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RESUMO

INTRODUGCAO: A leishmaniose permanece como uma das doencas tropicais mais
negligenciadas do mundo. A resposta imune do hospedeiro contra Leishmania tem
um papel critico em promover a morte do parasita, mas também em gerar
inflamacéo e a gravidade da doenca. Triggering Receptor Expressed on Myeloid
Cells (TREM) foi recentemente identificado como um amplificador da resposta
imune, que atua sinergicamente com os receptores Toll-like (TLRs) na producéo de
mediadores pro-inflamatorios. TREM-1 € expresso em células de linhagem
mieloide, principalmente neutrdéfilos. Sua via de sinalizacdo depende da proteina
adaptadora DAP12, que resulta na ativacdo de NFkB e na expressdo de genes
inflamatoérios, bem como na degranulacdo, producdo de ROS e citocinas.
OBJETIVO: Com base nisso, 0 objetivo deste estudo foi investigar o papel de
TREM-1 durante infeccdo por L. braziliensis. MATERIAL E METODOS:
Inicialmente, dados publicos de transcriptomas de lesGes de pacientes infectados
com L. braziliensis em comparacdo com pele ndo infectada foram obtidos a partir
do GEODataSets. Posteriormente, os resultados desses dados foram validados por
PCR em tempo real com novas amostras. Por fim, foram investigados os
mecanismos subjacentes a ativacdo de TREM-1 durante a infec¢do de neutroéfilos
humanos in vitro. RESULTADOS: A analise de dados de transcriptoma revelou um
aumento na expressao da via TREM-1, incluindo todos os fatores de sinalizagdo
envolvidos nessa via. Em seguida, confirmou-se, por RT-gPCR e
imunohistoquimica, o aumento da expressdo dessas moléculas nas lesdes de
pacientes infectados. Por outro lado, a regulacdo negativa na expressao de RNA
mensageiro de TREM-1, DAP12, TLR2 e TLR4 foi observada nos neutroéfilos
circulantes desses pacientes. Além disso, a exposicao a L. braziliensis aumentou a
expressdo de TREM-1 na superficie de neutréfilos humanos, levando a
degranulacao de Metaloproteinase de Matriz 9. Por fim, TREM-1 e TLR2 sinergizam
na degranulacdo neutrofilica, mas ndo na internalizacdo da L. braziliensis.
CONCLUSAOQ: Esses resultados sugerem que TREM-1 pode ser um potencial alvo
para regulacdo da resposta inflamatoria observada na LCL, mantendo as
capacidades leishmanicidas dos neutrdfilos.

Palavras-chave: TREM; TLR; Leishmania braziliensis; Leishmaniose Cutanea

Localizada; Neutréfilos humanos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis remains one of the most neglected tropical
diseases in the world. The immune response of the host against Leishmania plays
a critical role in promoting parasite death and also promotes the severity of the
disease. The Myeloid Cell Expression Receptor (TREM) has recently been identified
as an immune response amplifier, which acts synergistically with Toll-like receptors
(TLRs) in the production of pro-inflammatory mediators. TREM-1 is expressed
strictly in myeloide lineage cells, mainly neutrophils. Its signaling form depends on
the adaptive protein DAP12, which results in the activation of NFKB and the
expression of reference genes, as well as in the degranulation, production of ROS
and cytokines. OBJECTIVE: Based on this, the present study investigated the role
of TREM-1 during L. braziliensis infection. MATERIAL AND METHODS: First, public
transcriptome data of lesions from patients infected by L. braziliensis compared to
not infected skin obtained from GEODataSets. After, the results were validated by
real-time PCR with new samples. Finally, the mechanisms of activation of TREM-1
during human neutrophil infection in vitro were investigated. RESULTS: The
transcriptome data analysis demonstrated an increase in TREM-1 expression,
including all signaling molecules. These results were confirmed by RT-gPCR and
immunohistochemistry in new samples. On the other hand, a negative correlation of
messenger RNA of TREM-1, DAP12, TLR2 and TLR4 was observed on the
circulating neutrophils of these patients. In addition, exposure to L. braziliensis
increased the expression of TREM-1 on the surface of human neutrophils, leading
to the degranulation of matrix metalloproteinase 9. Finally, TREM-1 and TLR2 are
synergists in neutrophil degeneration but not in internalization of L brasiliensis.
CONCLUSION: TREM-1 may be a potential target for modulation of inflammatory
response in LCL, remaining the ability of neutrophil to kill Leishmania.

Key-Words: TREM; TLR; Leishmania Dbraziliensis; Localized Cutaneous
Leishmaniasis; Human neutrophils.
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1. INTRODUCAO

1.1. LEISHMANIOSES

As leishmanioses sd&o um complexo de doencas que permanecem
negligenciadas no mundo e que afetam, principalmente, as populagcdes mais
pobres. Estima-se que cerca de 350 milhdes de individuos vivem sob o risco de
adquirir essa enfermidade e cerca de 2 milhdes de novos casos sdo reportados
anualmente. Essas doencas sao causadas pelo parasito protozoario do género
Leishmania, prevalente em areas tropicais e subtropicais, onde cerca de 80
paises sao afetados (WHO, 2016). A Leishmania € um parasito intracelular
transmitido para humanos e outros vertebrados através de um vetor hematéfago.
Estes vetores pertencem ao género Lutzomyia, no novo mundo, e Phlebotomus,
no velho mundo (KAUFER et al., 2017). Durante o repasto sanguineo do vetor,
0 parasito € depositado por regurgitacdo na pele do hospedeiro, onde ocorre a
laceracao de vasos e formacao de lago sanguineo. Isso promove a interacao
entre a Leishmania e diversos tipos celulares, como macréfagos, células
dendriticas (CD) e neutrdfilos. Essas células sdo capazes de fagocitar o parasito,
gue no ambiente intracelular, se diferencia para a forma amastigota. Forma essa
sem flagelo, intracelular obrigatéria e capaz de resistir ao ambiente acido do
fagolisossomo (SCOTT; NOVAIS, 2016).

