenia na
leishmaniose tegumentar sdo diversos e incluem a avaliagdo da intensidade da
proliferacdo in vitro apds o estimulo com antigenos de Leishmania spp. em
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de individuos infectados;
afericdo da reacdo intradérmica de Montenegro, que avalia a resposta imune
celular do tipo retardada; analise da producéo in vitro de Interleucinas (IL);
Fatores estimuladores de colénias de células de origem hematopoiética (CSF);
Fator de necrose tumoral a (TNF-a ); Fator de necrose tumoral B (TNF-B);
Interferons (IFN) entre outros (Kupper, 1990, revisto por Reithinger et al., 2007,
revisto por Gollob et al., 2014).

Estudos experimentais em modelos animais para a avaliagdo da resposta
imune, sdo Uteis ao estabelecer uma analogia com a infec¢do natural humana. No
entanto, estes modelos apresentam limitacGes, principalmente pelo fato de nédo
ser possivel criar condicdes semelhantes a infeccdo natural ao se utilizar
hospedeiro com comportamento imunoldgico diferente do ser humano (Alexander
& Bryson, 2005; revisto por Reithinger et al., 2007; revisto por Kaye &
Scott, 2011).

Na leishmaniose tegumentar ha uma boa correlagdo entre a forma clinica e a
resposta de hipersensibilidade retardada, que é aferida através da reacédo
intradérmica de Montenegro (IDRM). Nas formas regressivas, que apresentam
uma evolucado clinica benigna, observa-se uma forte reacdo, enquanto que nos
pacientes com as formas recorrentes, a IDRM é fracamente positiva. Nos
pacientes com recaida, a IDRM é mais fraca, quando comparada as dos
pacientes com reinfeccao (Bosque et al., 2000). Na fase ativa das leishmanioses
difusas, os pacientes ndo reagem aos antigenos de Leishmania spp. (anergia
cutanea) (revisto por Reithinger et al., 2007) e nos pacientes com leishmaniose
mucosa ocorre uma resposta a reacgédo intradémica de Montenegro maior, quando
comparada a leishmaniose cutanea localizada (Pirmez et al., 1993; Ribeiro-de-
Jesus et al., 1998; Sassi et al.,, 1999). A resposta in vitro aos antigenos de
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Leishmania spp. pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMC) em
individuos infectados, onde se observa a proliferacdo e a producdo de citocinas
por estas células, incluindo o IFN-y, também € util para a avaliacdo da resposta
imune. Nos pacientes com a forma mais branda da doenca, a leishmaniose
cutanea localizada, ocorre uma tendéncia a resposta proliferativa e producdo do
IFN-y, predominando, portanto, a resposta do tipo Thi1. Os pacientes com recaida
apresentam pouca resposta proliferativa, liberagdo de baixas concentragbes de
IFN-y e altas concentracfes de IL-4, a principal citocina da resposta do tipo Th2
(Ajdary et al., 2000; Souza et al., 2016). Naqueles pacientes que apresentam a
forma difusa, ha uma queda seletiva relacionada a Leishmania spp. da imunidade
mediada por células. Observa-se nestes casos que em sua fase ativa, ndo ha a
expressdo do IFN-y, mas sim a expressao da IL-2, IL-4 e IL-10. Apds o
tratamento, com a regressao transitoria da doenca, ocorre a expressao do IFN-y e
baixas concentragdes da IL-10. Embora haja uma associacdo entre o
aparecimento da expressdo do INF-y e a melhor resposta clinica, este fator
isoladamente ndo € suficiente para prevenir recaidas nestes pacientes. Nesta
forma, é descrita ainda anergia cutanea a reacao intradérmica de Montenegro e a
auséncia de resposta de proliferacéo especifica dos PBMC (revisto por Reithinger
et al., 2007).

O modelo classicamente utilizado de dicotomia da resposta imune adquirida
em resposta do tipo Th1 ou resposta do tipo Thz € muito simplificado. Os eventos
relacionados ao controle da infeccdo, ou a progressdo da doenca vem se
revelando mais complexos, a medida em que surgem novos conhecimentos da
imunidade adquirida (revisto por Reithinger et al., 2007; Souza et al., 2016). A
resposta do tipo TH2 caracteriza-se pela secrecao das citocinas IL-4, IL-5, IL-10,
IL-13 e TGF-B, que inibem da ativacdo dos macréfagos, além de impedirem a
secrecdo de citocinas inflamatérias, exercendo, portanto, uma importante funcéo
de reducdo dos danos nos tecidos afetados, mas facilitando a sobrevivéncia dos
parasitas nas lesfes (Scott, 2005; revisto por Lazarevic & Glimcher, 2011; revisto
por Kaye & Scott, 2011). A polarizacdo da resposta Th2 nunca explicou totalmente
a gravidade da leishmaniose humana e um numero de subconjuntos de células T,
incluindo as células Treg € as células Twi7 apresentam papéis importantes na

suscetibilidade e na resisténcia, tanto na leishmaniose experimental, como na
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leishmaniose humana (revisto por Nylen & Gautam, 2010). Na forma mucosa,
ocorre uma mistura entre a resposta Tr1 € Trz, com elevados niveis de IL-2, IL-4,
IL-5 e de TNF-a, o que pode explicar a incapacidade de evolucédo para a cura
espontanea, pois a resposta ThHz2 tende a predominar quando os dois tipos de
respostas sdo ativados (Scott, 2005; revisto por Reithinger et al., 2007). A
resposta THi1 se caracteriza pela transcricao e traducdo da IL-12, IFN-y, TNF-a e
pela regulagdo negativa (inibigcdo), da produgéo da IL4, IL-10, IL-13 e do fator de
crescimento e transformacao-f (TGF-B) (Scott, 2005; revisto por Gollob et
al., 2014).

As células T derivadas de uma unica linhagem de linfécitos T CD4* podem
se diferenciar em células T “helper” Tui, Thz, THi7 € Treg, dependendo da
expressdo dos fatores de transcricdo especificos para cada linhagem. Distintas
células T “helper’” possuem a habilidade de produzir um conjunto diferente de
citocinas. A expressao do fator de transcricdo T-bet na resposta do tipo Twi, induz
a sintese de IFN-y, que exerce a acado mais potente na ativacao dos macrofagos e
das células dendriticas (Ajdary et al., 2000). Este tipo de resposta se associa a
uma evolucdo mais favoravel de doenca por micro-organismos intracelulares,
podendo ocorrer inclusive uma cura espontanea, além de estimular a producao de
anticorpos pelos linfocitos B e a expanséo clonal de linfécitos T citotoxicos (revisto
por Fearon & Locksley, 1996; revisto por Kaye & Scott, 2011). Ao ocorrer uma
falha na expressao do T-bet, observa-se uma resposta Tui1 deficiente, havendo
predisposicdo as infec¢cbes mais graves, mas por outro lado, a expressdo em
excesso deste fator de transcricdo provoca o surgimento de doengas autoimunes
(revisto por Lazarevic & Glimcher, 2011). O T-bet exerce ainda um papel chave na
regulacdo da migracdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células Treg. Estas
células sdo divididas em duas categorias: células T reguladoras Foxp3* natural
(nTreg) € células Treg induziveis (iTreg), que sd0 geradas na periferia. Ambas as
populacdes séo fontes de IL-10 (Anderson et al., 2005) e antagonizam a resposta
inflamatodria limitando o dano tissular, estando relacionadas a tolerancia aos
parasitas em células da pele e em outras superficies epiteliais (Belkaid et
al., 2002). As células THi7 e Treg exercem funcdes importantes na indugéo e no
controle da resposta inflamatoria. Estes subconjuntos de células T apresentam

um grau mais alto de plasticidade quanto a sua decisdo de diferenciagdo quando
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comparadas com as ceélulas T convencionais, responsaveis pela resposta Th1 €
TH2, capacitando-as a responder a diferentes sinais que ocorrem nos ambientes
que ocupam (revisto por Nylen & Gautam, 2010). A produgéo de IL-10 ocorre em
uma grande variedade de células, incluindo entre outras, a célula T reguladora
CD4* CD25" (Belkaid et al., 2002), células T CD4* e T CD8* (Belkaid et al., 2001),
células B (Ronet et al., 2010) e células NK (Maroof et al., 2008). A auséncia de
células Treg € oObservada em condi¢cdes autoimunes (revisto por Nylen &
Gautam, 2010).

As células Thi7 atuam como células pré inflamatérias e secretam a IL-17
exercendo funcbes que conectam a imunidade adaptativa a inata. A IL-17
estimula a producao da IL-1f, responsavel pelo recrutamento principalmente dos
neutréfilos e em menor escala dos mondcitos para o sitio de infeccdo (Korn et
al., 2007). As doencas autoimunes estdo relacionadas a superexpressao desta
citocina (Chung et al., 2009; revisto por Lazarevic & Glimcher, 2011; Taberkiewicz
et al., 2015). A resposta Thiz atua na protecdo de superficies corpéreas que
entram em contato com o meio externo, exercendo agdes contra bactérias
extracelulares e fungos (revisto por Nylen & Gautam, 2010) e provavelmente por
este motivo, é induzida na leishmaniose mucosa (Boaventura et al, 2010; Maretti-
Mira et al., 2012). As células THi7 e as células NK produzem ainda a IL-22 que
estimula a producdo de peptideos antimicrobianos (revisto por Nylen &
Gautam, 2010; revisto por Sonnenberg et al., 2011). A avaliagcdo da secrecdo da
IL-17 nos PBMC pela PCR em tempo real nos pacientes com leishmaniose por
L. (L.) braziliensis detectou niveis mais elevados desta citocina nas amostras dos
individuos com infeccdo subclinica, quando comparadas com pacientes com a
doenca (LCL), sugerindo a participacdo da THiz no controle da infeccdo (Novoa et
al., 2011).

O fator nuclear kappa B (NFkB) é um fator de transcricdo que coordena a
expressao de uma grande gama de genes importantes para o funcionamento da
resposta imune. Ao ser ativado por uma variedade de estimulos, incluindo
patogenos, sinais de estresse e citocinas inflamatorias, tais como as espécies
reativas de oxigénio (ROS), TNF e IL-1, sofre a translocacéo para o nucleo, onde
se liga ao seu DNA cognato (revisto por Li & Verma, 2002; revisto por Ghosh &

Dass, 2016). Este fator regula tanto a resposta imune inata como a adaptativa
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(Imler & Hoffmann, 2000) e esta envolvido, entre outras coisas, na producédo da
IL-18 e do IFN-y, que sdo necessarios para a execucao das fun¢des das células
Th1 (Kojima et al., 1999). Exerce ainda, papel importante na proliferacdo dos
linfocitos. E um dos fatores mais importantes para a regulacéo da expressdo de
genes pro-inflamatérios induzindo a transcricAo de citocinas inflamatorias,
quimiocinas, metaloproteinases (MMP), ciclo-oxigenases (COX2) e 6xido nitrico
sintetase induzida (INOS) (Tak & Firestein, 2001). Atua ainda na ativacédo da
inflamacédo, sendo responsavel pela expressdo dos inflamassomos candnicos
NLRP3, AIM2 e pela expressdao da pro-IL-1B (Hornung et al., 2009).
Paradoxalmente o NFkB exerce também funcao anti-inflamatoéria, mediada pela
superexpressdo do receptor de autofagia p62, responsavel pelo que
reconhecimento e remogé&o das mitocondrias danificadas (Zhong et al., 2016).

A resolucdo da LTA ocorre principalmente pela reposta imune mediada por
célula e ndo por imunidade humoral (revisto por Reithinger et al., 2007). O
processo de cura da lesdo em todas as espécies de Leishmania é geralmente
associado a formacdo de granulomas (revisto por Kaye & Beattie, 2016). A
manutencao por longo prazo das células T de memdria ocorre pela apresentacao
continua de antigenos, que é possivel porgue alguns parasitas podem
permanecer nas lesdes cicatriciais (Schubach et al., 1998). Esta ndo eliminacao
completa do parasita concorre para a estimulacdo da resposta imune antigeno
especifica para Leishmania spp. impedindo assim a reinfeccdo (Coutinho et
al., 2002).

Os linfécitos T CD8* parecem exercer uma funcdo de prevengcdo a
reinfeccdo (Muller et al., 1993). Foi ainda proposto por Novais e colaboradores
que, a morte celular, ao liberar padrbes moleculares associados ao perigo
(DAMP), age como “feedback” positivo potencializando os linfécitos T CD8*
(Novais et al, 2015).
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1.1.2 Resposta imune inata

O sistema imune inato é responsavel pela rapida deteccédo e eliminacao dos
micro-organismos patogénicos. No decorrer do processo da evolugdo das
espécies, manteve a sua funcdo original, mas vem sofrendo constantes
mudancas em decorréncia da pressao seletiva imposta pelos patégenos. Ao
adquirir novas funcdes, desenvolveu gradativamente mecanismos que permitiram
uma interacdo com a resposta imune adaptativa, que ocupa posi¢cado mais recente
na escala evolutiva e é encontrada apenas nos organismos vertebrados. A
resposta imune constitutiva reconhece os agentes invasores, identifica-os como
estranhos e os elimina seletivamente, preservando de danos o seu proprio corpo
(Medzhitov & Janeway, 1997; revisto por Martinon et al., 2009; revisto por Liu &
Cao, 2016). Os padrdes moleculares associados aos patégenos (PAMP), sao
derivados de componentes essenciais para a sobrevivéncia dos micro-organismos
e por este motivo, sdo conservados evolutivamente. Sendo assim temos o acido
teicdico que é encontrado na parede de todas as bactérias gram positivas, o0s
lipopolissacarides (LPS) presentes na parede das bactérias gram negativas, o
RNA de dupla hélice existente nos virus RNA e as mananas que fazem parte da
parede celular dos fungos (Medzhitov & Janeway, 1997; Herwald &
Egesten, 2016). Para os protozoarios, o espectro de moléculas conhecidas por
estimular o sistema imune inato € mais extenso (revisto por Clay et al., 2014). Os
componentes da parede celular ativam a imunidade inata, por exemplo as
lipofosfoglicanas (LPG) da Leishmania (L.) donovani, inibem a resposta
inflamatoéria dos macrofagos (Descoteaux et al., 1992; revisto por Geiger et
al., 2016). Embora os receptores de reconhecimento de padrdes (PRR) nao
possuam a capacidade de distinguir os micro-organismos como patogénicos ou
comensais pois ambos produzem PAMP, apenas 0s germes patogénicos
desenvolveram, ao longo do processo evolutivo, mecanismos para obterem
acesso aos compartimentos do meio interno do hospedeiro, onde os PRR sao
capazes de detecta-los deflagrando uma resposta imune (Medzhitov &
Janeway, 2002). A vigilancia por meio destes receptores exerce um
monitoramento do espaco extracelular e dos compartimentos subcelulares para a
deteccado de sinais relacionados a infeccdo, ao dano ou a outro estressor celular
(revisto por Latz et al., 2013). A resposta imune inata € mediada principalmente

12



por neutréfilos e macrofagos, que sdo responsaveis pela fagocitose e pela
destruicdo dos micro-organismos. Além disso, pela sua capacidade de produzir
uma grande variedade de mediadores inflamatérios e citocinas, a imunidade inata,
atua também na coordenacdo de outra modalidade de resposta. A expressao de
um conjunto de quimiocinas derivadas dos macrofagos tissulares residentes altera
a expressao de receptores para quimiocinas nas células dendriticas, induzindo a
sua migracdo via linfatica. Nas fases mais avancadas da resposta imune, a
inducdo de um conjunto de quimiocinas potencializa o recrutamento de células do

sistema imune inato para os sitios de inflamacéao (revisto por Luster, 2002).

Os eventos da fase inicial da resposta imune frente a infecgdo, dependem
da resposta imune constitutiva ou inata, mas a resolucdo do processo infeccioso
ocorre através da resposta imune adaptativa (Aderem & Ulevitch, 2000; Bosque et
al., 2000; Otvos, 2016).

7 bY

A Inflamacdo é definida como a resposta do hospedeiro a agentes
infecciosos, danos tissulares ou a irritantes celulares. Os sinais clinicos classicos
da inflamagé&o sao: rubor; calor, tumor e dor (revisto por Stutz et al. 2009; revisto
por Kulkarni et al, 2016). A Interleucina-1 é a principal mediadora da resposta
imune inata. Sao sete os componentes desta familia: IL-1a, IL-18, IL-18, IL-33, IL-
36a, IL-36B e IL-36y. Todas as células do sistema imune inato ou expressam
estas citocinas ou sdo afetadas por membros desta familia. Além disto, estas
citocinas exercem fun¢Bes na diferenciacdo de células linféides (revisto por
Garlanda et al., 2013). Observa-se uma homologia tridimensional entre a IL-18 e
as citocinas da familia IL-1 (Takeda et al., 1998). A transcricdo da pro-IL-13 é
induzida pela ativacdo do NFkB, enquanto que a pro-IL-18 é constitutivamente
expressa e aumenta apos a ativacao celular. A resposta inflamatéria € mediada
principalmente pela IL-1( e pela IL-18, responsaveis pelo estabelecimento de uma
ponte entre a imunidade inata e a adaptativa. Estas duas citocinas séo produzidas
no citoplasma em suas formas inativas, sendo nesta fase denominadas de pro-IL-
1B e pro-IL-18 e necessitam da ativagdo que ocorre através da protedlise pela
caspase-1 recrutada pelos inflamassomos canoénicos (Dinarello, 1998; Guey &
Pétrilli, 2016). Os mecanismos de controle da transcricdo e da liberacdo da IL-13
em mamiferos sdo essenciais, pois a liberagdo ndo modulada desta citocina pode
ser extremamente deletéria, e por este motivo, as duas etapas consecutivas de
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ativacdo por meio da maturacdo da pro-caspase-1 e subsequente ativacdo da
citocina sdo importantes para evitar os efeitos indesejaveis de sua ativacado
exagerada (revisto por Stutz et al., 2009; revisto por Kulkarni et al, 2016). A IL-18,
também denominada fator indutor de IFN-y (Monteforte et al., 2000), promove
ainda a proliferacdo de células TH1 e a ativagdo de células NK (Okamura et
al., 1995; Dinarello, 1998; Compajen et al., 2000). E capaz ainda, de ativar as vias
classicas da IL-1 tais como myD88, TRAF e NFkB. Em modelos experimentais de
infeccdo de L. (L.) major, a IL-18 parece promover a producdo do IFN-y, no
entanto, um efeito de pro-polarizacdo da resposta Thi, S6 ocorre quando as
células sao inicialmente sensibilizadas pela IL-12 (Takeda et al., 1998). A IL-1a
também pode ativar o receptor da interleucina-1 (IL-R1), contribuindo para a
resposta inflamatéria in vivo. A IL-1la, ao contrario da IL-1B, é expressa
constitutivamente em muitas linhagens celulares e, embora seja objeto de
controvérsia, parece nao precisar ser processada para exercer sua atividade
biolégica. Logo, esta forma, mesmo nédo ativada, é capaz de promover a resposta
inflamatoria no microambiente extracelular, ao ser liberada pela necrose celular. A
IL-1a também é secretada em resposta a numerosos ativadores do NLRP3, mas
sua liberacdo ndo € estritamente dependente deste inflamassomo (Dostert et
al., 2013; revisto por Latz et al., 2013). Niveis muito altos de IL-1B e IL-18
provocam resposta imune exacerbada, estando associados ao choque séptico, as
doencas autoimunes ou degenerativas (Dinarello, 1998; Schulte et al., 2013.). O
principal efeito da IL-1 no sistema nervoso central é a febre. Observa-se ainda a
hipotensdo arterial associada a vasodilatacdo, o estimulo a hematopoese e a
angiogénese, a ativacao dos linfécitos, a atracdo e extravasamento para 0 meio
extracelular dos leucécitos, e a sintese dos anticorpos (Garlanda et al., 2013).
Esta citocina, produzida principalmente pelos mondcitos e macrofagos, € também
responsavel pelo prolongamento da vida e pelo estimulo as funcdes efetoras dos
neutrofilos e macrofagos (Reiner, 1987; Mantovani et al., 2011). A IL-1 induz
moléculas de adesdo no endotélio vascular, estimula a producéo e a liberagédo de
quimiocinas que resultam no recrutamento de leucocitos, aprimorando a resposta
imune inata (revisto por Uthaisangsook et al., 2002). Estas citocinas controlam a
diferenciacdo e a funcdo das células linféides do sistema imune adaptativo

(revisto por Garlanda et al., 2013). Um papel proeminente da IL-1f na imunidade
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adaptativa € o estimulo para a diferenciacdo de células T para a resposta THi7
(Kryczek et al., 2007; revisto por Mills et al. 2013). A IL-33 esta envolvida
principalmente na resposta imune do tipo Th2. Parece exercer uma importante
funcdo na manutencdo da homeostase da pele, através de um efeito inibitério, ou
seja, de reducao da lesao tecidual que ocorre, por exemplo, apds a exposicado aos
raios UVB. No entanto, este efeito ao longo prazo, pode ser facilitador para o
cancer de pele (Byrne et al., 2011). A IL-33, liberada por células necréticas, €

necessaria para uma potente resposta de linfocitos T CD8* (Bonilla et al., 2012).

As caspases foram inicialmente identificadas como enzimas mediadoras da
apoptose, principal mecanismo de morte celular (Cohen, 1997). Posteriormente,
foram identificadas as caspases inflamatérias, que exercem funcdes diferentes,
pois apds sofrerem um processo autoproteolitico, sdo responsaveis pela ativacao
catalitica das citocinas inflamatérias IL-1B e IL-18. Nos seres humanos, as
caspases inflamatérias conhecidas sdo a caspase-1, caspase-4 e caspase-5
(Martinon & Tschopp, 2005; revisto por Kerse et al., 2007). Além das atividades
relacionadas a IL-1B e a IL-18, esta enzima inativa a IL-33, que € ativada pela

calpaina (revisto por Martinon et al., 2009; revisto por Stutz et al., 2009).

Os inflamassomos sdo assim denominados por serem capazes de ativar a
resposta inflamatdria. Sao receptores compostos por um conjunto de proteinas
com alto peso molecular, solaveis no citoplasma e que funcionam como um dos
mediadores da resposta imune inata (Martinon et al., 2002; revisto por Martinon et
al., 2009; revisto por Stutz et al., 2009). Denominados também de receptores de
reconhecimento de padrées (PRR), funcionam como sensores citosélicos de
moléculas especificas dos patdgenos, geradas apdés degradacdo de micro-
organismos invasores. Os PRR sdo expressos em células dos vertebrados, tais
como células epiteliais e células efetoras do sistema imune inato,
predominantemente neutréfilos e macrofagos, que geralmente séo as primeiras
células a interagir com os patdgenos durante a fase inicial da infeccao (revisto por
Uthaisangsook et al, 2002). ApoOs esta etapa de reconhecimento dos agentes
invasores, ocorre a ativacao autocatalitica da caspasel via aposi¢cao de dois ou
mais de seus mondmeros, deflagrando processo inflamatorio, que ira tentar
eliminar a ameaca ainda no sitio priméario de infeccdo (Cohen, 1997; revisto por
Medzhitov, 2008; revisto por Stutz et al., 2009). Além disto, a ativacdo dos
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inflamassomos causa uma rapida forma proé-inflamatéria de morte celular,
denominada de piroptose, com caracteristicas mistas entre apoptose e necrose. A
inducéo da lise celular ocorre por um processo rapido que envolve condensacao
nuclear com fragmentacdo de DNA, degradacdo da actina e uma perda da
integridade da membrana celular pela formacéo de poros (revisto por Stutz et
al., 2009; Broz et al. 2010a; revisto por Latz et al., 2013). A piroptose pode ser
muito importante para eliminar os patdgenos intracelulares, através da exposicao
destes, aos mecanismos mais robustos de defesa extracelulares (Broz et
al., 2010a). Além dos PAMP, os padrdes moleculares associados ao perigo
(DAMP), também denominados de alarminas, sao liberados apds a lesao celular.
A ativagcdo dos inflamassomos pelos PAMP ou DAMP funciona tanto como
estimulo para o recrutamento de mais células do sistema imune ao sitio de
infeccdo, como também para dar inicio ao processo de reparo tecidual (revisto por
Medzhitov, 2008). Os primeiros PRR descobertos foram o tipo Toll (TLR), que sao
0s receptores localizados na superficie celular ou nos endossomos. ApOs o
descobrimento destes receptores foram identificadas duas outras familias: os
receptores do tipo NOD (NLR); e os RIG-helicases (RLH). Os NLR, também
denominados de inflamassomos, vem assumindo cada vez mais importancia
(Meylan et al., 2005; Seth et al., 2005; Johnson & Gale, 2006; Van Opdenbosch et
al.,, 2014). A funcdo de uma grande parte dos inflamassomos € ainda
desconhecida, no entanto, a sua importancia na estratégia de defesa € sinalizada
pelo fato de serem expressos em células que atuam na fase inicial da resposta
imune, tais como células epiteliais, neutréfilos, assim como macrofagos e células
dendriticas residentes (Cohen, 1997; revisto por Medzhitov, 2008; Van
Opdenbosch et al., 2014).

A familia dos NLR é transcrita a partir de um conjunto de 22 genes
humanos. H& pelo menos trés membros destas subfamilias, NLRP1, NLRP3 e
NLRC4 que sao conhecidos por sua capacidade de montar uma plataforma de
grande peso molecular e séo capazes de ativar a caspase-1. Embora o AIM2 néo
contenha a proteina NLR, é considerado um inflamassomo. Cada uma destas
plataformas proteicas é ativada por estimulos diferentes (Schroder &
Tschopp, 2010; revisto por Clay et al. 2014). Os inflamassomos candnicos mais
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bem caracterizados sdo NLRP1, NLRP3, NLRC4, AIM2 e PYRIN (revisto por
Lamkanfi & Dixit, 2014).

As células epiteliais, que configuram nos seres humanos, a primeira barreira
contra as bactérias expressam os inflamassomos NOD1, NOD2, NLRP3 e NAIP
(Kufer et al., 2005; Kummer et al., 2007; Vinzing et al., 2008). O NLRP1 é
amplamente encontrado, enquanto que o NLRP3 esta presente principalmente
nas ceélulas do sistema imune, células epiteliais e osteoblastos (McCall et
al., 2008; Feldmeyer et al., 2010; Guarda et al., 2011). Até o momento, a principal
funcdo da proteina do tipo “speck” associada a apoptose (ASC), também
conhecida como Pycard ou TMS1, é funcionar como um adaptador que une tanto
o NLRP3 como o AIM2 a caspase-1 (Mariathasan et al., 2004; revisto por Jin &
Xiao, 2015). Apés a ocorréncia de estimulos diferenciados para cada
inflamassomo ocorre a “montagem” da plataforma proteica responsavel pelo

recrutamento da caspase-1 como ilustrado a seguir.
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Figura 1.1: representacao grafica da organizacao estrutural dos inflamassomos NALP3
(NLRP3) e IPAF (NLRC4). A estrutura central é formada pelo NALP3, o adaptador ASC
e a caspase-1. As interacdes entre PYD-PYD (“‘PYRIN domain”) e CARD-CARD
(“caspase-recruitment domain”), sdo essenciais para o recrutamento e para a ativagao
da caspase inflamatéria pela unido com o adaptador ASC. O IPAF recruta a caspase-1
diretamente pela interacdo da CARD-CARD (n&o precisa do ASC). O NALP3 ou o IPAF
ativa a inducdo da oligomerizagdo do dominio NACHT, formando entdo o
inflamassomo. Apds estes eventos, ocorre a ativagcdo da caspase-1 e da IL-1B3. Fonte:
Martinon et al. The inflammasomes: Guardians of the body. Ann. Rev. Immunol., 2009.
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1.1.3 AIM2

O inflamassomo AIM2 foi inicialmente descrito como um complexo proteico,
que quando expresso nos melandcitos, os tornava resistentes a transformacgéo
em células malignas. D4-se 0 nome a estas proteinas de “Absent in Melanoma-2”
(AIM2), pois a auséncia do receptor AIM2 nestas células favorece mutacfes
genéticas que resultardo no melanoma (DeYoung et al., 1997). O AIM2, também
denominado de receptores ausentes em melanoma (RAM), pertence a familia
HIN-200 (“Haematopoietic-expression-Interferon-inducible-nature-Nuclear-
localization”), funcionando como receptor para moléculas de dupla fita de DNA
intracelulares € dependente do adaptador ASC para exercer sua atividade
inflamatéria. O DNA citoplasmatico, que pode ser derivado da infec¢do viral, de
outros micro-organismos patogénicos, dano tissular ou ainda oriundos dos
lipossomos catibnicos, € um potente ativador da resposta por Interferon tipo |
(Fernandes-Alnemri et al., 2009; Hornung et al., 2009; revisto por Latz et
al., 2013). O AIM2 se encontra ainda expresso nos leucoécitos do sangue
periférico, nas células dendriticas e nos queratinocitos (Roberts et al., 2009;
Fernandes-Alnemri et al., 2009). O INF-y induz a expressdao do AIM2 nos
queratinécitos e nos macréfagos (Dombrowski et al., 2011; de Koning et al., 2012;
Kopfnagel et al., 2011). As analises das estruturas cristalizadas do dominio HIN
do AIM2 revela que os 200 amino&cidos do dominio HIN, se dobram em duas
estruturas em tandem ligantes de oligonucleotideo/oligossacarideo (OB), que sao
mantidas unidas firmemente através de uma interface hidrofébica (Shaw et
al., 2014). A resposta imune € ativada ap06s deteccdo do DNA intracitoplasmatico,
0 que contribui para a resolucdo de infec¢cbes por patdégenos intracelulares (Jones
et al., 2010). Este inflamassomo é identificado, até o momento, como o principal
ativador da caspase-l1 em resposta ao DNA citoplasmatico (Kopfnagel et
al., 2011). A piroptose esta envolvida na atividade supressiva de tumores
atribuidas ao AIM2 (Fernandes-Alnemri et al., 2009). A ativagdo da resposta
inflamatoria parece ocorrer através de uma acéo sinérgica entre o NLRP3 (sensor
de perigo) e o AIM2 (sensor de DNA). Embora a primeira vista, possa parecer
redundante que ocorra a ativacdo destes dois inflamassomos, esta ativacao
ocorre por mecanismos diferentes e sdo complementares (Fernandes-Alnemri et
al., 2009).
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1.1.4 NLRP3

O NLRP3 é o inflamassomo mais bem estudado. E capaz de responder a
estimulos diversos, relacionados a infec¢do, estresse celular ou dano tissular
(Schroder & Tschop, 2010; revisto por Latz et al, 2013). Ha controvérsias quanto a
sua ativacao. Uma das teorias propde que este evento ocorra em duas etapas: a
primeira promoveria o recrutamento dos componentes do inflamassomo e o
segundo envolveria a montagem da estrutura multimérica para o processamento
da IL-1B (revisto por Franchi et al., 2009). O fator de transcricdo NFkB seria
ativado na segunda etapa deste processo, denominada de fusdo, aumentando a
expressdo do NLRP3 e da pré-IL-1B (O’'Connor et al., 2003). As espécies reativas
de oxigénio (ROS) sdo necessdrias para que ocorra a ativacdo deste fator de
transcricdo (Bauernfeind et al., 2011; Morgan et al., 2011; revisto por Dunn et
al., 2015). Uma outra teoria relaciona a primeira etapa de recrutamento dos
componentes dos inflamassomos a ativacao do receptor do tipo Toll, que induz a
sintese do NLRP3 e da IL-1B dependentes do NFkB. A segunda etapa ocorreria
pela ativacdo dos inflamassomos e a consequente ativacdo da caspase-1 (revisto
por Afonina et al., 2015). O NLRP3 é ativado apds detectar disturbios da
homeostase celular (revisto por Davis et al., 2011; revisto por Dunn et al., 2015).
Ainda permanece incerto se o NLRP3 atua na vigilancia da integridade das
mitocondrias, detectando o dano mitocondrial ou se as mitocondrias servem
apenas como uma plataforma fisica para a montagem deste complexo (Elliott &
Sutterwala, 2015). Este inflamassomo seria ativado em consequéncia a disfuncao
das mitocOndrias, sinalizadas pela exposicdo de mtDAMP no citosol ou por
alteracdes nos niveis de metabdlitos e/ou aumento de mtROS (revisto por Dunn et
al, 2015). Um acumulo de mitocéndrias danificadas ativa o NLRP3. Uma
chaperona relacionada a autofagia, a p62, € capaz de reconhecer as mitocéndrias
danificadas e promover a sua remocéo (Geisler et al., 2010). Este fato pode ser
comprovado pela observacdo de que ha um acumulo de mitocéndrias danificadas

em macroéfagos deficientes de p62 (Zhong et al., 2016).

O NLRP3 é o unico identificado até o momento entre os NLR, que necessita
de dois pontos distintos de checagem para a sua ativacdo nas ceélulas em
repouso: o primeiro € a regulacdo transcricional; e o segundo é o processo de

deubiquitinacdo deste complexo proteico, possivelmente envolvendo espécies
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reativas de oxigénio (ROS) (revisto por Latz et al., 2013). O ATP derivado da
morte de células em altas concentracbes no meio extracelular, ativa este
complexo. Linfocitos T citotoxicos, células da microglia e mondcitos humanos,
também liberam o ATP para o meio extracelular (Filippini et al., 1990; Ferrari et
al., 1997; Piccini et al., 2008; Netea et al., 2009). Doencas inflamatérias como
gota e pseudogota, que sdo induzidas por cristais de urato monossodico e
pirofosfato de célcio respectivamente, ativam a inflamacao dependente do NLRP3
e da IL-1B (Martinon et al., 2006). Cristais de urato monossédico (MSU) liberados
por células necréticas também ativam o NLRP3 (Shi et al., 2003), assim com o
efluxo de potassio das células (Pétrilli et al., 2007). As espécies reativas de
oxigénio (ROS) se associam a ativagdo do NLRP3. Quando se inativa as ROS
com N-acetil-cisteina, observa-se o impedimento da formacdo do inflamassomo
pelo ATP e MSU (Pétrilli et al., 2007).

Estudos recentes indicam que a ativacdo do NLRP3 esta associada a uma
ampla gama de doencas autoimunes e inflamatérias, transformando estas
moléculas em um objeto de estudo atraente, na tentativa de descobrir novas
drogas para tratamento destas condi¢des (revisto por Abderrazak et al., 2015). Os
componentes proteicos que constituem cada unidade monomérica dos dois

inflamassomos escolhidos para o estudo se encontram representados abaixo.
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Figura 1.2: representacdo grafica dos inflamassomos em destaque: o NLRP3 necessita do
adaptador ASC para ativar a pré—caspase-1; o AIM2 apresenta um dominio PYRIN, que se liga ao
dominio PYRIN do adaptador ASC, responsavel pelo recrutamento da pré-caspase; e no extremo
oposto o dominio HIN200, se liga ao DNA de dupla fita no citoplasma. Fonte: Stutz et al.
Inflammasomes: too big to miss. J. Clin. Invest., 2009.

A resposta imune inata € responsavel pelo posicionamento rapido das
células fagociticas nos sitios de inflamacao e a subsequente captura e destruicao
dos patdgenos. Os neutréfilos, granulocitos polimorfonucleares, sao as células
efetoras primarias da resposta inflamatéria aguda e atuam na destruicdo dos
patdgenos invasores no sitio primario da infeccéo (revisto por Laskay et al, 2003).
As picadas dos flebotomineos, ou a inoculacédo por agulha com a saliva destes
insetos, independente da presenca do parasita, induzem uma intensa, rapida e
persistente infiltracdo neutrofilica na pele (Peters et al., 2008). Ao se induzir em
um modelo experimental murino a infeccdo com Leishmania (L.) major na pele,
observa-se o inicio imediato da resposta inflamatoria. Dentro de poucas horas
ap6s o desafio cutdaneo com 10° parasitas ocorre a primeira “onda” migratéria
neutrofilica. Apds dois ou trés dias, observa-se a segunda “onda” de células, com
o afluxo ao sitio da infeccdo de mondcitos e macrofagos (Sunderkotter et
al., 1993; Carvalho et al., 2012; revisto por Yang et al. 2016). Formas
promastigotas sdo capazes de induzir a migracdo de polimorfonucleares pela
liberacdo do fator quimiotético da Leishmania spp., que exerce uma potente acao
atrativa para os neutrofilos, mas ndo para os outros leucécitos, tais como o0s
monocitos e as células NK. Os neutréfilos participam do recrutamento e da
ativacdo das células NK e das células Twi, através da secrecdo de uma
quimiocina  (CXC-IFN-y-proteina-10  induzivel), capaz de regular o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora contra 0s patdogenos

22



intracelulares (Cassatella et al., 1997; revisto por Laskay et al, 2003). Produzem
ainda uma série de proteases, elastases e catepsina G, capazes de processar a
IL-18, a apenas alguns aminoacidos a montante do sitio de clivagem da caspase-
1. No entanto, a atividade desta Interleucina ativada por este mecanismo € menor
do que quando ativada pela via canbnica através da caspase-1 (Black et al., 1988;
Hazuda et al., 1991; revisto por Afonina et al., 2015). E provavel que, em certas
condi¢Bes inflamatorias caracterizadas pela liberagdo no meio externo da pro-IL-
18, as proteases derivadas dos neutrofilos e dos mastdcitos sejam importantes na
ativacdo desta citocina. Além disto, estas proteases podem agir secundariamente
a inducdo da piroptose pela caspase-1, com a liberacdo das formas ainda
inativadas das citocinas inflamatoérias para o microambiente extracelular (revisto
por Afonina et al., 2015). Demonstrou-se em um modelo experimental murino que
os neutréfilos internalizam tanto formas amastigotas como promastigotas,
principalmente ap0s o parasita sofrer a opsonizagdo com anticorpos especificos
para L. (L.) amazonensis. A captacdo deste parasita resultou na ativacdo dos
neutréfilos e na inducdo do estresse oxidativo (“oxidative burst”). E descrita
diferencas na resposta dos neutréfilos as formas amastigotas ou promastigotas.
Embora as duas formas sejam fagocitadas pelos neutrofilos peritoniais, as
amastigotas séo altamente resistentes aos mecanismos microbicidas e induzem a
liberacdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, enquanto que as promastigotas,
ativam a secrecdo do TNF-a e sdo mais suscetiveis de serem eliminadas pelos
neutréfilos (Carlsen, 2013). Ha dois mecanismos bésicos de reconhecimento de
micro-organismos pelos neutréfilos: reconhecimento opsonina dependente; e
opsonina independente. Na captacdo independente de opsoninas, os PRR
reconhecem os PAMP, presentes na superficie dos micro-organismos, induzindo
o processo de fagocitose denominada de nao opsonica (revisto por
Uthaisangsook et al., 2002). A maioria dos micro-organismos sao mortos
imediatamente nos neutréfilos, mas alguns patdégenos sobrevivem mesmo em
ambientes hostis. A sobrevivéncia destes agentes pode ser explicada por
mecanismos distintos: escape dos fagossomos, permanecendo no citoplasma das
células; bloqueio da fusdo fagossomo-lisossomo; ou inibicdo do estresse oxidativo
(revisto por Laskay et al., 2003). Este ultimo mecanismo é o utilizado pela

Leishmania spp., tanto in vitro como in vivo (Laufs et al., 2002). A sobrevivéncia
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dos patdgenos intracelulares obrigatorios, tais como Leishmania spp. no
hospedeiro depende do reconhecimento e da internalizacao celular destes micro-
organismos. Apos esta etapa, estes, devem escapar dos agentes antimicrobianos
imunes e nao imunes. Os neutréfilos sdo capazes de oferecer, em determinadas
circunstancias, condicbes favoraveis para manutencdo de parasitas viaveis
(Carlsen et al., 2013). O tempo de vida dos neutrdfilos é curto, cerca de 6 horas,
na circulacdo sanguinea, sofrendo, ap0s este periodo, apoptose constitutiva.
Leishmania spp. é responsavel pelo prolongamento do tempo de vida dos
neutrofilos, pela inducdo de um efeito antiapoptoético. De acordo com a teoria do
cavalo de Troia, as condicbes para a manutencdo da Leishmania spp. nos
macréfagos sao facilitadas, quando os parasitas se encontram no interior do
neutréfilo que esta sofrendo apoptose. A ingestdo pelos macréfagos de células
gue sofreram este processo de morte celular fisiolégica, e por este motivo néo
libera DAMP, pode resultar na toleréncia aos micro-organismos intracelulares, ao
nao ativar os mecanismos antimicrobianos que se relacionam aos danos (revisto
por Laskay et al., 2003; van Zandbergen et al., 2007). No entanto, resultados
diferentes sdo observados ao se analisar o comportamento de espécies distintas
de Leishmania spp. em relacdo aos neutréfilos e aos macrofagos. A interacao
entre os macrofagos, L. (L.) major e os neutrdfilos, favorecem a multiplicacdo do
parasita. De outro modo, resultado oposto foi encontrado, utilizando o mesmo
modelo com L. (V.) braziliensis, que resultou em uma reducdo significativa da

carga parasitaria (Novais et al., 2009).

A NETose é uma forma de morte dos neutréfilos na qual ocorre a liberacao
para 0 meio externo de uma substancia amorfa, denominada de armadilha
extracelular de neutréfilos (“neutrophils extracelular trap-NET”), formada por
cromatina descondensada associada com proteinas citoplasmaticas e granulares.
As formas amastigotas extracelulares ao serem envolvidas pela NET sofrem a

captura e morte (Morgado et al., 2015).

As células NK sdo citotoxicas pré-ativadas, sendo capazes de responder
rapidamente sem a necessidade de memodria prévia, desempenhando um papel
importante nas fases iniciais da reposta imune inata. Exercem as funcdes
citotoxicas, proliferativas e indutoras de citocinas. Sdo importantes produtoras do
IFN-y, fator estimulador de colénias de granulécitos-macrofagos (GM-CSF), fator
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estimulador de col6nias de macrofagos (M-CSF), TNF-a, IL-3, IL-8. A inducéo da
producdo de citocinas ocorre pelo seu efeito sinérgico com a IL-12, o TNF-a e a
IL-1 (Scott & Trinchieri, 1995). A IL-18 secretada pelos macrofagos ativados
induzem a producdo do IFN-y, além de potencializar a atividade celular das
células NK, assim como, quando associada a sensibilizacdo prévia destas células
com a IL-12, estimular a resposta Twi (Takeda et al., 1998). A infecgdo por
Leishmania (L.) major € mais grave em ratos com deplecao de células NK. Estas
células sdo necessarias para o controle da infeccdo em modelo murino infectado
com Leishmania (L.) amazonensis (Laskay et al., 1993). Além disto, em individuos
com a infeccdo subclinica, desempenham funcdo protetora podendo ser

relacionadas a cura (Maasho et al., 1998).

A resposta imune inata pode ser um fator importante para o controle da
infeccdo por Leishmania spp. A hipétese de que a imunidade adaptativa possa ser
a Unica responsavel pelo desfecho favoravel da infeccao € refutada pelo fato de a
resposta do tipo | ser mais intensa em pacientes, quando comparada com
individuos com a forma subclinica. Uma resposta imune adaptativa mais fraca
pode estar relacionada a uma maior eficiéncia em controlar, ainda na fase inicial,
a infeccdo através da resposta imune inata (Follador et al., 2002; Novoa et
al., 2011).

1.1.5 Regulacédo negativa dos inflamassomos

A resposta inflamatdéria deve retroceder, quando n&o for mais necesséria. A
liberacdo da IL-1B e da IL-18 precisa ser inibida apés a deflagracdo dos eventos
relacionados a resposta imune adaptativa ser obtida. Os linfécitos T CD4*
efetores, ou de memdria e o IFN-y derivado das células T possuem a capacidade
de inibir, por contato, a ativacdo do NLRP1 e do NLRP3 (revisto por Latz et
al., 2013). Mecanismos de evasao dos micro-organismos também podem inibir o
NLRP3. Este fato foi observado in vitro em um estudo com cultura de células de
linhagem monocitica humana (THP1), diferenciada por PMA (phorbol-12-
myristate-13-acetate), exposta a GP63 purificada e exossomos contendo GP63
derivada de L. (L.) mexicana. Houve a inibicdo da maturacao e da liberacao da IL-

18 pelos macréfagos, associada como a inibicdo das espécies reativas de
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oxigénio (ROS), que sao potentes ativadoras do NLRP3 (Shio et al., 2015). Um
outro mecanismo descrito esta relacionado aos autofagossomos que ao se
fundirem com os lisossomos degradam estes elementos citoplasméticos,
processo descrito tanto para o AIM2 como para o NLRP3. O bloqueio da autofagia

potencializa a atividade dos inflamassomos (Shi et al., 2012).

1.1.6 Vias de ativagcdo dos inflamassomos (Via candnica e nao

candnica)

As caspases sdo uma familia das proteases envolvidas na inflamacéo e na
apoptose. A ativacdo da caspase-1 é deflagrada por uma variedade de agentes
infecciosos ou estimulos nocivos e parece ser mais complexa do que foi
inicialmente descrita, sendo um evento chave na resposta imune inata nos
macrofagos. (Broz et al., 2010a). Esta enzima é constitutivamente expressa
(revisto por Diamond et al., 2015), produzida como um precursor citosoélico que
por proximidade induz a autoativagdo. O recrutamento da caspase-1 nos
complexos multiproteicos, denominados inflamassomos candnicos, é suficiente
para que ocorra a sua autoativagdo sem o seu processamento (Elliott et al., 2008;
Broz et al., 2010b). O recrutamento do adaptador ASC provavelmente altera a
conformacao dos dimeros da pro-caspase-1, de uma maneira que permita a sua
autoativacao litica (Broz & Monack, 2011). Recentemente, vem sendo descrita
uma via alternativa de ativacdo da caspase-1, denominada de via ndo candnica
(revisto por Vigano & Mortellaro, 2013), que em camundongos é controlada pela
caspase-11. A andlise do papel da caspase-11 na inflamacao foi possivel apos a
identificacdo de que em estudos iniciais com camundongos “knockout” para a
caspase-1 gene (Caspl”) havia uma associacédo ndo identificada de “knockout”
também para o gene da caspase-11 (Caspll”) (Kuida et al., 1995; Li et al., 1995;
revisto por Vigano & Mortellaro, 2013). Este fato se deve a proximidade dos genes
codificantes da caspase-1 e da caspase-11, tornando dificil a segregacéo por
recombinacdo, das mutacdes para a caspase-1 e para a caspase-11. Portanto,
nestes primeiros ensaios ocorreu o0 viés da anulacéo tanto da via classica quanto
da via ndo candnica (Kayagaki et al., 2011). A caspase-11 medeia a morte celular
via piroptose independente dos inflamassomos e a liberagdo das formas ativas da

familia das IL-1 (Casson et al., 2015). E um membro da subfamilia das caspases
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gue compartilha 46% de identidade com a caspase-1 murina (revisto por Diamond
et al., 2015). Os seres humanos nao codificam a caspase-11, ao invés disto, com
base na homologia da sequéncia de aminoacidos, os genes homologos podem
codificar tanto a caspase-4 como a caspase-5 (revisto por Vigané &
Mortellaro, 2013), que séo responsaveis pela inflamacéo. A caspase-4 exerce um
papel critico na regulacdo da via ndo can6nica dos inflamassomos e € necessaria
para a liberacdo da IL-la e para a morte através da piroptose (Casson et
al., 2015). Apos a distincdo e a separacdo entre as duas caspases nos modelos
animais, ou seja, a distincdo entre camundongos com genes Caspl’/Caspll”’
dos camundongos apenas com genes Caspl’ ou Caspll1”, foi possivel identificar
mecanismo alternativo de ativacdo dos inflamassomos, denominados de via nao
canbnica (Kayagaki et al., 2011). A expressdo da caspase-l11 necessita da
estimulacdo prévia da resposta inflamatoria (revisto por Vigano &
Mortellaro, 2013). H& duas hip6teses para a ativacdo da caspase-11. A primeira
propde que a inducdo da expressdo da caspase-11 seria necessaria para a sua
propria ativacdo (modelo de autoativagdo) (Rathinam et al., 2012). A outra
possibilidade é que a ativacdo da caspase-11 ocorreria em decorréncia da
montagem de uma plataforma proteica (Broz et al., 2012). O LPS, produto da
degradacdo das bactérias Gram negativas que foram degradadas nos
fagolisossomos, € responsavel pela ativagcdo de um “sensor” ndo candnico, que
seria responsavel pela ativacdo da caspase-11 murina. Esta via € independente
do receptor de membrana tipo “Toll” TLR4 que é ativado pelo LPS (revisto por
Diamond et al., 2015). A caspase-1 ndo é necessaria para que ocorra a ativacao
da caspase-11 e nem para a morte por piroptose dos macréfagos induzida pela
via ndo canodnica dos inflamassomos (Kayagaki et al.,, 2011). No entanto, a
caspase-11 parece potencializar os efeitos da caspase-1 (revisto por Vigano &
Mortellaro, 2013). Esta via considerada alternativa € responsavel pela ativacéo de
muitas funcBes previamente consideradas dependentes de via classica dos
inflamassomos. A maioria dos estudos que abordam a via ndo canbnica na
resposta inflamatoria, avaliam, no modelo murino, a interagéo entre as bactérias e
a caspase-11 (Kayagaki et al.,2011; Vigano & Mortellaro, 2013; Hagar &
Miao, 2014), ou no ser humano, onde se avalia a caspase-4, codificada pelo gene

ortblogo ao gene da caspase-11 murina (Casson et al., 2015). A acdo da
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caspase-11 na infecgcédo pelo Toxoplasma gondii correlaciona animais “knockout
para caspase-11 com uma melhora da sobrevida na infec¢do aguda, uma reducao
da inflamacéao local e sistémica. No entanto, na fase tardia da infeccdo se associa
a uma resposta inflamatoria mais exacerbada no sistema nervoso central e a uma
maior carga parasitaria nos cistos (Coutermarsh-Ott et al., 2016). Portanto, nas
infeccbes por protozoéarios, esta via parece exercer um papel importante na
resposta inflamatoria e deve ser avaliada em estudos posteriores que abordem a
resposta imune inata. Ha ainda evidéncias de que a caspase-11 module a
polimerizacdo da actina induzindo a fusdo entre os vacuolos contendo bactérias
aos lisossomos. Esta fusdo, além de limitar a multiplicacdo dos patégenos, pode
causar a liberacdo de bactérias presentes nos vacuolos para o citosol (Akhter et
al., 2012). A hiperativacédo da caspase-11 através do LPS na sepse pode ser mais
nociva do que benéfica (revisto por Diamond et al., 2015).

1.1.7 Mecanismos de defesa da pele

A pele é constituida por duas camadas separadas pela membrana basal. A
epiderme, a mais superficial, &€ responsavel pela interface com o meio ambiente e
€ constituida principalmente pelos queratinocitos, em varios estagios de
diferenciacdo, dispostos lado a lado em véarias camadas. Na Ultima, a mais
superficial, estas células sofrem um processo de apoptose, sendo transformadas
em cornedcitos. Forma-se entdo o stratum corneum, que € composto por estes
corpusculos inativos e anucleados, preenchidos por queratina. Na epiderme,
observa-se ainda pequena populacdo de células de Langerhans (LC) e os
melandcitos, produtores de pigmentos. A derme, camada mais profunda, €
constituida por fibroblastos, que s&o responsaveis pela producdo da matriz
extracelular e pelo tecido conjuntivo composto de colageno, fibras elasticas, uma
mistura de outras proteinas, numerosas terminagcdes nervosas, Vvasos
sanguineos, vasos linfaticos e uma variedade de células do sistema imune, tais
como macroéfagos, células dendriticas, mastécitos e linfoécitos T. Novas fungdes
para os queratindcitos tem sido descobertas, através do estudo de mecanismos
envolvidos na imunidade inata (Kawai & Akira 2007), assim como para as LC

(Mitsui et al., 2004; Sugita et al., 2007) e para 0s mastocitos, responsaveis pela
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atracdo dos neutrdfilos para o sitio de infeccéo, através da secrecdo de TNF-a
(Matsushima et al., 2004). A manutencdo da integridade da pele depende do
reconhecimento e do combate das agressdes, que podem ser de natureza
bioldgica, fisica ou quimica. As biologicas ocorrem ja no momento do nascimento,
guando se inicia o processo de colonizacdo da pele por uma grande variedade de
micro-organismos comensais e patogénicos. Os mecanismos de defesa da pele
precisam ser eficientes para combater os micro-organismos patdégenos e ao
mesmo tempo ser tolerantes aos comensais, de tal maneira que a resposta imune
ocorra na medida certa. As doencas inflamatérias crénicas ou autoimunes sao
decorrentes de um exagero destas respostas. As agressoes de origem fisica sao
predominantemente associadas aos raios solares, mais especificamente a
radiacdo ultravioleta B (UVB), que acima das doses consideradas fisiolégicas,
provocam dano tissular, induzindo uma resposta inflamatéria em decorréncia da
ativacdo do NLRP3 (Feldmeyer et al., 2007). Por ultimo, as substancias quimicas,
gue estado permanentemente em contato com a pele, podem provocar inflamacao.
Um bom exemplo é a reacdo de hipersensibilidade de contato, que pode ser
dividida em duas etapas: a fase inicial de sensibilizacdo, dependente dos
inflamassomos, da caspase-1, da IL-13 e da IL-18 (Shornic et al., 1996; Zepter et
al., 1997; Wang et al., 2002); e a fase tardia € mediada pelas células T (Cavani et
al., 2007).

Em resposta ao dano, a pele desencadeia um programa para restaurar a
homeostase. Este processo é organizado em trés fases distintas, mas
interdependentes: a primeira € a fase inflamatdria onde ocorre o recrutamento e a
ativacdo de células do sistema imune; a seguir a fase proliferativa é responsavel
pela inducédo da angiogénese e reepitelizacdo (migracdo dos queratinécitos para
resolucdo da lesao); e por ultimo a fase de remodelamento, onde ocorrem 0s

processos de alteracédo da arquitetura e da matriz extracelular (Lee et al., 2015).

Os queratindcitos, além da sua participacdo na sustentabilidade plastica da
pele, exercem um papel importante na regulacdo das respostas inflamatoria e
imune. Sao responsaveis pela producdo de um grande numero de citocinas tais
como Interferons, TNF-a, IL-17 e IL-20, que ativam as células dendriticas e as
células T (Nestle et al., 2009). Estudos experimentais demonstram que 0s
queratindcitos, embora ndo sejam células imunes “profissionais”, atuam para que
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ocorra interacdo entre os inflamassomos e os PAMP ou os DAMP, e o
consequente recrutamento e a ativacao através do adaptador ASC da caspase-1,
responsavel pela ativacdo da IL-1p e a IL-18 (Feldmeyer et al., 2007; Keller et
al., 2008). Estas células sao responsaveis pela producdo de citocinas
inflamatorias IL-1B e pro-IL-la em quantidade comparavel a produzida pelos
macrofagos (Feldmeyer et al., 2007; Watanabe et al., 2007; Faustin et al. 2007).
H& ainda vérias evidéncias de que os queratindcitos constituam a principal fonte
de IL-1 na pele (Feldmeyer et al., 2007). Até o momento, atribui-se ao
inflamassomo NLRP3 o protagonismo na maturacdo e na secrecao da IL-1,
embora esta funcdo também possa ser exercida pelo NLRP1 e pelo AIM2
(Feldmeyer et al., 2007; Dombrowski et al., 2011). A técnica da PCR em tempo
real permitiu a comprovacao de que a ativacdo do NLRP3, da ASC e da caspase-
1 ocorre em consequéncia de um grande numero de estimulos nocivos externos.
A ativacdo do sistema imune através do contato da pele com substancias que
podem provocar uma reacdo de hipersensibilidade, foi comprovada pelo
experimento que expbs gueratindcitos humanos ao
Dermatophagoides pteronyssinus, um acaro encontrado na poeira doméstica,
associado a expressdo do inflamassomo NLRP3, do adaptador ASC e da
caspase-1, com consequente secrecao de IL-18 e IL-18 (Dai et al., 2011). Outro
estudo avaliou a expressdo exagerada destes mediadores inflamatérios na
psoriase. Nesta condicdo, 0s queratindcitos super expressavam caspase-1,
caspase-4, caspase-5, ASC, NLRP1 e NLRP3, presentes tanto nos fragmentos de
pele com lesdo, quanto naqueles fragmentos aparentemente sem lesao (Salskov-
Iversen et al, 2011). Embora inicialmente as informacdes relacionadas a
imunidade inata nas infec¢cdes cutaneas estivessem associadas ao estudo dos
TLR, mais recentemente os inflamassomos vem ganhando importancia na

ativacao da resposta inflamatoria na pele (Dinarello, 2009).
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1.1.8 Inflamassomos na leishmaniose tegumentar americana

Os mecanismos relacionados aos inflamassomos deflagrando resposta
imune inata e resposta inflamatéria na leishmaniose tegumentar americana sédo
pouco conhecidos. Na fase inicial da infeccdo, a interacdo entre as formas
promastigotas metaciclicas e as células fagociticas na primeira linha de defesa,
induz uma série de eventos objetivando a contengdo do processo infeccioso. Os
inflamassomos, “sensores” intracitoplasmaticos para patdogenos ou danos, sao
ativados apoOs a internalizacdo e o posicionamento de Leishmania spp. nos
fagossomos (revisto por Clay et al., 2014). Para que ocorra a interacdo entre
Leishmania spp. e os inflamassomos ha a necessidade da liberac&o para o citosol
do parasita ou do produto da sua digestdo, com a exposicdo do DNA, no caso do
AIM2, a semelhanca do que foi descrito com a bactéria Francisella novicida (Juruj
et al., 2013), ou a inducdo de dano no caso do NLRP3. Este estimulo deflagra
uma resposta inflamatéria em consequéncia da ativacdo dos inflamassomos
(Martinon et al., 2002; revisto por Martinon et al., 2009; revisto por Davis et
al., 2011). A resposta inflamatéria pode exercer tanto efeitos benéficos como
deletérios, dependendo da interacdo entre parasita-hospedeiro. As primeiras
abordagens para investigar estas questdes, utilizaram animais de experimentacao
(multiplos modelos murinos) infectados basicamente com duas espécies de

Leishmania: L. (L.) amazonensis; e L. (L.) major.

O efeito protetor dos inflamassomos foi demonstrado em um estudo em que
linhagens de camundongos “knockout” para os genes NOS2, ASC, caspase-1 e
NLRP3, infectados com L. (L.) amazonensis apresentavam um aumento
percentual de células infectadas, carga parasitaria intracelular aumentada e maior
potencial de injuria no local de inoculacdo, quando comparadas aos
camundongos de linhagem selvagem. A IL-1 ao se ligar ao receptor IL-1R e
MyD88, estimula a Oxido nitrico-sintetase induzida (INOS) nos macrofagos,
favorecendo a destruicdo dos parasitas (Lima-Junior et al., 2013).

Resultados opostos foram obtidos ao se infectar com L. (L.) major,
camundongos BALB/c, naturalmente suscetiveis a infeccdo. As manifestacbes
clinicas foram atenuadas na auséncia de um dos genes IL-1 (IL-1a’- ou IL-187).
Observou-se ainda, uma maior gravidade das lesbGes, quando se bloqueou os

antagonistas de receptores IL-1 (IL-1Ra) (Voronov et al., 2010). A infeccao por
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uma cepa mais virulenta de L. (L.) major, a (LmSd), em camundongo C57BL/6 foi
associada a uma superexpressao de IL-1B, que estava diretamente relacionada a
persisténcia dos parasitas e a maior gravidade das lesGes no sitio de inoculacao.
Camundongos deficientes em NLRP3, ASC ou com deficiéncia de receptores para
a IL-18 ou a IL-1, apresentaram evolugdo clinica mais favoravel (Charmoy et
al., 2016). Uma ativacao deficiente de NLRP3 exerce um papel protetor contra o
potencial patogénico da infeccdo por L. (L.) major. A resisténcia aumentada a
infeccdo em camundongos deficientes para o NLRP3, estd associada a uma
redugéo das citocinas da resposta Tz € a um aumento das citocinas THi (Gurung
et al., 2015).

Os mecanismos da resposta inflamatéria em seres humanos séo
fundamentais para a manutencdo da homeostase, no entanto a exacerbacéo
deste processo se associa as doencas inflamatérias crénicas ou autoimunes
(Martinon et al., 2002; revisto por Martinon et al., 2009; revisto por Davis et
al., 2011). O fato de a infeccdo por Leishmania spp. deflagrar uma resposta
inflamatoria, tanto pode exercer um efeito benéfico no controle da infec¢cdo, como
exacerbar os efeitos patogénicos. Em uma regido onde ocorre uma superposicao
da mutacdo de carater familiar que induz um ganho de funcdo da IL-13 e da
transmissao endémica de L. (L.) mexicana, foi possivel observar que o aumento
constitucional de IL-13, associava-se as formas clinicas de maior gravidade, com
maiores cargas parasitarias. Avaliou-se também pela técnica de
imunohistoquimica, a distribuicdo da IL-18 em lesdes de pele. A distribuicao
difusa da IL-1p foi observada em pacientes com alta carga parasitaria, tanto na
leishmaniose cutanea localizada (LCL) como na leishmaniose cutanea difusa
(LCD), enquanto que nos pacientes com LCL com uma menor carga parasitaria, a
IL-18 era visualizada apenas no meio intracelular. Este estudo demonstra que a
IL-1B, como fator isolado, € importante para exacerbacdo da resposta
inflamatoria, contribuindo para o pior prognostico da doenca (Fernandez-Figueroa
et al., 2012).

O Unico trabalho até o momento, que correlaciona inflamassomos candnicos
em fragmentos de lesdes cutaneas com leishmaniose tegumentar por

L. (V.) braziliensis, identificou uma alta expressao de genes associados ao AIM2 e
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ao NLRP3 através de estudo gendmico transcricional de alta performance (Novais
et al., 2015).

1.1.9 Influéncia da carga parasitaria na patogenia da leishmaniose

tegumentar americana por L. (V.) braziliensis

Observa-se na leishmaniose tegumentar uma grande variabilidade de
manifestacdes clinicas assim como diferentes respostas ao tratamento (revisto
por Kaye & Scott, 2011). Embora a correlacéo entre a resposta imune e as varias
formas de apresentacédo da doenca seja indiscutivel, fatores inerentes ao parasita
também podem ser relevantes para explicar as diversas formas clinicas
associadas as espeécies distintas ou até mesmo cepas diferentes deste
protozoario (revisto por Reithinger et al., 2007; revisto por Kaye & Scott, 2011). No
espectro de doencas causadas por L. (V.) braziliensis uma menor abundéancia de
parasitas é observada com frequéncia tanto nas lesGes cutdneas como nas
mucosas. Estudos anatomopatologicos das lesdes provocadas por esta espécie
de protozoario demonstram a visualizacdo de um namero maior de parasitas na
pele do que na mucosa (Magalhdes et al., 1986), assim como um menor
rendimento de isolamento em cultura do parasita nas lesbes mucosas, quando
comparado ao percentual mais elevado de positividade nas culturas coletadas das
lesbes cutaneas por Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (V.) braziliensis
(Barral et al., 1987).

Mais recentemente um estudo realizado no Peru utilizando a técnica da
gPCR confirmou este achado anatomopatoldgico, evidenciando uma menor
abundéancia de KDNA de Leishmania do subgénero Viannia na forma mucosa do
que na leishmaniose cutanea (Jara et al., 2013). Em determinadas condi¢des a
carga parasitaria pode estar relacionada a gravidade da doenca, como por
exemplo na leishmaniose difusa causada por L. (L.) amazonensis, onde o0s
parasitas sao visualizados em abundéancia (Marsden, 1986; Carvalho et al., 1994).
Em infecgcOes experimentais por L. (L.) major que mimetizam a transmissao
natural em camundongos se observa que doses do in6culo mais altas induzem
lesbes maiores, enquanto que indculos menores induzem lesdes mais brandas,

embora, neste Ultimo caso, possa ser observada na fase crébnica uma maior
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abundéancia de parasitas (Kimblin et al., 2008). Na medida em que as técnicas
moleculares e principalmente a PCR se tornou disponivel para 0 uso na pratica
clinica tem sido demonstrada cada vez mais utilidade desta ferramenta tanto para
o diagnaostico, como para a avaliagdo do prognostico e resposta ao tratamento em
algumas doencgas virais tais como a aids (Goldschmid et al., 2016; revisto por
Peter et al., 2017) e a infeccéo cronica pelo virus da hepatite B (Avettand-Fenoel
et al, 2014). Das doencas por protozoarios a analise da carga parasitaria pela
PCR no sangue periférico tem se mostrado Gtil para acompanhamento clinico dos
pacientes com doenca de Chagas aguda ou crénica (Hernandez et al., 2016) e
dos pacientes com leishmaniose visceral (Mary et al., 2004; Pourabbas et
al., 2013; Mourdo et al.,2014; Sudarshan et al.,2015). No entanto, na
leishmaniose tegumentar a analise do sangue periférico ndo constitui um alvo
ideal para o diagnéstico pois apresenta rendimento baixo (26,2%) (de Oliveira
Camera et al., 2006). Além deste impedimento foram encontrados resultados falso
positivos para PCR do KkDNA em monécitos do sangue periférico, em
consequéncia da reagdo cruzada entre o kDNA e o genoma humano (Vergel et
al., 2005). Na tentativa de se estabelecer uma correlacdo entre a carga parasitaria
da leishmaniose por Leishmania (Viannia) e os parametros clinicos foi conduzido
um estudo utilizando a gPCR do kDNA de Leishmania (Viannia), no entanto, ndo
foi possivel identificar uma associacao significativa entre a carga parasitaria e os
parametros clinicos idade, nimero de lesdes e mediana do total de lesbes em
cada paciente. No entanto, houve uma correlagdo inversamente proporcional

entre a carga parasitaria com o tempo de duracéo da doenca (Jara et al., 2013).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel dos inflamassomos AIM2 e NLRP3, do ASC, caspase-1 e

IL-1B e carga parasitaria na patogénese da LTA por L. (V.) braziliensis.
2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Avaliar a expressao génica do AIM2 e do NLRP3 in vitro em cultura de

gueratinécitos ou macréfago humanos estimulados com L. (V.) braziliensis

2.2.2. Estabelecer uma relacdo entre a expresséo génica relativa in situ dos
inflamassomos AIM2 e NLRP3 e da caspase-1 e do ASC em pacientes com

diferentes formas clinicas de doenca e a qualidade da resposta ao tratamento.

2.2.3. ldentificar, por imunohistoquimica, a expresséao in situ de AIM2, do
NLRP3 e da IL-1B nas lesdes de pacientes com LTA e correlacionar com a forma

clinica e a resposta ao tratamento.

2.2.4. Comparar em lesbes nas diversas formas de apresentacdo da LTA e
nas respostas clinicas ao tratamento os resultados obtidos através da
expressao génica relativa pela PCR em tempo real para o AIM2 e o NLRP3,
com os dados obtidos pela técnica da imunohistoquimica para 0os mesmos

alvos;

2.2.5. Investigar a associacdo entre a carga parasitaria em pacientes com
leishmaniose tegumentar por L. (V.) braziliensis originarios do Rio de Janeiro com

as diversas formas clinicas e a qualidade de suas respostas ao tratamento.

3. Materiais e Métodos

3.1 Ensaios in vitro

3.1.1 Cultura de parasitos

Promastigotas infectivas do isolado de L. (V.) braziliensis de um paciente
oriundo da Bahia, com a forma disseminada da doenga, obtida na CLIOC
(Colecédo de Leishmania do Instituto Osvaldo Cruz), sob o niamero 10CL-2483,

codigo internacional MHOM/BR/2000/LTCP-13396, foram cultivadas no meio
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Schneider’s (Sigma-Adrice, SP, BR), suplementado com 20% de soro fetal bovino,

urina humana e mantidas em estufa a 28°C.

3.1.2 Cultura de células (HaCat e THP1)

A linhagem HaCaT de queratinécitos humanos espontaneamente
imortalizados, foi cedida por Dr. Francisco Groppo, do Departamento de Ciéncias
Fisiolégicas e Farmacologia, UNICAMP e foi cultivada em estufa a 37°C + 5%
CO2 no meio DMEM (GIBCO-Life Technologies-Carlsbad, CA, EUA),
suplementado com soro fetal bovino a 10% (Cultilab, Campinas, SP, BR), 2mM L-
glutamina (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA), 100Ul/mL de penicilina +
50ug/mL de estreptomicina. Para o experimento, utilizamos a concentragao inicial
de células de 2X10* em cada poco, em uma placa de 12 pogos, com 0 volume
total por poco de 2ml. e para cada condicdo. Apds serem mantidas em incubacéo
por 24 horas, atingiram a confluéncia de 80 a 90%. Foi entdo trocado 0 meio
DMEM, para o mesmo meio, mas sem a adi¢do do soro fetal bovino, no volume
total de 200ul para cada poco e para cada tempo. Foi iniciado o protocolo de
infecgdo, com L. (V.) braziliensis, na concentracdo de 2X10%pogo. Utilizamos
como controle positivo, 0 LPS na concentracdo de 10ul/poco. A cada tempo, 0, 6
e 24h apos o estimulo, coletamos, depois de desprezar o sobrenadante, as
células em 500pl de Trizol (Invitrogen, San Diego, CA, EUA), e armazenamos a
20°C para futura extracdo de RNA.

A linhagem de mondécitos THP-1 (ATCC, Manassas, VA, EUA), foi mantida
em cultura na estufa a 37°C e a 5% de CO2 no meio RPMI 1640 (Sigma
Chemicals, St. Louis, MO, EUA), suplementado com soro fetal bovino a 10%
(HyClone Laboratories, Logan, UT, EUA), 2mM L-glutamina (Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ, EUA), 100UI/mL de penicilina + 50ug/mL de estreptomicina, 4500
mg/L de glicose, 1 mM de piruvato de sodio, 10 mM de HEPES, 1500mg/L de
bicarbonato de sédio (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA) e 50 yM de B-
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). Para o experimento,
foram utilizadas placas de 24 pocos. Apoés ter sido acrescentado 200ul do meio
RPMI sem soro fetal bovino em cada poco foram adicionadas as células THP1 na
concentracdo de 10%poco. Para a transformacéo das células em macréfagos, foi
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entdo o acrescentado o PMA (acetato miristato de forbol) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA) na concentracdo de 50ng/ml, sendo as placas entédo
cultivadas em estufa por 48 horas. ApGs este periodo, os pocos foram lavados
com tampao fosfato-salino estéril (PBS) e as placas foram mantidas em cultivo
por cinco dias em meio RPMI com soro fetal bovino em estufa a 37° C +5% CO2.
Terminado este prazo, cada poco foi lavado com tampao fosfato-salino estéril,
tendo sido entdo adicionada a concentragdo de 10° parasitas/poco. Apés 3, 6 e 24
horas, ap0s o descarte do sobrenadante, foram coletadas as células em Trizol
(Invitrogen, San Diego, CA, EUA) e armazenadas a "20°C para futura extracédo de
RNA.

3.1.3 PCR em tempo real do AIM2 e do NLRP3 em ensaios “in vitro” em
cultura de queratinocitos humanos (HaCaT) e em cultura de células de

linhagem monocitica humana (THP1) cocultivadas com L. (V.) braziliensis.

Para o isolamento do RNA dos experimentos de infeccdo em cultura de
células, com os queratinécitos humanos HaCaT e com o0s mondcitos humanos
THP-1 o RNA total foi extraido com o Trizol (Invitrogen, San Diego, CA, EUA),
segundo o protocolo do fabricante. A seguir foi quantificado por
espectrofotometria e a qualidade do produto foi monitorada com a execucéo de
gel de agarose a 2%. Apos o devido tratamento com DNase (Promega
Corporation, Madison, WI, EUA), para eliminar as possiveis contaminacdes com
DNA genbmico, os DNA complementares foram sintetizados, com oligo
hexameros randémicos e High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

Os ensaios da qPCR nos queratindcitos foram realizados com “SYBR Green
PCR Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 400nM de cada
iniciador e volume final de 15ul. Foi utilizado o Termociclador “StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) (Plataforma RJ-
RPTO09B). Para os ensaios de expressdo génica de alvos de L. (V.) braziliensis,
400nM de cada iniciador foi utilizado, em um volume final de 15ul. As curvas
padrao foram entédo construidas para validar a aplicagdo do método do AACT ou

2-0ACT (Pfaffl, 2001) para os alvos em questdo e o cDNA de L. (V.) braziliensis
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(MHOM/BR/75/2903) que foi utilizado como normalizador para a avaliacdo da

expressao génica.

3.2. Casuistica dos pacientes no estudo dos inflamassomos

Foi selecionado um total de 39 pacientes com LTA por L. (V.) braziliensis,
atendidos no Ambulatério de Leishmaniose do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI-Fiocruz-RJ). Estes pacientes eram oriundos de &reas
endémicas da regido sudeste do Brasil, sendo a maioria deles (92%), residentes no
estado do Rio de Janeiro. O atendimento destes casos deu origem a um banco de
dados e de amostras sob curadoria do Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas
Médicas (LIPMED), do Instituto Oswaldo Cruz (IOC-Fiocruz/RJ). O protocolo de
atendimento destes pacientes consistia ha coleta de materiais biolégicos: sangue em
frascos heparinizados ou com EDTA; e fragmento de lesdo obtida por biopsia. Apos
a confirmacdo diagnéstica foi instituido o tratamento com antimonial pentavalente
(Glucantime® - Rhodia Farma/Sanofi-Aventis), nas doses que variaram de 5 a
20mg/Kg peso/dia, para os pacientes com lesdo cutanea. O esquema com as doses
mais baixas de Glucantime® foi proposto por Oliveira-Neto para tratamento de LCL
em casos provenientes do estado do Rio de Janeiro (Oliveira-Neto et al., 1997). Os
pacientes com a forma mucosa foram submetidos ao tratamento com as doses
preconizadas pelo Ministério de Saude, na administracédo diaria de 20mg/Kg peso de
Glucantime®, com a duracdo média de 60 dias (BRASIL, 2013).

Os fragmentos de tecidos foram obtidos por bidpsia incisional ou por punch
da borda da Ulcera, apés a assepsia e a antissepsia e a anestesia local com
xilocaina a 2%. Cada amostra coletada foi dividida em trés partes: uma foi colocada
em tubo de 1,5 ml (Eppendorf®-Hamburg, Alemanha), imediatamente congelada e
armazenada a ~ 20°C para ser submetida posteriormente a analise pela técnica da
PCR; um segundo fragmento foi utilizado para a impressdao em lamina e a seguir
embebido em formalina a 10% e emblocado em parafina, para o estudo
histopatoldgico; a ultima amostra foi incluida em resina O.C.T. (Tissue Tek, Sakura
Finetek, EUA) e estocada em nitrogénio liquido. Algumas amostras tiveram ainda

fragmentos enviados para a cultura em meio NNN.
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Os casos selecionados obtiveram o diagnostico parasitolégico comprovado
por pelo menos um dos métodos utilizados de rotina: impressdo em lamina;
histopatologia; cultura em meio NNN ou pela PCR.

Os 39 pacientes selecionados foram subdivididos de acordo com a
apresentacao clinica, LCL (n=28 casos) e LM (n=11 casos). Os casos de LCL foram
ainda classificados de acordo com a evolugdo da doenca em pacientes bons
respondedores (n=15 casos). Nestes casos, houve a completa epitelizacéo da lesao,
acompanhada do desaparecimento do eritema, induracdo ou papulas e auséncia de
lesbes metastaticas ou lesbes mucosas no periodo de até trés meses apis o
término da terapia. ldentificou-se como pacientes maus respondedores (n=13
casos), agueles que ndo evoluiram para a cura clinica, sem a completa epitelizacdo
das lesGes, em trés meses ou ainda que apresentaram recidivas ou, o surgimento de
novas lesdes trés meses apos do término do esquema terapéutico. Como controle,
utilizamos fragmentos de peles normais obtidos de cirurgias plasticas estéticas
colhidas aleatoriamente (n=7).

Pela técnica da imunohistoquimica foram analisadas 16 amostras de
pacientes divididos em pacientes com LCL (n=12), incluindo 6 pacientes que
apresentaram boa resposta ao tratamento e 6 pacientes classificados como maus
respondedores ao tratamento; e lesbes mucosas (n=4), oriundas de pacientes com
LM.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Funda¢ao Oswaldo Cruz, sob o protocolo CAE02765312.7.0000.5248.

3.3 Expressdao relativa dos genes das amostras clinicas relacionadas

aos inflamassomos
3.3.1 Isolamento do RNA e sintese do cDNA

Fragmentos de tecidos obtidos por bidpsias diagndsticas de pele, coletadas
da borda lesbes ativas de leishmaniose, imediatamente mergulhadas em O.C.T
(Tissue Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA) e preservadas em nitrogénio
liquido. Uma série de 35 e 40 seccdes de tecidos na espessura de 5um foi obtida de
cada amostra, utilizando-se o criostato Leica Jung 1800 (Nussloch, Alemanha). O

RNA total foi entdo isolado a partir destas amostras tanto da lesdo mucosa de
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pacientes com leishmaniose mucosa (n=9) como da lesdo pele coletada de
pacientes com leishmaniose cutanea localizada (n=15). Foram utilizadas peles
normais como controle (n=7). A extracdo de RNA utilizou o protocolo descrito pelo
fabricante (RBC, BioAmerica Inc, Miami, FL, EUA). A transcricdo reversa foi
realizada utilizando oligo ddCT (PerkinElmer, Waltan, MA, EUA) e Superscript Il RT
(Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA). Apos esta fase os cDNA foram armazenados a
~20°C.

3.3.2 Escolha dos iniciadores (“primers”)

Foram realizados ensaios para determinar a eficiéncia dos iniciadores
desenhados e para checar as concentracdes ideais de andlise. Os iniciadores
para a caspase-1, o NLRP3, o AIM2 e o ASC foram obtidos na literatura (Atianand
et al., 2011), assim como para o controle endégeno GAPDH (Memoli et al., 2005).
Foram realizadas curvas padrédo de cDNA de células humanas THP1 mantidas
em cultura em diluigbes seriadas. Os iniciadores enfim, tiveram suas eficiéncias
compativeis e as concentracdes ideais de trabalho determinadas. O método do
ddCT (Pfaffl, 2001) foi adotado. Controles negativos em duplicata, sem a etapa de
adicdo de cDNA, foram também incluidos. O gene de referéncia adotado como
controle end6geno foi GAPDH. A integridade dos amplicons foi verificada pela
visualizacdo das bandas caracteristicas em gel de agarose a 2,0%, apos
coloracdo pelo brometo de etidio e através da curva de desnaturacdo (“melt

curve”) demonstrados nos Anexos
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Tabela 3.1 Sequéncia dos iniciadores usados para a reacao da RT-PCR. A sigla

pb se refere ao nimero de pares de bases dos fragmentos amplificados.

Gene Orientacédo Pb
Senso Anti-senso
Caspase-1 TGG GAC TCT CAG CAG ATC CTGCCGACTTTTGTTTCC 192
XM_017018396 AA AT
1
NLRP3 GGC ATA TCA CAG TGG GAT GAT CTT CGC TGC GAT CAA 107
XM_011544055 TC C
2
AlIM2 GTT TGA GAC CCA AGA AGG CAC ACG TGA GGC GCT ATT 184
XM_005245616 CA TA
4
ASC CCC TCC TCA GTC GGC AG AGG CTG GTG TGA AAC TGA 200
NM_013258.4
GAPDH TGG TAT CGT GGA AGG ACT ATG CCA GTG AGC TTC CCG 189

NM_001289746

CAT GAC

TTC AGC

1

3.3.3 PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real foi realizada com Power SYBR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Foster City, EUA), iniciadores na concentragdo de
400nM e um passo inicial e tnico de 95°C por 10 minutos, mais 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Posteriormente, uma curva de
desnaturacao foi adotada, para a verificacdo da especificidade dos produtos da
amplificacdo. Os ensaios foram realizados no ViiA7™ RT-PCR system (Life
Technologies) (Plataforma RJ RPT09A).

3.4 Técnica da Imunohistoquimica para deteccdo do NLRP3, AIM2 e
ASC

Os fragmentos de pele ou de mucosa obtidos por bidpsias incisionais ou por
punch de pacientes com leishmaniose tegumentar por L. (V.) braziliensis, nas
duas formas de apresentacdo da doenca, leishmaniose mucosa (LM) e
leishmaniose cutanea localizada (LCL), foram analisados pela técnica da
imunohistoquimica. Os fragmentos fixados pela formalina a 10% e emblocados
em parafina, foram seccionados com uma espessura de 4um em microtomo Leica

RM 2235 (Alemanha) e montados em laminas para microscépio silanizadas. A
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técnica da imunohistoquimica foi realizada da seguinte forma: as sec¢des foram
desparafinadas em xileno; e hidratadas em uma série de concentracbes de
etanol. Procedeu-se entéo, a recuperagcao antigénica utilizando-se tampao citrato
(citrato de s6dio 10mM + Tween 0,05% com pH 6.0 durante 30 minutos a 95°C).
As seccdes foram entdo incubadas com peréxido de hidrogénio a 3%, com o
objetivo de bloguear as peroxidases enddgenas, seguido do mesmo procedimento
com a albumina de soro bovino (Sigma, EUA), para inibir a ligacdo nao especifica.
As amostras foram entdo incubadas em camara Umida overnight a 4°C, cada uma
com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-AIM2 policlonal de coelho; anti-
caspase-1 policlonal de rato; anti-IL-1p policlonal de coelho; anti-ASC2 policlonal
de coelho; e anti-NLRP3 de rato (ABCAM, Cambrigde, Reino Unido). Apés a
incubacdo com o0s anticorpos secundarios biotinilados apropriados (Dako
Carpinteria, CA, EUA), as amostras foram tratadas com peroxidase conjugada
com estreptoavidina-horseradish (GE Healthcare, San Francisco, CA, EUA) e com
0 substrato diaminobenzidine (DAB) (Biogen, Cambridge, MA, EUA), que foram
aplicados por 30 minutos. Apés esta etapa, a reacdo (cor castanha) foi
interrompida utilizando-se agua corrente. Todas as laminas para controle negativo
foram tratadas da mesma maneira, excluindo-se, no entanto, 0s anticorpos
primarios, ou utilizando-se anticorpos irrelevantes, mas que ocupam 0 MesSMOo
epitopo dos anticorpos monoclonais primarios. A contra coloracédo foi efetuada
com hematoxilina de Harris (Merck, Damstadt, Alemanha) por 2 minutos e depois
de secas, as laminas foram montadas em meio Entellan (Merck, Damstadt,
Alemanha). As células demonstrando o nucleo visivel e a precipitacdo de
coloracdo acastanhada/avermelhada foram consideradas positivas. O nimero de
células positivas contidas no infiltrado inflamatério foram determinadas através da
contagem de um total de 500 células no aumento de 10X1000. Estes nameros
foram expressos em percentual de células positivas. Todas as contagens foram

realizadas as cegas.
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3.5 Avaliacéo da carga parasitariana LTA
3.5.1 Casuistica dos pacientes no estudo da carga parasitaria

Foi selecionado um total de 126 pacientes com LTA por L. (V.) braziliensis,
atendidos no Ambulatério de Leishmaniose do Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI-Fiocruz-RJ). Todos os pacientes eram residentes no estado do
Rio de Janeiro. Foram excluidos deste estudo os casos em que foram identificadas
comorbidades clinicas tais como diabetes e hipertensdo arterial e pacientes com
infeccdo pelo HIV. O atendimento destes casos deu origem a um banco de dados e
de amostras sob curadoria do Laboratério Interdisciplinar de Pesquisas Médicas
(LIPMED), do Instituto Oswaldo Cruz (I0C-Fiocruz-RJ). O protocolo de atendimento
destes pacientes consistia na coleta de materiais biolégicos: sangue em frascos
heparinizados ou com EDTA; e fragmento de lesdo obtida por bidpsia. Apds a
confirmacédo diagndstica foi instituido o tratamento com antimonial pentavalente
(Glucantime® - Rhodia Farma/Sanofi-Aventis), nas doses que variaram de 5 a
20mg/Kg peso/dia, para os pacientes com leséo cutanea. Os pacientes com a forma
mucosa foram submetidos ao tratamento com as doses preconizadas pelo Ministério
de Saude, na administracdo diaria de 20mg/Kg peso de Glucantime®, com a
duracdo média de 60 dias (BRASIL, 2013).

Os fragmentos de tecidos foram obtidos por bidpsia incisional ou biépsia por
punch da borda da Ulcera, apds a assepsia e a antissepsia e a anestesia local com
xilocaina a 2%. Cada amostra coletada foi dividida em trés partes: uma foi colocada
em tubo de 1,5 ml (Eppendorf®-Hamburg, Alemanha), imediatamente congelada e
armazenada a ~ 20°C para ser submetida posteriormente a analise pela técnica da
PCR; um segundo fragmento foi utilizado para a impressdo em lamina e a seguir
embebido em formalina a 10% e emblocado em parafina, para o estudo
histopatologico; a ultima amostra foi incluida em resina O.C.T. (Tissue Tek, Sakura
Finetek, EUA) e estocada em nitrogénio liquido. Algumas amostras tiveram ainda
fragmentos enviados para cultura em meio NNN.

Os casos selecionados obtiveram o diagnostico parasitolégico comprovado
por pelo menos um dos meétodos utilizados de rotina: impressdao em lamina;
histopatologia; cultura em meio NNN ou pela PCR.

O total dos pacientes selecionados foi subdividido de acordo com a
apresentacdo clinica, em: leishmaniose cutanea localizada LCL (n=71 casos);
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leishmaniose cutanea recidivante REC, (n=15); LM (n=18 casos); leishmaniose
mucocutanea LMC, quando foi descrita concomitancia de lesdo cutdnea e mucosa
(n=14) e cicatrizes cutaneas de lesdes de leishmaniose (n=8). Os casos de LCL
foram ainda classificados de acordo com a evolucdo da doenca apdés esquema
terapéutico em pacientes que responderam bem ao tratamento (BR) (n=54 casos).
Nestes casos, houve a completa epitelizacdo da lesdo, acompanhada do
desaparecimento do eritema, induracdo ou papulas e auséncia de lesdes
metastaticas ou lesbes mucosas no periodo de trés meses apos o0 término da
terapia. ldentificou-se como pacientes que responderam mal ao tratamento (MR)
(n=17 casos), aqueles que nao evoluiram para a cura clinica, sem a completa
epitelizagéo das lesbes, em trés meses ou ainda que apresentaram recidivas ou, 0
surgimento de novas lesfes trés meses apos do término do esquema terapéutico.
Os pacientes foram ainda agrupados de acordo com o tempo de duracéo da doenca
até que ocorresse a total cicatrizacdo em: precoce até 3 meses (n=43); intermediaria
entre 3 e 12 meses (n=18) e tardia quando o periodo para a completa resolugéo foi
superior a 12 meses (n=10). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Fundacdo Oswaldo Cruz, sob o protocolo
0033.0.011.346-11. O Termo de Consentimento informado foi obtido de todos os
pacientes selecionados. A colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz
(CLIOC, http: clioc.fiocruz.br) esta registrada na Federacdo Mundial para Colecdes
de Cultura (WFCC-WDCM 731).

3.5.2 Parasitas e células humanas

Para a conducao deste estudo foi utilizada uma cepa obtida da cole¢do de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC), L. (V.)braziliensis cepa de
referéncia (MHOM/BR/1975/M2903). As formas promastigotas foram cultivadas a
temperatura de 25°C no meio de Drosophila Schneider contendo 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), penicilina na concentracdo de 100
Ul/ml e estreptomicina 50ug/ml (Sigma, St Louis, MO, EUA).

Foram ainda utilizadas células humanas obtidas no Banco de células do Rio
de Janeiro, ATCC TIB-202 (American Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA),
originarias de um paciente com leucemia aguda monocitica, as células THP1, que

foram cultivadas a uma temperatura de 37°C e 5% de CO? no meio de RPMI 1640
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(Sigma Chemicals, St Louis, MO, EUA) suplementado por soro fetal bovino a 10%
(Cultilab, RJ, Brasil), 2 mM de L-glutamina (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,
EUA), 100 Ul/ml de penicilina, 50ug de estreptomicina (Sigma, St Louis, MO, EUA),
10mM HEPES e 0,05 mM de 2-mercaptoetanol (Sigma Chemicals, St Louis, MO,
EUA).

3.5.3 Isolamento do DNA

O DNA foi purificado nas amostras de parasitas, na cultura de células
humanas THP1 e nos fragmentos de tecidos obtidos por bidpsias diagndésticas de
pele, coletadas da borda lesdes ativas de leishmaniose, imediatamente mergulhadas
em O.C.T (Tissue Tek, Sakura Finetek, Torrance, CA, EUA) e preservadas em
nitrogénio liquido. Nas amostras de tecidos humanos uma série de 35 e 40 seccdes
de tecidos na espessura de 5um foi obtida de cada fragmento, utilizando-se o
criostato Leica Jung 1800 (Nussloch, Alemanha). Para a purificagdo do DNA foi
utilizado, seguindo instrugdes do fabricante, o “Kit” lllustra Tissue & Cells Genomic
Prep Mini Spin (GE Health care, Little Chalfont, Buckinghamsshire, Reino Unido). O
DNA foi entdo quantificado no NanoDrop (Thermo Scientific, Waltan, MA, EUA) e
diluido, quando necesséario, em tampao TE para a concentracdo de 25 ng/ul e

estocado a -20°C.

3.5.4 Escolha dos iniciadores (“primers”)

Para determinar a carga parasitaria foi realizada a quantificacdo absoluta
pela PCR em tempo real (QPCR). Os iniciadores para a subunidade menor do
gene de RNA ribossomal (SSR) de L. (V.) braziliensis foram obtidos na literatura
(Prina et al., 2007; Bezerra-Vasconcelos et al., 2011; Cavalcanti et al., 2015) e
utilizados para acessar a carga parasitaria. A p-actina humana (ACT) (Rodrigues
et al., 2011) foi incluida para a correcdo da variacdo do conteudo do DNA e para a
avaliacdo da interferéncia de inibidores entre as amostras. Foram realizadas
curvas padrdo de DNA das células humanas THP1 mantidas em cultura em
diluigbes seriadas. Os iniciadores enfim, tiveram suas eficiéncias compativeis e as
condicOes ideais de trabalho determinadas. As curvas padrédo foram preparadas

com diluicbes em log da cultura de Leishmania spp. e a massa de DNA (ng) de
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células THP1 para a analise respectivamente de SSR e de ACT. A carga
parasitaria foi definida como o numero de equivalentes (Eq) de parasitas por
massa de DNA de células do hospedeiro (ng). Foram analisados um DNA total de
até no maximo 50ng por reacdo. As amostras negativas foram classificadas como
indeterminadas quando o ciclo de quantificacdo (Cq) da SSR correspondia a um
Cq de ACT superior ao limite de detecgcao (LOD), ou seja, a concentracdo que
pode ser detectada com uma certeza razoavel (95% probabilidade € comumente
utilizada) (Bustin et al., 2009).

Tabela 3.2 Sequéncia dos iniciadores usados para a reagéo da qPCR.

Gene Orientacéo Pb

Senso Anti-senso

Leishmania TAC.TGG.GGC,GTC.AGA.G GGG.TGT.CAT.CGT.TTG.C 153
unidade

menor RNA

(SSR)

M80292

B-Actina TAA.TGT.CAC.GCA.CGA.TTT.CC TCA.CCG.AGC.GCG.GCT 60
humana C

(ACT)

NMO001101

3.5.5 PCR em tempo real com quantificacdo absoluta

A quantificacdo absoluta pela PCR em tempo real (QPCR) foi realizada
utilizando StepOne™ Real Time System (Applied Biosystems Foster City, CA,
EUA) com Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, EUA). O perfil térmico envolveu um passo inicial e Unico de 95°C por 10
minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60°C por um 1 minuto
e um passo de leitura a 75°C por 30 segundos. Posteriormente, uma curva de
desnaturacao foi adotada, para a verificagdo da especificidade dos produtos da
amplificacdo de 65°C a 95°C. A integridade dos amplicons foi confirmada pela
visualizacdo das bandas caracteristicas em gel de agarose a 2,0%, apos

coloracao pelo brometo de etidio.
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3.6 Andlise Estatistica

Em todos os ensaios foram executadas andlises estatisticas no programa
computacional GraphPad Prism vs 6.0 e no EXCEL. Os dados foram
representados como média + SEM. A significancia estatistica foi determinada pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Witney U para a comparacéo de 2 grupos e pelo
teste de Kruskal-Wallis para trés varidveis. O teste de Fisher foi utilizado para
andlise das tabelas de contingéncia. Valores de p menores do que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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4. Resultados

4.1 Expressao génica in vitro do AIM2 e NLRP3 em queratindcitos
(HaCaT)

Foi realizado um experimento piloto e as amostras foram coletadas nos
tempos 0, 6 e 24 horas sendo entdo executada a RT-gPCR. Nao foi possivel
detectar a expressdo dos alvos do inflamassomos AIM2 e NLRP3 em
gueratinécitos humanos espontaneamente imortalizados da linhagem HaCaT
durante a infeccdo com L. (V.) braziliensis cepa [0OCL-2483 cdédigo
internacional MHOM/BR/2000/LTCP-13396, em contraponto com 0 gene
enddégeno humano GAPDH que foi amplificado (Quadro 4.1).

Amaostra Alvo CcT ™ Alve ] cT ™ _ Alvo cT ™ |
NTC AlM | Undetermined | 62,604 MLRP3 Undetermined | 61,664 GAPDH | Undetermined | 82,878
NTC AIM | Undetermined | 60,993 NLRP3 | Undetermined | 61,396 GAPDH | Undetermined | 83,281
CN Oh AlM 33,501 75,628 MLRP3 | Undetermined | 61,664 GAPDH 17,527 85,027 |
CN Oh AlM 32,645 75,494 NLRP3 | Undetermined | 61,396 GAPDH 17,718 85,161
CP Oh AlM 33,951 75,494 NLRP3 | Undetermined | 61,396 GAPDH 18,497 85,161
CP Oh AIM | Undetermined | 91,606 MLRP3 | Undetermined | 61,664 GAPDH 18,488 85,161 |

2483 0h 1 AlM 34,550 75,494 MLRP3 Undetermined | 61,396 | GAPDH 19,761 85,027

2483 0h_1 AlM 37,847 75,628 NLRP3 | Undetermined | 61,306 GAPDH 19,584 85,027

2483 0h_2 AIM | Undetermined | 61,530 GAPDH 22,985 85,161

2483 0h_2 AIM | Undetermined | 61,664 GAPDH 22,998 85,161
CHM Bh AlM 32,385 75,494 MLRP3 34,598 77,776 GAPDH 19,168 85,161
CN &h AlM 31,989 75494 NLRP3 | Undetermined | 61,127 GAPDH 18,867 85,295
CP Bh AlIM | Undetermined | 61,127 MLRP3 | Undetermined | 61,261 | GAPDH 17,816 85,161 |
CP Bh AIM | Undetermined | 61,530 NLRP3 | Undetermined | 61,396 GAPDH 17,804 85,161

2483 6h_1 AlM 35,862 75,628 MLRP3 33,642 77,776 GAPDH 18,280 85,161

2483 6h_1 AlIM | Undetermined | 85 564 MLRP3 Undetermined | 60,859 GAFPDH 17,902 85,161 |

2483 6h_2 AlM 34,414 75,494 GAPDH 19,783 85,027

2483 6h_2 AIM | Undetermined | 61,127 GAPDH 19,294 85,027

CN 24h AlM 28,907 75,628 NLRP3 | Undetermined | 61,396 [‘GaPDH 17,318 84,892 |

CHN 24h AlM 30,877 75,628 MLRP3 | Undetermined | 61,396 | GAPDH 17,698 85,027 |

CP 24h AlM 30,020 75,359 MLRP3 Undetermined | 61,261 GAPDH 18,111 85,027

CP 24h AlM 30,427 75,494 NLRP3 | Undetermined | 61,261 GAPDH 18,287 85,027

2483 24h_1 AlM 27,876 75,494 NLRP3 | Undetermined | 61,530 | GAPDH 17,639 85,161 |
2483 24h_1 | AIM 28,478 75,494 NLRP3 | Undetermined | 61,530 GAPDH 17,466 85,027
2483 24h_2 | AIM 32,258 75,359 GAPDH 18,224 85,161
2483 24h_2 AlM 31,600 75,494 | GAPDH 18,255 85,161 |

Quadro 4.1: demonstracdo pela técnica da RT-gPCR, dos valores de CT e TM para as amostras
de queratinécitos sob diferentes estimulos. Estdo indicados os valores para as células sem
estimulo (CN - controle negativo), sob o estimulo com LPS (CP - controle positivo) e apés
cocultivo com promastigotas de L. (V.) braziliensis (isolado 2483) em diferentes tempos (0, 6 e
24h ap0ds o estimulo). NTC corresponde ao branco do ensaio da PCR em tempo real, sem o
carregamento de cDNA. CT — “Cycle Threshold” (limiar do ciclo), TM — “melting temperatures”
(temperatura de desnaturacao).
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4.2 Expressao génica in vitro do AIM2 e NLRP3 e IL-18 nos

macrofagos de linhagem THP1

Ao se analisar os dados referentes aos ensaios da PCR em tempo real com
as células monociticas humanas de linhagem THP1, transformadas pelo PMA em
macrofagos, infectadas com L. (V.) braziliensis cepa I0CL-2483 nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas na expressao relativa dos
genes do AIM2 (Fig 4.1A) do NLRP3 (Fig 4.1C) ou da IL-13 (Fig 4.1B).
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Figura 4.1: representagéo gréfica da expresséo relativa dos genes AIM2 (A); NLRP3 (B); IL-
1B (C) pela técnica da PCR em tempo real de células THP1 transformadas em macréfagos,
nos tempos de infec¢édo 3h, 6h e 24 horas. CN corresponde ao branco do ensaio da PCR em
tempo real, sem o carregamento de cDNA.
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4.3 Aspectos Clinicos e Demograficos dos pacientes relacionados aos

inflamassomos

Ao analisarmos as duas formas clinicas estudadas, a leishmaniose mucosa
(LM) e a leishmaniose cutanea localizada (LCL), encontramos diferencas
estatisticamente significativas quanto os dados demogréficos, clinicos e afericao
da resposta imune do tipo retardada. Observa-se no grupo LM um predominio do
género masculino (p<0,05), com faixa etaria mais elevada (p<0,05), quando
comparado ao grupo LCL. Além disto a duracédo da doenca dos pacientes com LM
era mais prolongada do que nos pacientes com LCL (p<0,001). Quanto a reacéo
intradérmica de Montenegro ndo houve diferencas significativas entre os
pacientes de LM e LCL e nem nas diferentes respostas a terapia. Estes dados

sdo demonstrados na tabela 4.2.

Tabela 4.2: dados demograficos, clinicos e evolutivos dos pacientes, incluindo a
reacdo intradérmica de Montenegro (IDRM). Os valores de idade estao

representados pela média + erro padrdo (SEM).

Pacientes LCL LM
Resposta a terapia Boa Mé& -
Género N (%)*
Masculino 06(40) 07(54) 10(91)
Feminino 09(60) 06(46) 01(09)
Idade em anos* 32+4.8 34+4.3 4916.6
Média £ SEM
Duracao de doenca N (%)**
< 3 meses 12(80) 08(62) 0(0)
>3 meses 02(13) 03(23) 09(82)
NI 01(07) 02(15) 02(18)
Lesdes N (%)
1 10(67) 09(69) -
>1 05(33) 02(15.5) -
NI 0(0) 02(15.5) -
IRDM, mm 32+4.1 31+5.2 50+9.7
média £ SEM

*p<0.05, LCL vs LM **p<0,01, LCL vs LM; LCL=lesdes cutaneas localizadas; LM=lesdes mucosas; NI-ndo informado
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4.4 Expressao relativa in situ do AIM2, NLRP3, ASC e caspase-1

nas duas formas clinicas e respostas ao tratamento

A analise da expressao relativa através da PCR em tempo real detectou a
presenca de AIM2, ASC e caspase-1 em todos os casos. Houve ainda diferengas
estatisticamente significativas com a maior expressao do AIM2 no grupo de
pacientes com leishmaniose mucosa (LM), quando comparado ao grupo de
pacientes com leishmaniose cutanea localizada (LCL) (p<0,05). Observa-se
também uma reducdo na expressao de AIM2 nos pacientes com boa resposta ao
tratamento, quando comparados com as peles normais (p<0,05) (Fig 4.2A). Nao
foram observadas variacfes significativas na transcricdo de NLRP3 ou do ASC,
guando analisadas as amostras das diferentes formas clinicas e respostas ao
tratamento (Fig 4.2B e Fig 4.2C respectivamente). Os niveis de caspase-1 se
mostraram significativamente maiores nas lesdes mucosas da LM quando
comparados com os das lesbes cutaneas na LCL (p<0,05). Nao foram observadas
variacbes entre o0s grupos dos pacientes bons e dos pacientes maus
respondedores, no entanto, estes dois grupos separados exibiram um aumento
significativo na expressdo de caspase-1, quando comparados a pele normal, na
leishmaniose cutanea localizada com boa resposta ao tratamento versus pele
normal (p<0,05) e leishmaniose cutanea localizada com m& resposta ao

tratamento versus pele normal (p<0,01) (Fig.4.2D).
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Figura 4.2: representacdo grafica da expressao relativa dos genes AIM2 (A); NLRP3
(B); ASC (C); e Caspase-1 (D); pela técnica da RT-PCR, de fragmentos de pele
coletados de lesdes cutaneas e mucosas de LTA. LCL - Leishmaniose cutanea
localizada. LM - Leishmaniose mucosa. LCL — BR - Leishmaniose cutanea localizada -
boa resposta ao tratamento. LCL - MR-Leishmaniose cutanea localizada - m& resposta
ao tratamento. PN - Pele normal.
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4.5 Imunohistoquimica do AIM2, NLRP3 e ASC

Com o objetivo de avaliar se a expressao génica estaria de fato relacionada
a sintese proteica nos tecidos, foram realizados estudos através da técnica da
imunohistoquimica. A presenca in situ de células AIM2*, NLRP3* e ASC* foi
observada com maior frequéncia no citoplasma das células localizadas no
infiltrado na derme (Fig.4.3A). A analise do percentual de células AIM2* na LCL,
demonstrou uma maior abundancia de AIM2* quando comparado a proporcao de
células NLRP3* (p<0,01). Ao se comparar estes dois inflamassomos nas lesées
mucosas da LM, também se observa um aumento percentual significativo de
células AIM2*, em relagdo as células NLRP3* (p<0,05) (Fig.4.3B). O percentual
de células AIM2* foi superior nas lesdes mucosas da LM, quando comparadas as
lesBes cutaneas da LCL (p<0,01). Além disto, a andlise de acordo com a resposta
ao tratamento antimonial demonstrou que, a proporcdo de células AIM2* era
significativamente mais baixa nos pacientes bons respondedores, comparados
aos pacientes maus respondedores (p<0,05) (Fig.4.3C). O adaptador ASC estava
presente em todas as amostras testadas, no entanto ndo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos de pacientes (Fig.4.3D). Embora
algumas amostras tenham demonstrado a marcacéo para o NLRP3 e da caspase-
1, a andlise da producéo in situ para estas proteinas ndo evidenciou alteracées

estatisticamente significativas (dados ndo demonstrados).
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Figura 4.3: imagens representativas de lesdes conservadas em formalina a 10%, emblocadas em
parafina, incubadas com anticorpos anti-AIM2; anti-NLRP3; e ASC respectivamente, observadas a
microscopia Otica no aumento de 400X; barra de 10 um (Fig.4.3A); representacéo grafica dos
dados obtidos pela técnica da imunohistoquimica, demonstrando a diferenga do percentual de
células AIM2* comparadas ao percentual de células NLRP3*, encontradas na LCL e na LM (Fig.
4.3B); Representacdo grafica demonstrando percentual de células AIM2* na LM e na LCL e
percentual de células AIM2* na LCL-MR e na LCL-BR (Fig.4.3C); representagdo grafica
demonstrando percentual de células ASC*, comparando os grupos LCL com LM e LCL-BR e LCL-
MR (Fig. 4.3D).
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4.6 Imunohistoquimica da IL-18

Todos os casos de LTA exibiram a producéao local da IL-13 com o padrao de
imunocoloracgdo intracelular caracteristico (Fig.4.4A). Ao se avaliar a proporcao
de células IL-1B* de acordo com a forma clinica, observamos que o percentual de
células IL-18* tende a ser maior na LM, quando comparado a LCL (p=0,059)
(dado ndo demonstrado). Um resultado similar foi obtido, com uma maior
proporcao de células IL-1B8* no grupo dos pacientes maus respondedores, quando
comparado ao grupo dos pacientes bons respondedores. No entanto, ndo houve

diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Fig.4.4B).

wm LCL- MR LCL-BR

A
o 6 t
2
H
B iE“ . - 4 -
15 ' s
LR ] ==
,ew - .
g ° *ye 0 [ L | )
(L=} (L) LCL-8R LCL-MR

Figura 4.4: imagens representativas de fragmentos de pele coletadas por biépsia de
lesbes conservadas em formalina a 10%, emblocadas em parafina, incubadas com
anticorpos anti-IL-18 observadas a microscopia 6tica no aumento de 400X; barra de
10 um (Fig.4.4A); representacado grafica do percentual de células IL-13 comparando,
no primeiro grafico as formas clinicas LCL e LM; o segundo grafico demonstra o
percentual de células marcadas na LCL-MR comparadas com a LCL-BR (Fig.4.4B).

4.7 Aspectos clinicos e demograficos dos pacientes relacionados a

carga parasitaria

Ao avaliar a distribuicdo dos pacientes nas diversas formas clinicas quanto a
faixa etaria observamos idades mais avancadas com significaAncia estatistica na
leishmaniose mucosa (LM) comparada a leishmaniose cutédnea localizada
(p<0,05). Este achado foi semelhante ao encontrado no estudo dos
inflamassomos. A leishmaniose mucocutanea (LMC) apresentou faixa etaria mais
elevada quando comparada a leishmaniose cutanea localizada (p<0,01) (Fig.
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4.5A). Quanto a resposta de hipersensibilidade retardada aferida pela reacdo
intradérmica de Montenegro (MTN) houve uma maior reatividade na leishmaniose
mucosa (LM) comparada tanto a leishmaniose cutanea localizada (LCL) (p<0,01),
guanto a leishmaniose mucocutanea (p<0,01) (Fig. 4.5B). O numero de lesdes foi
superior na leishmaniose mucocutanea quando comparada com a leishmaniose
cutanea localizada (p<0,01), assim como quando esta forma foi comparada com
as recidivas (REC) (p<0,05) (Fig.4.5C). Na leishmaniose mucosa observamos um
tempo de evolucdo mais longo quando comparado a leishmaniose cutanea
localizada (p<0,01). Na forma mucocutanea o tempo de evolugcdo também foi mais
prolongado quando comparado com a leishmaniose cutanea localizada (p<0,05)
(Fig.4.5D). Observamos ainda um periodo de duragdo mais longo nas lesdes
recidivantes (REC) quando comparadas as lesbes iniciais da leishmaniose
cutanea localizada (primLCL) (p<0,05) (Fig.4.5E).
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Figura 4.5: representacao grafica dos pacientes estudados na série para
avaliacdo da carga parasitaria quanto a idade (A), reacao de hipersensibilidade
retardada através da reacdo de Montenegro (MTN) aferida em milimetros (mm)
(B), numero de lesdes (C), tempo de evolucdo de doenca (meses) (D) e (E).
LCL - Leishmaniose cutanea; LM - Leishmaniose mucosa; LMC -
Leishmaniose mucocutdanea; REC - Recidiva de leishmaniose cutanea
localizada; PrimREC - lesdes iniciais de Leishmaniose cutanea localizada,
REC - Recidivas secundérias as lesdes de leishmaniose cutdnea localizada
iniciais em pacientes que responderam mal ao tratamento.
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4.8 Ensaio de quantificacdo do parasita

As curvas padrdo de quantificacdo para ambos os alvos (Cqg versus
logaritimo do numero de células do parasita ou massa de DNA humano)
demonstrou eficiéncias semelhantes (96,66% para SSR e 92,25% para ACT), boa
relacdo linear (r> de 0,99 para ambos) e uma ampla faixa de linearidade (“linear
dynamic range”). A eficiéncia para as curvas do parasita ndo foi afetada pela
presenca do DNA humano. As temperaturas de desnaturacédo (“melting
temperatures” — Tm ) foram de 78,02C +0,5°C para os ensaios SSR e de 81,0 £
0,5°C para ACT. Os controles negativos forneceram valores indetectaveis de

amplificacdo de SSR. Cargas parasitarias ndo detectaveis nao foram plotadas.

4.9 Carga parasitaria tissular da L. (V.) braziliensis nas diferentes

formas clinicas e respostas ao tratamento

Houve uma tendéncia, embora sem significAncia estatistica, a um menor
parasitismo tissular nos casos de leishmaniose mucosa comparados a
leishmaniose cutanea localizada. Observou-se ainda nas cicatrizes uma carga
parasitaria muito baixa, na maioria das vezes indetectavel, com valores
significativamente mais baixos do que na LCL (p<0,05) (Fig.4.6A). Seguindo a
mesma tendéncia de maior carga parasitaria nas lesbes cutaneas do que nas
mucosas, as amostras de pele coletadas dos pacientes com leishmaniose
mucocutanea (LMC) demonstraram niveis de carga parasitaria mais elevados do
gue as amostras coletadas das lesbes mucosas dos mesmos pacientes (p<0,05)
(Fig.4.6B). E interessante reportar que ao se separar o grupo dos pacientes com
LCL que apresentaram boa resposta ao tratamento (BR) dos pacientes com ma
resposta ao tratamento (MR), neste ultimo grupo observa-se um nivel mais baixo
de parasitismo do que os pacientes com boa resposta ao tratamento (p<0,01)
(Fig.4.6C). Ao analisarmos o grupo dos pacientes que responderam mal ao
tratamento, separando as amostras coletadas na primeira recidiva (1°REC) de
lesbes associadas a recidivas secundarias (2°REC), a recidiva inicial (1°REC)
apresentou uma menor carga parasitaria quando comparada ao grupo de

pacientes com boa resposta ao tratamento (p<0,05) (Fig.4.6D).
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Figura 4.6: representagdo gréfica correlacionando o equivalente de parasitas por
massa de DNA humano (Eg. parasitas/massa de DNA em ng) nas bidpsias coletadas
de cicatrizes de leishmaniose cutdnea localizada (cic), das lesdes ativas de
leishmaniose cutanea localizada (LCL) e das les6es mucosas de pacientes com a
forma mucosa (LM) (A). Comparacdo entre Eq.parasitas/massa de DNA em ng
parasitaria das lesGes cutaneas (peleLMC) com as les6es mucosa (mucLMC) da
forma leishmaniose mucocuténea (B), Raz&o entre Eg.parasitas/massa de DNA em
ng no grupo de pacientes com LCL com boa resposta ao tratamento (BR) e pacientes
da mesma forma mas que responderam mal ao tratamento (MR) (C), relagédo entre o
Eq.parasitas/massa de DNA em ng dos pacientes com boa resposta ao tratamento
(BR), lesdo primaria da ma resposta ao tratamento (primMR), primeira lesédo de
recidiva com ma resposta ao tratamento (1°REC) e recidivas secundéarias (2°REC)

(D).
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4.10 Carga parasitéria tissular da L. (V.) braziliensis de acordo com o

tempo de evolucgéo

Houve variacdo da carga parasitaria de acordo com o tempo de evolucao.
O equivalente de parasitas por massa de DNA humano foi significativamente
maior nas lesées no tempo de evolugcdo menor do que trés meses (<3meses),
comparado as lesdes com tempo de evolucdo mais longo (212 meses)
(p<0,01) (Fig.4.7).
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Figura 4.7: representacdo gréafica correlacionando o equivalente de parasitas por
massa de DNA humano (Eg. parasitas/massa de DNA em ng) nas bidpsias coletadas
em tempo de evolucdo de doenca <3 meses, 23 meses e <12 meses e 2a 12 meses.
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5. Discussao

Em uma area endémica de leishmaniose tegumentar americana causada
por L. (V.) braziliensis localizada no estado do Rio de Janeiro observa-se, na
maioria dos pacientes, uma evolucao clinica benigna e uma excelente resposta ao
tratamento com o antimoniato de meglumina. No Brasil o uso do Glucantime®,
medicamento de primeira linha para o tratamento da leishmaniose, oferece vérias
limitacdes tais como, administragcdo apenas pela via parenteral, efeitos toxicos
cumulativos e potencial risco de inducao de resisténcia (Marsden, 1985; Oliveira-
Neto et al.,2000; Alvar et al., 2006; revisto por Frézard et al., 2009;
BRASIL, 2013). A avaliacdo clinica na fase inicial das lesdes cutdaneas em
pacientes com LCL ndo permite determinar o progndstico. Em areas geograficas
de transmisséao estavel de apenas cepas com baixo potencial de viruléncia, como
€ 0 caso da regido sudeste do Brasil, o estabelecimento de fatores preditores de
gravidade de doenca poderdo ser Uteis para a indicagdo de esquemas
terapéuticos mais curtos, pelo tempo minimo necessario para a obtencdo de cura
clinica. A nossa proposta foi avaliar tanto dois inflamassomos, quanto a carga
parasitaria de Leishmania (V.) braziliensis como potenciais instrumentos para
estabelecer fatores prognésticos que possam ser Uteis na pratica clinica. Até o
momento, ha poucos estudos avaliando os inflamassomos e a IL-1B na LTA
(Fernandez-Figueroa et al., 2012; Lima-Junior et al., 2013; Gurung et al., 2015;
Novais et al., 2015). Mantendo a mesma perspectiva de estabelecer novos
critérios prognosticos, realizamos outro estudo correlacionando a carga
parasitaria através da PCR em tempo real quantitativa (qQPCR) com as diversas
formas da doenca e respostas ao tratamento. O alvo de Leishmania escolhido foi
a subunidade menor do gene de RNA ribossomal (SSR). Ha até o momento,
apenas outro estudo realizado no Peru que também utilizou esta abordagem, no

entanto, o KDNA de Leishmania (Viannia) foi o alvo escolhido (Jara et al., 2013).

A resposta inflamatoria tanto é capaz de exercer efeitos benéficos, como
deletérios, dependendo das mudltiplas variaveis envolvidas no processo de
interacdo parasita-hospedeiro (revisto por Davis et al., 2011; revisto por Kulkarni
et al., 2016).
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A primeira etapa de nosso estudo abordou a resposta imune inata, atraves
da avaliagdo dos inflamassomos AIM2 e NLRP3, seus componentes
intermediarios a caspase-1 e o adaptador ASC, e um produto da ativagdo destes
inflamassomos a IL-1pB, pela técnica da RT-PCR em tempo real e pela técnica da

imunohistoquimica.

A partir da analise da PCR em tempo real foi possivel detectar uma
significativa maior expressdo do AIM2 na leishmaniose mucosa (LM) do que na
leishmaniose cutanea localizada (LCL). Resultados comparaveis foram obtidos
pela imunohistoquimica, onde a avaliacdo do percentual de células AIM2* no
infiltrado inflamatério nas formas LCL e LM, demonstrou uma proporcao
significativamente mais elevada nesta Gltima. E importante ressaltar, no entanto,
gue estas duas formas clinicas apresentam mais diferencas do que semelhancas.
Apesar de serem causadas pelo mesmo agente infeccioso, observa-se
comparativamente na LM um menor parasitismo tecidual (Magalhdes et al., 1986),
o tempo de evolugdo mais longo, a faixa etaria mais elevada e o predominio do
género masculino. Nesta forma clinica, o progndstico € determinado pelo quadro
clinico e ndo necessita de fatores laboratoriais adicionais para o estabelecimento
do esquema terapéutico adequado. No entanto, o registro da ocorréncia tanto da
expressdo do AIM2 na LM, quanto a producdo in situ de células AIM2*, é
importante, para a melhor compreensédo da resposta imune inata, ja que a maioria

dos estudos relacionados aos inflamassomos na LTA avaliaram apenas o NLRP3.

O achado de uma reducédo na expressao do AIM2 na LCL em pacientes que
responderam bem ao tratamento com Glucantime®, em relagdo a pele normal,
indica que existe um mecanismo de inibicdo da expressdo deste inflamassomo
naqueles pacientes que irdo evoluir de maneira satisfatoria ao tratamento. N&o
encontramos na revisdo da literatura, informacdes sobre os mecanismos de
inibicdo da expressao do AIM2, porém ja foi demonstrada a superexpressédo do
AIM2 em um estudo in vitro com mondcitos humanos estimulados pela
combinacdo do LPS da Neisseria meningitidis com a IL-10 (Gopinathan et
al., 2012). O AIM2 é constitutivamente expresso nos melandcitos (DeYoung et
al., 1997), nos leucdcitos do sangue periférico, nas células dendriticas e nos
queratinécitos (Roberts et al., 2009; Fernandes-Alnemri et al., 2009; Fernandes-
Alnemri et al., 2010). Pela PCR em tempo real observamos uma tendéncia a uma
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maior expressao do AIM2 nos pacientes que responderam mal ao tratamento
comparada com 0s pacientes que responderam bem ao tratamento. Confirmamos
esta tendéncia com o resultado pela técnica da imunohistoquimica, onde
encontramos um aumento estatisticamente significativo de células AIM* no grupo
dos pacientes que responderam mal ao tratamento, comparados aos pacientes
que responderam bem ao tratamento. Ndo h& estudos relacionando AIM2 e a
cicatrizacdo de lesbes. No entanto, Bitto e colaboladores correlacionaram em
modelos murinos a inibicdo do NLRP3 com a melhor cicatrizacdo de lesdes
cutaneas relacionadas ao diabetes mellitus (Bitto et al., 2014). Mecanismos
relacionados a ativagdo da resposta imune podem ser capazes de estimular uma
maior inducdo da expressao do AIM2. Sabemos que o AIM2 é induzido pelo INF-y
nos queratinécitos (Dombrowski et al., 2011; de Koning et al., 2012; Kopfnagel et
al.,, 2011) e nos macrofagos (Fernandes-Alnemri et al., 2010). Maretti-Mira e
colaboradores descreveram um maior nimero de células produtoras de IFN-y nas
lesbes cutdneas de individuos com LCL que responderam mal ao tratamento
(Maretti-Mira et al., 2011a). Sendo assim, nos pacientes que responderam mal ao
tratamento, pode haver uma relacdo entre o aumento do IFN-y e uma maior
expressdo do AIM2. Além disto, as espécies reativas de oxigénio (ROS) séo
capazes de ativar os inflamassomos (revisto por Harijith et al., 2014). Portanto,
uma maior producédo do AIM2 nas lesBes na LCL, pode estar relacionada ao mau
prognéstico e, provavelmente, esta associada com a resposta inflamatéria mais

exuberante.

Ao se comparar o percentual de células positivas para os dois
inflamassomos pela técnica da imunohistoquimica, observamos que houve
diferencas estatisticamente significativas tanto na LCL como na LM, com maior
percentual de células AIM2*, quando comparada as células NLRP3*. Em nossa
casuistica encontramos uma maior abundancia do AIM2 do que NLRP3. Os
primeiros resultados relacionando os inflamassomos com a leishmaniose
tegumentar, abordaram a interagdo do NLRP3 e multiplos modelos murinos,
infectados basicamente com duas espécies de Leishmania: L. (L.) amazonensis; e
L. (L.) major. Foi descrito um efeito protetor do NLRP3 na infeccdo por
L. (L.) amazonensis. Se identificou, ainda nesse estudo, que a IlI-1 se liga ao

receptor IL-1R e MyD88, estimulando a 6xido nitrico sintetase induzida (iINOS)
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nos macrofagos, favorecendo a destruicdo dos parasitas (Lima-Junior et
al., 2013). No entanto, ao se estudar os efeitos dos inflamassomos na
leishmaniose experimental por L. (L.) major, observa-se o resultado oposto.
Camundongos deficientes em NLRP3, ASC ou com deficiéncia de receptores para
a IL-1B ou para a IL-1, apresentam evolucéo clinica mais favoravel (Charmoy et
al., 2016). Um outro estudo experimental de infeccéo por L. (L.) major em modelo
murino, demonstrou que a ativagao do NLRP3 foi prejudicial durante a fase ativa
da doenca, sugerindo que a neutralizacdo da IL-18 possa ser um alvo estratégico
na abordagem terapéutica. Aléem disto a regulacdo negativa da expressdo do
NLRP3 foi associada a uma melhor resposta clinica, com reducdo das citocinas
de resposta Th2 e aumento das citocinas Th1 (Gurung et al., 2015). Até o
momento, foi realizado apenas um estudo em seres humanos, abordando os
inflamassomos AIM2 e NLRP3, em fragmentos de lesGes cutdneas causadas por
L. (V.) braziliensis. O estudo genémico transcricional de alta performance,
evidenciou alta expressao dos genes do AIM2 e NLRP3 nas amostras avaliadas
(Novais et al., 2015).

Ao avaliarmos pela técnica da RT-PCR o NLRP3 e o ASC, nao foram
possivel estabelecer correlagdes estatisticamente significativas nos dados
relacionados as duas formas clinicas ou as respostas ao tratamento. E importante
ressaltar que a expressdo do NLRP3 tendia a zero na pele normal, embora ocorra
nesta condi¢cdo, a multiplicacdo exponencial dos queratinécitos (Feldmeyer et
al., 2007). Estes dados corroboram o nosso achado de baixa expressdo do mRNA
do NLRP3 em nossas amostras de pele normal. Em resposta ao estimulo dos
inflamassomos NLRC4, NLRP3 ou AIM2, o adaptador ASC enddgeno pode se
agregar na regiao perinuclear no citoplasma para formar um anico foco de ASC.
Este agregado parece servir como plataforma para o recrutamento e ativagéo da
caspase-1 (Broz et al., 2010b). A oligomerizagdo do ASC forma um agregado
perinuclear, denominado piroptossomo, que €& um dos responsaveis pela
piroptose, a morte celular mediada pela caspase-1, capaz de promover a
eliminacdo de patogenos intracelulares nos macrofagos infectados (Compan et
al., 2015). O adaptador ASC € importante tanto para o processamento, como para

a secrecédo da IL-13 (Broz et al., 2010a).
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Ja a analise pela RT-PCR da enzima caspase-1, que € ativada pelos
inflamassomos candnicos, demonstrou que tanto a leishmaniose mucosa como a
leishmaniose cuténea localizada, e nesta Ultima nas duas modalidades de
resposta ao tratamento, houve uma mais elevada expresséo da caspase-1 do que
na pele normal. A caspase-1 é produzida como um precursor citosélico, que sofre
a inducdo de autoativacdo pela proximidade, através da formacdo de dimeros
(Martinon et al.,2002). Esta enzima, dependendo da composicdo do
inflamassomo, pode existir em dois estados de ativacdo: ndo processada e
totalmente processada. No entanto, foi demonstrado em estudo com a caspase-1
de camundongos, que o0 autoprocessamento da caspase-1 ndo é um pré-requisito
para a sua ativacdo (Broz et al., 2010a; revisto por Jiménez-Fernandez et
al.,, 2015). O recrutamento da caspase-1 através da via candnica pelos
inflamassomos €& suficiente para a sua ativagio na auséncia do
autoprocessamento (Van Opdenbosch et al., 2014). A autoativacdo apenas pela
presenca da pré-caspase-1, indica a importancia do controle da sintese desta
enzima. Corroborando esta hipotese, encontramos baixos niveis de expressao da
pré-caspase-1 na pele normal. Houve uma maior expressao de caspase-1, tanto
nas duas formas de apresentacdo clinica, como nos dois grupos de resposta ao
tratamento da leishmaniose cutanea localizada. Em vigéncia da inflamacéo, o
fator de transcricdo NFkB ativa diretamente a expressdo da pré-caspase-1. A
inibicdo do eixo NFkB/caspase-1 interrompe tanto a primeira etapa de cura das
feridas cutaneas, a fase inflamatéria, como impede a etapa proliferativa, em que
ocorre o estimulo a multiplicacdo dos queratindcitos iniciando a cicatrizacédo (Lee
et al., 2015). Paradoxalmente o NFkB também induz a superexpressao do
receptor de autofagia p62, responsavel pelo que reconhecimento e remocao de
mitocondrias danificadas, exercendo assim uma fungéo anti-inflamatéria (Zhong et
al., 2016).

Em nosso estudo a expressdo do NLRP3 foi detectada em 71% dos
pacientes do grupo leishmaniose cutanea localizada e 72,5% nos casos de
leishmaniose mucosa. Observamos, no entanto, pela técnica da
imunohistoquimica, uma propor¢cdo muito mais baixa de células NLRP3* no
infiltrado inflamatorio (25% na LCL e 25% na LM), do que a esperada em relacao

ao que foi encontrado em nossos resultados pela RT-PCR. Estes dados
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corroboram os achados de um estudo in vitro com cultura de células de linhagem
monocitica humana (THP1), expostas ao GP63 purificado e exossomos contendo
GP63 derivada de L. (L.) mexicana. Neste caso, em consequéncia da clivagem e
da inativacdo do NLRP3, houve a inibicdo da maturacdo e da liberacdo pelos
macréfagos da IL-1B (Shio et al., 2015). Por este motivo, formulamos a hipétese
de que o GP63 impacta negativamente a presenca do NLRP3 nos infiltrados
inflamatorios. Em nosso estudo submetido (Moreira et al.), encontramos nos
pacientes com LCL que responderam mal ao tratamento, um maior numero de
células GP63* do que nos que responderam bem. E possivel, portanto, que o
fator de viruléncia GP63 esteja envolvido na reducdo do numero de células
NLRP3*.

Os inflamassomos sao responsaveis pela ativacao da IL-1B e da IL-18. Por
este motivo, avaliamos pela técnica da imunohistoquimica a IL-1B, principal
citocina inflamatéria na LTA. O padrdo da imunocoloracdo foi semelhante em
todos os grupos de pacientes e o percentual de células IL-1p* demonstrou uma
tendéncia de presenca em maior abundancia na leishmaniose mucosa do que na
leishmaniose cutanea localizada. Nesta ultima forma de apresentacdo clinica,
houve uma tendéncia ao maior percentual de células IL-1* no grupo dos
pacientes que evoluiram mal ao tratamento, quando comparado ao grupo com
boa resposta. Estudos experimentais demonstram um efeito deletério da resposta
inflamatoria ao se infectar camundongos suscetiveis a infeccdo (BALBc) com
L. (L.) major. As lesBes cutaneas foram atenuadas na auséncia de um dos genes
IL-1 (IL-1a ou IL-1B) e o bloqueio dos antagonistas de receptores para IL-1 (IL-
1Ra), foram relacionados a uma maior gravidade das lesGes cutaneas (Voronov et
al., 2010). Uma superexpressao da IL-13 foi associada a persisténcia do parasita
no sitio de inoculacéo e lesdes mais extensas (Charmoy et al., 2016). A ativacao
da imunidade inata deflagrada pela infecgdo por Leishmania spp. tanto pode ser
atii para o controle da infeccdo, como potencializar os efeitos maléficos,
representados pela piora dos efeitos locais e a distancia. Em uma regido em que
ocorre a concomitancia de infecgcdo por L. (L.) mexicana e uma mutagdo com
ganho de funcéo da IL-1[, foi possivel observar que 0 aumento constitucional de
IL-18 associava-se as formas clinicas de maior gravidade e com maiores cargas

parasitarias. Ao se avaliar ainda pela técnica da imunohistoquimica a distribui¢cao
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da IL-1B8 em lesGes de pele, os autores observaram que a distribuicdo difusa da
IL-13 estava associada aos pacientes com alta carga parasitaria, tanto na
leishmaniose cutanea localizada (LCL) como na leishmaniose cutanea difusa
(LCD), enquanto que nos pacientes com LCL, com uma menor propor¢cao de
parasitas, a IL-1p foi visualizada apenas no meio intracelular (Fernandez-Figueroa
et al, 2012). Na nossa casuistica, no entanto, ndo foi possivel correlacionar a IL-
183 e a gravidade da doenga. Para validar ou refutar esta hipotese, ha a

necessidade de aumentarmos o numero de casos estudados.

Nesta parte do estudo concluimos que embora o NLRP3 seja o
inflamassomo mais conhecido por ser ativado em resposta a uma grande
variedade de estimulos (Schroder & Tschop, 2010), em nossa casuistica que
avaliou pacientes com LTA em uma area endémica para L. (V.) braziliensis, o
AIM2, um receptor seletivo que se liga apenas ao DNA dupla fita no citoplasma,
predominou em relacdo ao NLRP3. Em relacdo aos dois inflamassomos testados,
o AIM2 foi o principal ativador da IL-13 e pode contribuir para a gravidade da LTA.
Abordagens futuras correlacionando os inflamassomos e a LTA devem incluir o
AIM2 dentre os alvos escolhidos para estudo. Um nimero maior de células AIM*
foi associado a leishmaniose mucosa em comparacdo a leishmaniose cutanea
localizada, havendo ainda uma correlacdo entre a maior producdo deste

inflamassomo e um pior prognéstico na LCL.

Na série relacionada a andlise da carga parasitaria encontramos uma
associacao estatisticamente significativa entre as faixas etarias mais elevadas e a
leishmaniose mucosa e a leishmaniose mucocutanea, quando comparadas com a
leishmaniose cutanea localizada. Sabemos que o risco de infeccdes em geral
aumenta em individuos idosos (Boe et al. 2017) e que tanto a LM como a LMC
sdo frequentemente associadas a imunodeficiéncia, e geralmente s&o
secundarias a um processo de reativacdo de infeccdo antiga (Lindoso et
al., 2009). Como no Brasil ha uma superposicdo das epidemias de aids e de
leishmaniose tegumentar (Guerra et al., 2011), tem ocorrido aumento do numero
de casos de leishmaniose tegumentar associadas a imunossupressdo. Esta
projecdo pode ser ilustrada por um estudo que avaliou um total de 15 pacientes

coinfectados com HIV e Leishmania spp., nos quais 80% apresentaram lesao
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mucosa e 53% desenvolveram a leishmaniose mucocutdnea. Em 53% destes

pacientes foram observadas recidivas (Lindoso et al., 2009).

O numero de lesBes na leishmaniose mucocutanea foi superior quando
comparado tanto a leishmaniose mucosa quanto as reativacfes. Validando este
resultado sabemos que uma das principais caracteristicas da leishmaniose
mucocutanea € a multiplicidade de lesdes (Marsden, 1990). Na leishmaniose
mucosa foram observadas medidas superiores da reacdo intradérmica de
Montenegro comparadas tanto a leishmaniose cutanea localizada quanto a
leishmaniose mucocutanea. Estes achados sdo semelhantes aos que foram
encontrados na nossa série para estudo da imunidade inata, assim como 0s
resultados descritos na literatura (revisto por Reithinger et al., 2007). Um tempo
de progressdo mais longo foi observado na leishmaniose mucosa e na
leishmaniose mucocutanea ao se comparar cada uma destas duas formas
clinicas com a leséo primaria da leishmaniose cuténea localizada. As recidivas da
leishmaniose cutanea localizada evoluem por um periodo de tempo mais longo do
que a lesdo primaria de leishmaniose cutanea localizada. Concluimos portanto,
gue a evolucédo clinica mais arrastada esta relacionada ao mau progndéstico da
doenca. Em um estudo conduzido em é&rea endémica do Rio de Janeiro, 0s
pacientes que responderam mal ao tratamento exibibiram um maior nimero de
células produtoras de IFN-y, IL-10 e TGFB com predominancia da atividade do
IFN-y e elevada atividade das metaloproteinases. Nos pacientes que
responderam bem ao tratamento houve uma prevaléncia da IL-10 associada a
uma baixa atividade de gelatinase nas lesdes (Maretti-Mira et al., 2011a; Maretti-
Mira et al., 2011b). Dependendo da razéo entre o IFN-y, a IL-10 e 0 TGF-B3, o
tempo de evolucdo pode ser mais longo, apesar de uma carga parasitaria mais
baixa. A carga parasitaria dos pacientes que responderam bem ao tratamento
com Glucantime® (BR) apresentaram valores significativamente maiores do que
0s que responderam mal ao tratamento com Glucantime®. Houve ainda diferenca
estatisticamente significativa no grupo dos pacientes com ma resposta ao
tratamento que recidivaram, no qual a primeira recaida (1°REC) demonstrou um
nivel mais baixo de parasitismo quando comparada ao grupo dos pacientes com
boa resposta ao tratamento, indicando que mesmo nas lesdes recidivantes ha

mecanismos parciais de controle do parasita. Esta incapacidade dos pacientes
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em prevenir as recidivas € relacionada, em parte, a persisténcia do parasita.
Houve uma tendéncia a uma carga parasitaria menor na recidiva inicial (1°REC)
comparada as recidivas secundarias (2°REC). As cargas parasitarias mais
elevadas nas recidivas secundarias podem estar relacionadas a exaustdao do
sistema imune. Houve uma correlacéo inversa e discretamente negativa entre o
parasitismo tissular e o tempo de evolugdo da doenca, onde as cargas
parasitarias mais baixas foram observadas em lesdes com maior tempo de
evolucdo. Sendo assim, duracdes mais longas da doenca foram associadas a
carga parasitaria mais baixa. Quando a dose de infeccdo foi avaliada em um
modelo murino por L. (L.) major, o grupo que recebeu uma dose inicial baixa do
in6culo, apesar de ter desenvolvido quadro inicial mais brando na fase aguda,
evoluiu para a infeccdo crénica e necessitou de um periodo de tempo mais longo
para que ocorresse a cicatrizacdo (Kimblin et al., 2008). Estes resultados sugerem
que titulos mais baixos do parasita possam estar relacionados com a evolugao
mais longa da doenca, corroborando os dados da literatura que encontraram um
parasitismo escasso em infec¢cdes crbnicas por L. (V.) braziliensis (Weigle et
al., 2002).

Estudos anatomopatologicos revelam uma maior abundancia de parasitas
na leishmaniose cutanea localizada do que na leishmaniose mucosa (Magalhées
et al.,, 1986). Nossos achados apontam para uma tendéncia, ainda que sem
significado estatistico, de uma menor carga parasitaria na leishmaniose mucosa
em relacdo a leishmaniose cutédnea localizada. Este resultado apresenta
semelhancas com os encontrados por Jara e colaboradores, com uma proporgao
significativamente maior de individuos com LCL apresentando uma carga
parasitaria mais elevada do que pacientes com a forma mucosa (Jara et
al., 2013). A escolha do kDNA por Jara e colaboradores pode ter contribuido para
a maior robustez dos seus resultados ja que o kDNA oferece valores positivos
com maior frequéncia do que a SSR (Koltas et al., 2016) e € um teste especifico
(Weigle et al., 2002), no entanto, 0 uso deste alvo pode comprometer a acuracia
do resultado pela heterogeneidade da sua composicao e variacdo do numero de
copias entre as espécies, cepas e isolados (Mary et al., 2004; Weirather et
al., 2011). A resposta imune e principalmente a resposta do tipo Tu1 €

fundamental para a resolugdo do processo infeccioso nas lesdes relacionadas a

68



leishmaniose tegumentar (revisto por Reithinger et al., 2007). Este processo, no
entanto, ndo parece ser suficiente para induzir uma cura parasitolégica pois, na
maioria dos pacientes, ha a persisténcia, em titulos baixos de Leishmania spp.
nas lesGes (Schubach et al., 1998b). Sendo assim em determinados individuos a
resolucdo do processo infeccioso ndo implica a eliminacdo completa do parasita,
estimulando a resposta imune antigeno especifica para Leishmania spp. e

impedindo a reinfeccéo (Coutinho et al., 2002).

A abordagem diagnéstica e terapéutica em pacientes portadores de doencas
infeciosas se mostra desafiadora ja que a interagcdo entre o parasita e o
hospedeiro se apresenta de forma variavel, indicando que a conduta adequada
para um paciente pode ser ineficaz para outro. Na histéria recente da medicina a
epidemia de aids surgiu para modificar paradigmas demonstrando que o
acompanhamento laboratorial exerce funcdo mais importante, pelo menos nas
fases iniciais da infeccdo, do que os achados clinicos. Este novo procedimento
resultou ndo sé no aumento da sobrevida, mas principalmente contribuiu com
uma melhor qualidade de vida para milhbes de pessoas infectadas (Cao et
al., 2016). Este acompanhamento laboratorial inclui uma abordagem imunoldgica,
com a avaliagdo da relagdo entre as células T CD4* e TCD8* e outra relacionada
com o0 agente etioldgico através da quantificacdo pela PCR em tempo real da
carga viral do HIV (De Salvador-Guilloué et al., 2015; Cao et al., 2016). O sucesso
indiscutivel da inclusdo destes dois métodos estimulou a busca de potenciais
fatores progndsticos que possam ser Uteis para a abordagem de outras doencas
infecciosas. Este fato se reflete em nosso trabalho, onde avaliamos a relevancia
de alvos relacionados a imunidade inata, pela pesquisa do AIM2 e do NLRP3 e
fator relacionado ao parasita através do estudo da carga parasitaria, 0s
correlacionando com o prognéstico. Infelizmente na leishmaniose tegumentar a
analise do sangue periférico ndo demonstra resultados animadores, ja que na
maioria das vezes, 0 parasitismo ocorre predominantemente na pele e/ou na
mucosa (Vergel et al., 2005; de Oliveira Camera et al., 2006). Em nosso estudo
encontramos resultados promissores relacionando o AIM2 nas lesdes e o
prognoéstico da doenca. Indica-se a biopsia diagnostica de rotina antes do inicio
do tratamento logo, informacdes relacionadas ao AIM2, poderao permitir a adogéo

de condutas médicas individualizadas. Quanto a carga parasitaria os resultados
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nao se revelaram atraentes, indicando que a abundéncia do parasita na infeccao
por L. (V.) braziliensis em nossa area endémica nado parece exercer efeito
determinante para o curso da infec¢cdo. Avaliamos ainda que o nosso trabalho
contribui para a elucidacédo de alguns tépicos relacionados a fisiopatogenia da
leishmaniose tegumentar, mais especificamente na regido endémica do Rio de
Janeiro, que poderdo contribuir para melhor entendimento de intercorréncias

apresentadas pelos doentes afetados por esta condicao.

6. Conclusdes

O inflamassomo AIM2 participa na fisiopatogenia da LTA por

L. (V.) braziliensis, e est4 mais expresso particularmente nas lesdes mucosas;

Ha um predominio do inflamassomo AIM2 em relacdo ao NLRP3 nas lesbes

por L. (V.) braziliensis, tanto nos niveis de mRNA como de proteina;

A abundéancia de NLRP3 ndo muda nas formas clinicas ou nas respostas ao

tratamento na leishmaniose por L (V.) braziliensis;
O AIM2 foi produzido em maior proporgéo na LM do que na LCL;

O inflamassomo AIM2 apresentou niveis significativamente menores nos
pacientes que responderam bem ao tratamento com Glucantime®, em
comparacao tanto a pele normal como as lesdes dos maus respondedores,

apontando o seu potencial como marcador prognostico;

Houve coeréncia entre os dados de RT-PCR e os obtidos pela técnica da
imunohistoquimica quanto ao AIM2 e o NLRP3, o que indica que os niveis de

expressao refletem diretamente na abundancia proteica;

Embora tenha ocorrido uma tendéncia a uma maior produgdo de IL-1B na
LM do que na LCL, e nesta ultima forma clinica, uma tendéncia a uma maior
producdo nos pacientes maus respondedores ao tratamento com Glucantime®,

nao observamos diferencas estatisticamente significativas;

70



Na leishmaniose tegumentar por L. (V.) braziliensis o microambiente de

diferentes tecidos parece ser importante para determinagdo da carga parasitaria,;

A presenca do parasito nas cicatrizes cutaneas pode indicar a sua atuagao

como ativador da resposta imune;

No que diz respeito a terapéutica, 0s pacientes com ma resposta ao
tratamento apresentaram cargas parasitarias menores, e significativamente mais
baixas no primeiro episédio de recidiva, aumentando com o numero dos eventos,

relacionando com a refratariedade do paciente ao tratamento;

Houve uma relacdo inversa entre a carga parasitaria e o tempo de evolucéo
de doenca. Titulos mais baixos do parasita foram observados em lesdes mais

antigas.
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8. Anexos

Anexo 1 Curva de desnaturacdo dos experimentos da PCR em tempo real para

os fragmentos de tecidos, evidenciando a presenca dos produtos do AIM2. As

linhas em vermelho, tendendo a ser paralelas ao eixo das abscissas,

correspondem as amostras sem o cDNA, denominados de controles negativos ou
branco (NTC).

Derivative Reporter {(-Rn’)

Melt Curve Plot

85.0 90.0 95.0
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Anexo 2 Curva de desnaturacdo dos experimentos da PCR em tempo real para
os fragmentos de tecidos, evidenciando a presenca dos produtos do NLRP3. As
linhas em vermelho, tendendo a ser paralelas ao eixo das abscissas,
correspondem as amostras sem o cDNA, denominados de controles negativos ou
branco (NTC).

Melt Curve Plot

Derivative Reporter {(-Rn’)
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Anexo 3 Curva de desnaturacdo dos experimentos da PCR em tempo real para

os fragmentos de tecidos, evidenciando a presenca dos produtos da IL-1B3. As

linhas em vermelho, tendendo a ser paralelas ao eixo das abscissas,

correspondem as amostras sem o cDNA, denominados de controles negativos ou
branco (NTC).

Derivative Reporter {(-Rn’)

Melt Curve Plot

65.0 70.0 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0
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Anexo 4 Curva de desnaturacdo dos experimentos da PCR em tempo real para
os fragmentos de tecidos, evidenciando a presenca dos produtos da GAPDH. As
linhas em vermelho, tendendo a ser paralelas ao eixo das abscissas,
correspondem as amostras sem o cDNA, denominados de controles negativos ou
branco (NTC).
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Background: Lefshmania {Viannia) braziliensis is the main etiological agent of tegumentary leishmaniasis
in the Americas. Parasite molecular diversity and host immune status contribute to extensive variations
in its clinical presentation within endemic areas of Brazil. Pentavalent antimonials have been used for
more than G0 years as the first-line drug for all cases, despite the potential for severe side effects and
refractoriness. In Rio de Janeiro, Brazil, most L {V.) braziliensis infections are benign with a scarcity of
parasites, although metastasis and refractory infections can arise. In this scenario, the use of novel
molecular tools can be useful for diagnosis and to assess tissue parasitism, and is of benefit to clinical and
therapeutic management.
Methods: In this study, parasite load was assessed by real-time PCR based on the leishmanial small
subunit ribosomal RNA gene,
Resulrs and conciusion: The data revealed a tendency to higher tissue parasitism in the skin compared ta
mucous lesion sites and a reduction with disease progression. Parasite load was lower in poor compared
1o good responders to antimonials, and was also reduced in recurrent lesions compared to primary ones,
However, parasite load became higher with sequential relapses, pointing to an immune system inability
to contrel the infection, Therefore the parasite burden does not seem to be a good predictor of disease
progression.
@ 2017 The Authors. Pulslished by Elsevier Ltd on behall of International Society for Infectious Diseases,
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license {http://creativecommans.org /licenses by
ne-nd/4.0/).
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Introduction

Tegumentary leishmaniasis (TL) comprises a group of infectious
diseases with a broad diversity in clinical presentation. Caused by
parasites of the genus Leishmania, which are transmitted by sand
flies, Leishmania { Viannia) braziliensis is the main etiological agent
of leishmaniasis in the Americas.' Brazil has the highest incidence
of TL worldwide,” with autochthony confirmed in all regions of the
country.” Most TL cases correspond to cutaneous leishmaniasis
(CL), which is characterized by a single ulcer on the skin that may
regress spontanecusly. However, some patients go on to develop
mucosal leishmaniasis (ML), a destructive and diffuse metastatic

* Corresponding author,
E-mail address: luizaper@ioc focruz.br (Ld.O.R Pereira).
' Luiza de Oliveira Ramos Pereira and Regina Barbosa Mereira contributed
agqually,

hittp: | \dx.dodorg W0.0016)).4id. 20017.01.036

infiltration of the nasaljoral/nasopharyngeal mucosa that occurs
months or several years after resolution of the primary lesion,
Pentavalent antimonials have been used for more than 60 years as
the first-line treatment for all clinical presentations of leishmani-
asis. Howewver, these drugs have several limitations, such as severe
side effects and drug resistance. Most cases occurring in the state of
Rio de Janeiro represent benign infections, but a poor response to
treatment can occur, with a failure rate of 16% and the
development of mucesal forms.*”

There are several arguments to explain the differences in
clinical and therapeutic outcomes of TL. It is now clear that both
parasite molecular diversity and the host immune response
contribute to the extensive clinical polymorphism in endemic
areas. Although treatment with Glucantime mostly accelerates
lesion healing, it does not induce total clearance of the parasites
and a small number are likely to persist in the cutaneous scars over
the patient’s lifetime.” The scarcity of tissue parasitism has been

1201-97 1240 2007 The Authors, Published by Elsevier Lid on behall of International Society for Infections Diseases, This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (ht creativecommans.org/licenses by-ne-nd/ 4.0/
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described as a common observation in patients infected by L (V)
braziliensis,” which underlines the need for highly sensitive
molecular approaches to confirm a diagnosis.” Additionally, for
different species, parasite load could be related to the severity of
the lesions. Mouse models that mimic the natural transmission of
Leishmania (Leishmania) major have revealed that a high-dose
inoculum leads to the development of larger lesions, while low
doses of parasites lead to less severe pathologies, regardless of
higher parasite titers in the chronic phase.”

The aim of this study was to investigate the association between
the parasite load measured in the lesions of patients with diverse
clinical presentations and their response to therapeutic inter-
ventions in cases of L [V.) braziliensis TL in Brazil.

Materials and methods
Patients

A total of 126 patients with leishmaniasis were studied. All
patients were from the state of Rio de Janeiro in Brazil, an area
endemic for L {V.) braziliensis. Cases with any comorbidity were
excluded from the study. The diagnosis was confirmed by at least
one of the following methods: histopathology, Leishman-stained
imprint of the lesions, culture, and PCR. In addition, all patients
underwent the Montenegro skin test, TL-positive patients were
treated with 10-20mg/ke/day of N-methyl-glucamine (Glucan-
time; Rhodia Laboratories, Antony, France) for 20 to 30 days.
Patients were re-evaluated 3 months after the end of treatment,
and were considered as clinically cured if the lesions had reached
complete epithelialization and there was an absence of erythema,
induration, or papules. Patients were classified as poor responders
if healing was incomplete. The response was also considered poor
if reactivation or secondary metastatic lesions, either cutaneous or
mucosal, appeared.

For the analysis of parasite load, patients were divided into five
different groups according to their clinical presentation: cutaneous
(CL, n=71), recurrent CL (REC. n= 15}, mucesal lesion (ML, n=18),
mucocutaneous lesion (MCL, defined as cases presenting concom-
itant active mucous and cutaneous lesions, n=14), and cutanegus
scars (n=8). When appropriate, the total CL group was divided
according to the treatment response and duration of disease: (1)
good response to treatment [GR, n=54) or poor response to
treatment (PR, n=17), and (2} duration of disease up to 3 months
(early, n=43), between 3 and 12 months (intermediate, n = 18), and
more than 12 months (late, m=10),

Biopsies were taken with a punch at the border of the lesions
and submitted o diagnostic procedures, including nucleic acid
isolation for real-time PCR quantification assays. All specimens
were taken before treatment, except in recurrent cases, Dermatitis
cases were included as negative controls.

Parasites and human cell cultures

The L. (V.) braziliensis reference strain (MHOM/BR/1975/M2903 )
was obtained from the Leishmania Collection of the Oswaldo Cruz
Institute (CLIOC). Promastigotes were grown at 25 “Cin Schneider's
Drosophila medium containing 10% fetal bovine serum (Cultilab,
Campinas, 5P, Brazil), 1001U/ml penicillin, and 50 pwg/ml strepto-
mycin (Sigma, St. Louis, MO, USA).

The human acute monocyte leukemia cell line [THP-1),
obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (ATCC TIB-202;
American Type Culture Collection. Rockville, MD, USA] was
maintained at 37°C and 5% CO; in RPMI 1640 medium (Sigma
Chemicals, 5t Louis, MO, USA] supplemented with 10% fetal bovine
serum (Cultilab), 2mM -glutamine (Pharmacia Biotech, Piscat-
away, NI, USA), 1001U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 10 mM

HEPES, and 0.05mM 2-mercaptoethanol (Sigma Chemicals, St
Louis, MO, USA).

Nucleic acid purification

DMA was purified from parasites, human cultured cells, and
biopsy specimens using an lustra Tissue and Cells Genomic Prep
Mini Spin Kit (GE Healthcare, Little Chalfont. Buckinghamshire,
UK) following the manufacturer’s instructions, Extracted DNA was
quantified by NanoDrop (Therme Scientific, Waltham, MA, USA),
diluted in Tris—ethylenediaminetetraacetic acid (TE) buffer to
25ng/pl il necessary, and stored at —20-C,

Parasite quantification assay

An absolute quantification real-time PCR (qPCR) was performed
using the StepOne Real Time System [Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) with Power SYBR-Creen PCR Master Mix (Applied
Biosystems). The thermal profile was 95 °C for 10 min, followed by
40 cycles of 95 °C for 30s, 60°C for 1 min, and 75°C for 305 as the
reading step.'” An additional melt curve was performed to check
amplification product specificity from 65°C to 95°C, The
Leishmania small subunit RNA zene (55R) (accession number
MBO0292) was used to assess the parasite load,"" " and human
Bractin (ACT) (accession number NMO01101) was included to
correct DNA content variations and inhibitor interference among
samples, Oligonucleotides at 500nM were used (5 to 3'): ACT,
TAATGTCACGCACGATTTCCC and TCACCGAGCGCGGCT, and SSR,
TACTGGGGCGTCAGAG  and  GGGTGTCATCGTTTGC.'  Standard
curves were prepared with log dilutions of the number of cultured
Leishmania and of the DNA mass (ng) of human cells {immortal-
ized THP-1 human monocyte lineage), for 55K and ACT analyses,
respectively. Parasite load was defined as the number of parasite
equivalents per mass of DNA host cells (ng). No more than 50 ng of
total DNA was analyzed per reaction. Megative samples were
classified as having an undetermined 5SR quantification cycle (Cq)
if values that corresponded to ACT Cg were above the limit of
detection (LOD). Data analyses were performed using Excel.

Ethical issues

This research study was approved by the Research Ethics
Committee of FIOCRUZ (protocol 0033.0.011.346-11). Written
informed consent was obtained from all patients, Diagnostic
tissue fragments were obtained from the border of the ulcers by
biopsy, under sterile conditions after local anesthesia, Normal skin
samples were obtained from esthetic surgery patients. The
Leishmania Collection of the Oswaldo Cruz Institute (CLIOC, hrep: [/
clioc.fiocruzbr() is registered with the World Federation for
Culture Collections {WFCC-WDCM 731) and is recognized as a
Depaository Authority by the Brazilian Ministry of the Environment
(2.0, 05.04.2005).

Results
Clinical profile of the patients

The distributions of age, Montenegro skin test results, number
of lesions, and duration of disease are compared in Figure 1. MLand
MCL represent a reactivation process of CL that often occurs in
patients with a compromised immune system. These scenarios are
frequently related to older patients, and thus ML and MCL showed
a higher mean patient age than CL, which exhibited a wider age
range (Figure 1A). The intradermal Montenegro skin test revealed
higher responsiveness for ML patients than CL and MCL patients
(Figure 1B}, MCL patients presented higher numbers of cutaneous
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Figure 1. Patient clinical data: [A) age (years); (B) Montenegro skin test {millimetersy; () number of lesions; (Y] and (E) disease duration (months). Each black dot
corresponds 1o one patient. Lines express the mean values for each group and the range represents the standard error of the mean. Additional abbreviations ane 'CL for
cutaneous leishmaniasis, "MCL for mucocutaneous manifestation, for primary cutaneous lesions.

lesions compared to CL and REC patients (Figure 1C). The longest
duration of disease was observed for ML and MCL (Figure 1D,
Additionally, the same criterion was longer for reactivation cases
than for primary CL cases (Figure 1E). These results showed a
relationship between a poor prognosis and a longer healing time
after treatment.

Parasite quantification assay

Standard curves for both targets (quantification cycle versus
logarithm of the Leishmania cell number or mass of human DNA)
showed similar efficiencies [96.66% for SSR and 99.25% for ACT),
good linear correlation {r* of 0.99 for both). and a linear dynamic
range. The efficiency for parasite curves was not affected by the
presence of human DMA. Melting temperatures (Tm) were
78.0+£0.5°C for the 55K assay and 81.0+ 0.5°C for the ACT assay.
Megative controls provided undetectable SSR amplification values.
Undetected parasite loads were not plotted,

Tigsue parasitism in the different clinical forms and treatment
outcomes

There was a tendency towards lower tissue parasitism for
mucous cases (ML) compared to cutaneous lesions (CL), although
the difference was not statistically significant (Figure 2A) This
chservation is in agreement with a previous study from Peru
reporting Leishmania (Viannia) cases.'” Mevertheless, the data
diverged from the histopathological consensus that mucous
lesions present significantly lower parasite levels than cutaneous
ones.” Scars showed very low and mostly undetectable values
(Figure 2A), indicating that treatment and the patient’s immune
system had been able to reduce the parasite number. Skin samples
from mucocutaneous lesions (MCL) (= 11) presented significantly
higher parasite loads than mucous samples from MCL (n=7),
following the same pattern observed for CL and ML, according to
the tissue localization (Figure 2B). When the total CL group was
classified into good and poor responders, the latter group showed

statistically lower parasite levels (Figure 2C). However, on
analyzing the relapse group separately from the poor responders,
a different scenario was found, Only the first reactivation group
(1stREC) presented statistically lower tissue parasite levels than all
of the others (Figure 2D}, compared to primary lesions from good
responders (GR) and poor responders (primPR) and first [ 1stREC)
and second recurrences (2ndREC). Lesions from multiple relapses
showed a high parasite load, indicating immune system exhaus-
tion, possibly as a result of chronic disease. Additionally, further
analysis of a small number of samples, including paired primary
and first recurrent lesions from the same patient, was conducted
(n=8) (data not shown). However, no statistical difference and no
correlation (Spearman r=0.16, p=0.7) was found, corroborating
parasite persistence.

Parasite load 15 inversely correlated to the duration of disease
progression

Recurrent infections showed significantly longer durations of
disease progression than primary lesions (Figure 1E). An inverse
and slight but significant correlation was observed between the
duration of disease progression and parasite load when all
cutaneous lesions were assessed, with recurrences (Spearman's
r=—035 p=0.002) (Figure 3A). Also when the CL group was
classified according to the duration of disease progression into
early (n=43, up to 3 months), intermediate (n =18, between 3 and
12 months), and late CL (n=10, older than 12 months), a longer
disease duration led to a significant reduction in parasite load
{Figure 3B

Discussion

Leishmania (V. ) braziliensis infections correspond to lesions with
a scarcity of parasites. In this scenario, molecular tools could be
useful to confirm the diagnaosis, identify the species, and also to
assess the parasite load, which would be of benefit in the clinical
and therapeutic management, In the present study, qPCR was used
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Figure 3. Parasite load |5 inversely correlated to the durarion of disease progression: (A] correlarion analysis berween parasite load and the duration of disease progression for
all cutaneous samples, including recurrent cases [n=86) (Spearman's r= —0.35; p=0.002); (B) number of parasites found in the early (n =43, up to 3 months), intermediate
(=18, between 3 and 12 months), and late CL groups (n = 10, older than 12 months). Each black dot corresponds to ane patient. Lines express the mean parasite load for each

group and the range represents the standard error of the mean,

o investigate parasite loads in TL lesions from the different clinical
forms, the response to treatment, and the duration of disease
progression,

The results of this study showed that skin from the cutaneous
and mucocutaneous clinical forms exhibited the highest parasite

loads compared to mucosal sites. This suggests that the
microenvironment of the different anatomical sites might be the
key to the specific host response.’” The present study data
corroborate the findings of Jara et al, (20013) in Peru, in spite of the
use of a different target. In the present work, the small subunit
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ribosomal RNA gene (S50 or SSR) was used """ and not kDNA,
since its accuracy might be compromised by mini-circle heteroge-
neity and copy number variation among species, strains, and
isolates.'”"" Moreover, the S5R region used herein is wvery
conserved among members of the Trypanesomatidoe family,
enabling its use with other trypanosomatid clinical samples to
assess variations in parasitism.

Sparse or undetectable parasite levels were observed in scars,
indicating a role for the immune response in the healing process,
Parasitological cure, however, does not seem to occur for L (V)
braziliensis cases, since kDMNA is present in almost 806 of scar tissue
from treated patients,” In the present work, although a different
and less sensitive target than KDNA was used, it was possible to
confirm parasite persistence in the scars.

In endemic areas of Rio de Janeiro, a good response to treatment
and spontaneous cure is often observed, but a few cases may have a
poor response, corresponding to a delay in healing or recurrence.
Poor responders showed lower tissue parasitism than those with a
good response. When infection doses were evaluated in a murine
model for L (L) majer, the low dose group were found to have
chronic infections that required longer periods to heal, in spite of
the minor pathology observed in the acute phase.” These results
suggest that reduced parasite titers could be related to chronic
disease outcomes. However, when primary poor response lesions
were analyzed separately from recurrences, a new scenario was
revealed, Parasite loads from primary good and poor responders
were indistinguishable, but loads were significantly lower in the
first episode of recurrence, incicating that the host has some
contral over parasite growth, A Th1 response is important for the
clinical resolution process, and is indeed expressed in both
cutaneous and mucosal lesions.””** However, this response does
not seem to be sufficient to induce parasitological cure, since
parasites remain at a very low quantity within the scars”"
Additionally secondary recurrences showed parasite loads indis-
tinguishable from those of primary lesions, reflecting parasite
persistence and indicating an inability of the host immune system
to resolve the infection and/or possible drug refractoriness. On the
other hand, recurrent and mucosal diseases both have a long
duration as compared to single cutaneous disease. An inverse and
slight negative correlation was observed between tissue parasitism
and the duration of the disease. Also, when all cutaneous cases
were categorized according to the duration of disease. lower
parasite titers were observed for the oldest lesions,

The present authors, in studies performed in the Rio de Janeiro
endemic area, have previously demonstrated that poor responders
exhibit high proinflammatory cytokine ratios (high ratio of
interferon gamma (IFN-v) to transforming growth factor beta
(TGF-31) and metalloproteinase activity characteristic of poor
wound healing, in contrast to the anti-inflammatory good
responders profile (low ratio of IFM-y to interleukin (IL)-10),
associated with lower gelatinase activity in the lesions.””* This
proinflammatory cytokine balance could also explain the tendency
of recurrent lesions to have long durations regardless of lower
parasite titers. Furthermore, disease refractoriness resulting in
recurrent infection could be related to immune system exhaustion
and parasite persistence.

Finally, the data from this study make an important contribu-
tion to the previous statement that chronic L (V) broziliensis
infections are associated with scarce parasitism.”” Furthermore,
parasitism in the mucosal forms was statistically indistinguishable
from that in cutaneous lesions, despite the tendency to lower
values, These observations are in contrast to the histopatholegical
consensus that mucosal disease has scarce parasitism,” Ultimately,
the synergistic effect of treatment and the host immune system
often result in a good response and parasite reduction, In this
endemic area, the majority of cases end in cure, However, a few

cases may exhibit cutaneous recurrence or mucous lesions,
corresponding to metastatic events. In this study, it was
demonstrated that patients with multiple relapses had high tissue
parasitism, suggesting treatment refractoriness andjor immune
system exhaustion leading to parasite persistence.
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Abstract

The inflammasome is a multiprotein signaling platform that activates
proinflammatory cytokines and is involved in the pathogenesis of various
inflammatory skin diseases. Herein, we investigated gene and protein expression
of the inflammasome molecules AIM2 and NLRP3 in active lesions from patients
with L. (V.) braziliensis-associated tegumentary leishmaniasis (TL) and correlated
these findings with the clinical presentations and responses to therapy. Real-time
PCR assays showed higher AIM2 gene expression in mucosal leishmaniasis (ML)
compared with that in cutaneous leishmaniasis (CL). Additionally, AIM2 mRNA

expression was higher in poor responders than good responder’s lesions. In situ
1



protein quantification analyses revealed greater AIM2 expression in ML lesions
than in CL lesions. Furthermore, the percentage of AIM2 producing cells was
higher in poor responders than in good responders. IL-13 was present in all
samples, and ML patients and poor responders tended to have higher numbers of
IL-1B producing cells. The metalloprotease GP63 was also detected in all CL and
ML cases and was associated with reduced NLRP3 protein expression in dermal
infiltrates. Taken together, these data demonstrate that AIM2 is an important
component of the inflammasome in TL patients and is directly associated with the

severity of lesions.

Keywords: leishmaniasis, Leishmania (Viannia) braziliensis, inflammasome,
AIM2, NLRP3, therapy response

Abbreviations:

TL, tegumentary leishmaniasis; CL, cutaneous leishmaniasis; ML, mucosal

leishmaniasis; PAMPs, pathogen-associated molecular patterns;

DAMPSs, danger-associated molecular patterns; NF-kB, nuclear factor kB; AIM2,
absent in melanoma 2; NLRP3, nucleotide-binding domain and leucine-rich

repeat-containing receptor 3.
Introduction

Leishmaniasis is a vector-borne disease that is caused by obligate intracellular
protozoans of the genus Leishmania, which are transmitted by multiple sandfly
species. Leishmaniasis remains a major tropical disease and affects
approximately 1.6 million people each year. Most of these individuals live in lower—
middle income countries where communities have less access to healthcare
services (1). In Brazil, L. (Viannia) braziliensis is the most widely distributed
dermotropic species and is associated with the majority of tegumentary
leishmaniasis (TL) cases. Patients exhibit lesions on the skin or in nasal and oral
mucosa (2), and the majority of symptomatic TL patients develop cutaneous
leishmaniasis (CL), which is characterized by localized self-healing dermal ulcers
or papules. A small percentage of CL patients with L. (V.) braziliensis infections
are refractory to specific therapies and develop mucosal leishmaniasis (ML), which
is characterized by metastatic and progressive lesions in the nasopharyngeal

mucosa (3).



Leishmania strains and types of immune responses influence clinical disease
manifestations. Although intracellular amastigotes subvert oxygen-dependent
immunity, they do not inactivate the innate immune signaling pathways that
orchestrate antigen presentation and expansion of specific Th1/Th2 cell subsets
(4,5). In regions where L. (V.) braziliensis is endemic, CL patients tend to present
Thl immune response profiles, whereas severe cases, such as those with
mucosal leishmaniasis, exhibit a predominance of Th2 type cytokines that play
important roles in tissue damage (6,7,8). During initial phases of Leishmania
infection, innate immune cells such as macrophages, neutrophils, and dendritic
cells secrete inflammatory mediators that subsequently drive adaptive immunity
(9,10). Activation of innate immunity by pathogens or cellular stresses (PAMPs or
DAMPS) is mediated by pattern recognition proteins such as Toll-like receptors
(TLRs) and nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat-containing (NLR)
proteins (11). Numerous studies suggest that innate immunity is a pivotal
mechanism in parasite control. However, most Leishmania Viannia complex
organisms do not cause disease, and the mechanisms that are responsible for

resistance are not associated with Thl cytokine profiles (12).

Recent studies show innate immune responses mediate the assembly of
inflammasomes, which are multiprotein intracellular receptor platforms that
activate proinflammatory caspases to produce IL-1f and IL-18 and/or induce
pyroptotic cell death (13). Canonical inflammasomes activate caspase-1, and most
of these complexes are assembled by pattern-recognition receptors (PRRs) of the
NLR family, or of Interferon-inducible pyrin and HIN-200 protein families, which
include the absent in melanoma (AIM2) protein. AIM2 and NLRP3 are dependent
on the adaptor molecule apoptosis-associated speck-like protein containing a
caspase activation and recruitment domain (ASC) to activate both NF-kB and
caspase-1. In humans, the NLRP3 inflammasome can also be activated by non-

canonical caspase-4 and/or caspase-5-dependent pathways (14).

NLRP3 responds to various stimuli, including extracellular ATP, pore-forming
toxins, RNA-DNA hybrids, and several viral, bacterial, fungal, and protozoan
pathogens (15). In a murine model of L. (L.) amazonensis infection, the NLRP3
inflammasome was activated, which inhibited parasite replication (16). As a major
sensor of double-stranded DNA (dsDNA) in the cytoplasm, AIM2 forms a protein
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platform with the adapter ASC and procaspase-1, and is classified as a DNA

receptor molecule (17).

Few studies have demonstrated the role of inflammasomes in the pathogenesis
of tegumentary leishmaniasis. Hence, we investigated in situ gene and protein
expression of NLRP3 and AIM2 inflammasome platforms in active TL lesions
caused by L. (V.) braziliensis, and correlated these findings with clinical forms and

responses to N-methyl glucamine therapy.
Materials and methods
Patient selection

A total of 39 patients with Leishmania (V.) braziliensis infections and American
tegumentary leishmaniasis (ATL) were selected from endemic areas in the
southeast region of Brazil. Among these, 92% of subjects were from the State of
Rio de Janeiro. The diagnoses were performed using Montenegro skin testing and
direct observations for the presence of the parasite using imprint or histopathology
and/or kDNA polymerase chain reaction (PCR) analyses. Patients were assigned
to CL (n = 28) and ML (n = 11) groups according to clinical forms. CL patients
were subclassified into groups of good and poor responders to therapy. Good
responders (n = 15) were those who achieved complete epithelization and had no
metastatic cutaneous lesions or mucosal lesions at three months after the end of
therapy. Poor responders (n = 13) were those without complete healing of lesions
at three months after the end of therapy and/or with secondary lesions. After
diagnosis, all patients were treated with N-methyl glucamine (Glucantime®,
Rhodia Laboratories, Antony, France). CL cases received doses of 5-20 mg/kg
daily for 20—30 days. A previous study demonstrated that low doses of antimony
have identical efficacy as larger doses (Oliveira-Neto et al., 1997). Hence, the
present ML patients received 20 mg/kg antimony for an average of 60 days
according to the Brazilian Ministry of Health protocol (18). All protocols were
performed in accordance with the principles specified in the Declaration of Helsinki
and under local ethical guidelines. All patients provided written informed consent
for the collection of samples and the subsequent analyses. This study was
conducted with the approval of the Ethical Committee of Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz (protocol CAE02765312.7.0000.5248).
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Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed using 4-uym formalin-fixed, paraffin-
embedded sections from the lesions of 16 selected patients, including 12 CL
cases (six good responders and six poor responders) and 4 patients with mucosal
lesions. Antigen retrieval was performed using 10 mM citrate buffer (pH 6.0) at
95°C. The sections were incubated with 3% hydrogen peroxide to block
endogenous peroxidases and were then incubated with bovine serum albumin
(Sigma, USA) to inhibit non-specific binding. This was followed by incubation with
primary antibodies against AIM2, ASC, NLRP3, IL-1B, and the major surface
protein GP63 (Abcam, Cambridge, UK) at 4°C overnight. Following incubation with
secondary antibodies and a streptavidin-horseradish peroxidase conjugate
(Amersham, Little Chalfont, UK), diaminobenzidine substrate (Biogen, Cambridge,
MA, USA) was applied as a chromogen. Nuclei were counterstained with Harris
haematoxylin (Merck, Darmstadt, DE), and the slides were dehydrated and cover-
slipped. All control slides were treated similarly without primary antibody or using
an irrelevant antibody of the same isotype as the primary monoclonal antibody.
Images of stained slides were captured using an optical microscope (E600, Nikon)
coupled to a digital camera (CoolSNAP-Pro Color). Cells showing visible nuclei
and brown/red immunoprecipitation were considered positive. Number of positive
cells within inflammatory infiltrates were determined by counting a total of 500 cells
in 10 x 1000 magnification fields, and were expressed as percentages of positive

cells. All counts were acquired blindly.
Relative gene expression

Total RNA was isolated from 5-um thick frozen sections of tissue fragments from
lesions (35 to 40 sections) and was processed using an RNA extraction kit (RBC,
BioAmerica Inc, Miami, FL, USA) according to the manufacturer's instructions.
RNA integrity was analysed on 1% agarose gels stained with ethidium bromide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Reverse transcription was performed using
oligo(dT) primers (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) and Superscript Il Reverse
Transcriptase (Life Technologies, Gaithersburg, MD), and the first-strand cDNA
was stored at -20°C until use. Real-time PCR was performed using SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, USA) and the following primer pairs

(Atianand et al., 2011): GAPDH, 5 TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC and 3’
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ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAC; NLRP3, 5 GGCATATCACAGTGGGATTC
and 3 GATCTTCGCTGCGATCAAC; AIM2, 5 GTTTGAGACCCAAGAAGGCA
and 3’ CACACGTGAGGCGCTATTTA; ASC, 5 CCCTCCTCAGTCGGCAG and 3’
AGGCTGGTGTGAAACTGAA. Reactions were performed in duplicates with
annealing and reading temperatures of 60°C, a primer concentration of 400 nM
and a single initial step of 95°C for 10 min followed by 40 cycles of 95°C for 15
secs and 60°C for 1 min. Subsequently, a dissociation curve was used to verify the
specificity of amplification products. Duplicate wells with no cDNA were included
as non-template controls. Assays were performed in a ViiA7™ Real-Time PCR
system (Life Technologies). Sizes of amplicons were confirmed by resolving PCR
reaction products on 1.5% agarose gels. Finally, mRNA expression was
normalized and expressed relative to that of the GAPDH housekeeping gene.

Relative gene expression was calculated using the Pfaffl mathematical method.
Statistical Analysis

Data was presented as the means * standard errors of the mean (SEM) and
analyzed using GraphPad Prism 6.0 software. Differences were identified using
Mann-Whitney U test for comparisons of two groups. Analysis of contingency
tables was performed using Fisher's exact test and differences were considered
significant when p < 0.05.

Results

Demographic and clinical features differed between study groups. Specifically,
the ML group included significantly more men (p < 0.05) of greater age (p < 0.05)
than CL patients. In addition, the illness durations of ML patients were longer than
those of CL patients (p < 0.001; Table 1).

Expression levels of inflammasome genes in TL patients were determined using
real-time PCR assays with mRNA that was isolated from active lesions of CL (n =
15) and ML (n = 9) patients. Although AIM2, ASC, and caspase-1 mRNAs were
detected in all cases, NLRP3 mRNA was detected in only 71% of CL cases and in

72.5% of ML cases (data not shown).

In this study, we correlated inflammasome transcript levels with clinical forms and
responses to antimony therapy, and observed that, AIM2 expression was higher in

ML lesions than in CL lesions, and among CL patients, poor responders also had
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higher AIM2 mRNA expression levels than good responders (p < 0.05; Fig. 1A). In
contrast, NLRP3 and ASC transcript levels did not vary significantly between
clinical forms or with responses to therapy (Fig. 1B and Fig. 1C). However,
caspase-1 mRNA levels were significantly higher in ML lesions than in CL lesions
(p < 0.05), although no differences were identified between good and poor

responders (Fig. 1D).

Figure 1. Expression of inflammasome AIM2 and NLRP3 mRNA in cutaneous
and mucosal samples. Data were analyzed according to the clinical presentation
of cutaneous leishmaniasis (CL) or mucosal leishmaniasis (ML) and responses to
therapy; good response, GR; poor response, PR. Transcripts of AIM2 (A), NLRP3
(B), ASC (C), and Caspase-1 (D) were detected in frozen sections of CL and ML
lesions using real-time PCR. Data are presented as means + standard errors of
the mean (SEM). The expression levels of indicated transcripts were normalized to
that of the housekeeping gene GAPDH. Differences were identified using Kruskal-
Walllis and Mann-Whitney U tests and are indicated with p-values.

In further studies, we determined whether observed inflammasome gene
expression profiles are associated with protein synthesis in tissues using
immunohistochemical analyses. In these experiments, a total of 16 ATL patients,
including 12 CL cases and 4 ML cases, were analyzed. ML fragments that were
too small were excluded from immunohistochemical analyses. In situ AIM2,
NLRP3, and ASC signals were mostly observed in cytoplasms of cells from dermal

inflammatory infiltrates (Fig. 2A).

Quantification analyses demonstrated that AIM2 protein was more abundant in
CL and ML lesions than NLRP3 (p < 0.001; Fig. 2B). Moreover, the percentage of
AIM2 producing cells was significantly higher in ML lesions than in CL lesions (p <
0.01). Subsequent analyses of responses to antimony therapy showed higher
AIM2 protein in poor responders than in good responders (p < 0.05; Fig. 2C).
However, the adaptor protein ASC was present in all samples, and its expression

did not differ between patient groups (Fig. 2D).

Figure 2. Immunostaining of AIM2, NLRP3, and ASC in lesions from cutaneous
and mucosal leishmaniasis patients. Samples were analyzed according to clinical

presentations (CL and ML) and responses to therapy (GR and PR). Paraffin-
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embedded tissues were incubated with monoclonal antibodies and color reactions
were achieved using avidin—biotin immunoperoxidase techniques. All sections
were counterstained with Harris haematoxylin (magnification, 400 x; bar, 10 ym).
The graphs show frequencies of positive cells in inflammatory infiltrates.
Differences were identified using non-parametric Mann-Whitney tests and are

indicated with p-values.

Leishmania zinc-metalloprotease reportedly inhibited IL-1B production by
cleaving NLRP3 inflammasome components in vitro. Because NLRP3+ cells were
barely detected in inflammatory infiltrates from CL (3/12; 25%) and ML lesions
(1/4; 25%), we determined whether the presence of the major virulence factor
GP63 negatively impacts the expression of the inflammasome NLRP3 protein in
local inflammatory infiltrates. In these experiments, GP63 densities were
determined in active lesions from CL (n = 11) and ML (n = 4) patients using
immunohistochemical analyses. Although GP63 staining was observed in all
samples, ML tissues tended to have greater numbers of GP63+ cells than CL
tissues (p = 0.052). Moreover, numbers of GP63+ cells were significantly higher in
CL lesions from poor responders than in lesions from good responders (p < 0.01;
Fig. 3).

Figure 3. GP63+ cells in active lesions from cutaneous and mucosal
leishmaniasis patients were evaluated according to clinical presentations and
responses to treatment. Paraffin-embedded sections were incubated with a
monoclonal anti-GP63 antibody and color reactions were achieved using an
avidin—biotin immunoperoxidase technique. Data are presented as means + SEM
and indicate numbers of positive cells/m2 tissue. Differences were identified using

non-parametric Mann-Whitney U test and are indicated with p-values.

Because inflammasome activation leads to the conversion of proinflammatory
cytokines from inactive to active forms, we determined IL-1p expression in tissues
from active CL and ML lesions using immunohistochemistry. Local IL-13 producing
cells were present in all tissue samples with typical intracellular immunostaining
patterns (Fig. 4A). However, percentages of IL-1B producing cells in ML lesions
tended to be higher than in CL lesions (p = 0.056). Similarly, IL-1B producing cells
were slightly less prominent in patients who responded well to antimony therapy

than in poor responders (p = 0.059; Fig. 4B).
8



Figure 4. IL-1B+ cells in inflammatory infiltrates from active lesions of cutaneous
and mucosal leishmaniasis. Samples were analyzed according to the clinical
presentation (CL and ML) and therapeutic responses (GR and PR). Paraffin-
embedded tissues were incubated with monoclonal antibodies and color reactions
were achieved using an avidin—biotin immunoperoxidase technique. All sections
were counterstained with Harris hematoxylin (magnification: 1000x, bar: 20 ym).

The graphs show frequencies of positive cells within inflammatory infiltrates.
DISCUSSION

In previous studies, we characterized prognostic factors that are associated with
the development of more severe clinical forms in patients with L. (V.) braziliensis
infections and consequent ATL (22,23,24). However, the roles of innate immune
components against Leishmania spp. in endemic areas of ATL remain poorly
characterized. Cytoplasmic sensors comprise a complex group of
immunoregulatory systems and provide a wide range of potential therapeutic
targets (25). Thus, we investigated the roles of the canonical inflammasomes
NLRP3 and AIM2 in the immunopathogenesis of human L. (V.) braziliensis

mediated ATL lesions.

During L. (L.) amazonensis infections of resistant C57BL/6 mice, the NLRP3
inflammasome protein was associated with protective responses. Moreover, in
vitro assays of L. (V.) braziliensis and L. (L.) mexicana infections indicated that IL-
18 is released in an NLRP3 inflammasome-dependent manner (16). In agreement,
pathogenic roles of NLRP3 were demonstrated in mice that were infected with
L. (L.) major. Specifically, NIrp3—-/—, Asc—/-, and Caspl-/—mice exhibited
significant reductions in footpad swelling and parasite burden relative to the wild-
type BALB/c mice (27). In a recent study in humans, genes that are associated
with the inflammasome were highly expressed in L. (V.) braziliensis lesions (28).
However, parasite polymorphisms have been identified between species and as
well as clones from the same species (29). Thus, different experimental models

and Leishmania species likely produce varying clinical manifestations in humans.

NLRP3 transcripts were present in the majority of CL and ML cases, and gene
expression levels were similar in the present patient groups. Thus, these data

warrant further investigations of the mechanisms that are associated with
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decreased NLRP3 protein synthesis in dermal inflammatory infiltrates from active
lesions. In particular, these data suggest that NLRP3 inflammasome activation is
limited in lesions of ATL patients. Shio et al. (30) investigated the influence of the
virulence factor GP63 in NLRP3 activation and IL-18 secretion in PMA-
differentiated THP-1 macrophages. In these experiments, Leishmania spp.
infection effectively induced cleavage of NLRP3 and inhibited experimental
induction of IL-1[3. In agreement, GP63 protein expression was detectable in all of
the present CL and ML samples, even though infection with the subgenus Viannia

was notably characterized by a scarcity of amastigotes in lesional tissues.

The AIM2 protein was previously localized in the cytoplasm and functioned as a
mediator of IFN activity (31). In addition, AIM2 inflammasomes, but not the
NLRP3, has been involved in tissue injury processes in inflammatory diseases
(32). The present data indicate an unknown role of AIM2 in the progression of
lesions that are caused by protozoan infections. Specifically, ML lesions presented
higher levels of AIM2 transcripts than CL lesions. Additionally, AIM2 mRNA
expression was downregulated in lesions from good responders when compared
with poor responders. Moreover, proportions of AIM2 protein producing cells were
high in dermal infiltrates from CL patients, particularly in those patients with poor
responses to antimony therapy. Consistent with these findings, Koning et al. (33)
described a strong increase in epidermal expression of AIM2 in psoriatic and
atopic dermatitis lesions, suggesting a role of this inflammasome protein following
inflammatory acute and chronic skin barrier disruption. In addition, IFN-y and AIM2
expression were correlated with lesional skin in psoriasis (34). Thus, AIM2 protein
synthesis in ATL lesions may be induced by IFN-y and likely delays clinical
resolution. Accordingly, in a study from our group, Maretti-Mira et al. (35)
associated therapeutic failure with IFN-y overexpression in lesions, particularly in
those that were caused by the L. (V.) braziliensis strain that circulates in endemic

areas of Rio de Janeiro.

In a murine model of L. (L.) major infection, IL-1B production was associated with
parasite persistence and unfavourable prognosis (36,37). Similarly, the present
guantitative data demonstrate that elevated proportions of IL-1B+ cells are
associated with ML and poorly responding CL patients. Several inflammatory
diseases have been associated with increased IL-1 3 activity (38,39). In particular,
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roles of IL-1p were evaluated in a region with endemic L. (L.) mexicana human TL,
and the presence of a single nucleotide polymorphism (SNP) in this population
was associated with increased IL-1B activity. Moreover, immunohistochemical
analyses showed that IL-1B was diffusely distributed in lesions from patients with
high parasite loads in localized and diffuse CL lesions. Moreover, in a study of
patients with the localized form and lower parasite burdens, IL-138 was only
present in cells (40).

In conclusion, the present data provide further evidence of the involvement of the
AIM2 inflammasome as a major cytosolic receptor platform that mediates cleavage
and activation of IL-18 which may contribute to disease severity as an adjuvant

component.
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