As leishmanioses compreendem uma ampla gama de manifestacdes clinicas
com diferentes graus de gravidade que dependem da espécie de Leishmania
envolvida e da resposta imune do hospedeiro (TORRES-GUERRERO et al.,
2017). A Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais grave e sistémica. A mesma
ocorre com disseminacao do parasito para 6rgaos internos, como o figado, baco
e medula 0ssea, causando febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso, tosse,
diarreia e dor abdominal como principais sintomas (KAYE; SCOTT, 2011;
SACHDEVA; SHARMA, 2016; TORRES-GUERRERO et al.,, 2017). Ja a
leishmaniose tegumentar (LT) compreende as formas cutdneas da doenca e
apresenta ampla distribuicdo com registro de casos em todas as regides do pais
(BRASIL, 2017).
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A LT se subclassifica de acordo com seus aspectos clinicos, imunolégicos e
patologicos. A forma difusa (LCD) apresenta lesdes multiplas nodulares e ndo
ulceradas em todo o corpo, com alta carga parasitaria e imunossupressao. Na
disseminada (LD), ocorrem multiplas lesGes cutaneas gracas a disseminacao
hematogénica ou linfatica. A leishmaniose mucosa (LM) é caracterizada por
lesBes destrutivas do septo nasal, labios e palato, e é causada por uma forte
resposta imunopatologica (TORRES-GUERRERO et al., 2017; BURZA et al.,
2018). J4 a forma Cutanea Localizada (LCL) € a manifestacdo clinica mais
frequente da LT. A mesma € caracterizada pela presenca de lesdes Unicas ou
em pequeno numero, ulceradas, com fundo granular e bordas elevadas.
Geralmente, a doenca é de cura espontanea, mas pode demorar até meses para
cicatrizar, levar a uma deformacao significativa e uma estigmatizacao social
(DAVID; CRAFT, 2009; TORRES-GUERRERO et al.,, 2017). No Brasil, a
principal espécie causadora da LCL € a Leishmania braziliensis (BRASIL, 2017;
KAYE; SCOTT, 2011).

1.2. IMUNOPATOGENESE DA LCL

Diferentes tipos celulares sdo expostos a Leishmania nos momentos iniciais de
infeccdo, tais como macréfagos, neutrofilos e CDs. As CDs infectadas migram
para os linfonodos drenantes, onde orguestram uma resposta imune antigeno-
especifica. As CDs agem, principalmente, na producédo de IL-12 que induz a
diferenciacédo de linfécitos T CD4+ em T helper 1 (Th1l) que produzem IFN-y.
Essa citocina, por sua vez, induz a producao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio em células fagociticas, principalmente macréfagos, o que leva a
destruicdo do parasita e controle da infeccdo (MURRAY et al., 2005; TRIPATHI
et al., 2007; SCOTT; NOVAIS, 2016). Sendo assim, a resposta imune inata
contra a Leishmania é fundamental para o controle da infec¢cdo, mas uma
resposta pro-inflamatéria exagerada leva também ao dano tecidual e
desenvolvimento da Ulcera na LCL (CARVALHO et al., 2012).

1.3. O PAPEL DOS NEUTROFILOS

Os neutrofilos séo células cruciais para a defesa inicial do sistema imune contra
infecgcdes. Os mesmos sado recrutados rapidamente para o sitio de infec¢éo da

Leishmania, sendo o principal tipo celular no infiltrado inflamatério inicial
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(PETERS et al., 2008; SCOTT; NOVAIS, 2016; SCORZA et al., 2017). Essas
células sdo capazes de fagocitar o parasito e exercerem atividade microbicida
direta através da producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS), liberacéo
de enzimas, tais como elastase neutrofilica (NE), mieloperoxidase (MPO) e
metaloproteinase de matriz-9 (MMP-9) e também com a liberacdo de armadilhas
extracelulares (NETs) (GUIMARAES-COSTA et al., 2009; RITTER et al., 2009;
RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012; TAVARES et al.,, 2014; CARLSEN et al.,
2015). Essa ultima funciona como uma rede composta de proteinas citosolicas
e granulares montadas em um suporte de cromatina descondensada, que
captura e neutraliza microrganismos, fornecendo uma alta concentracéo local de
moléculas antimicrobianas (GUIMARAES-COSTA et al, 2009;
PAPAYANNOPOULQOS, 2017). Sabe-se ainda que os neutrofilos podem
contribuir para o controle da Leishmania via ativacdo de macréfagos. Isso pode
ocorrer de forma dependente de contato (NOVAIS et al., 2009), de modo que a
interacao entre essas células gera ativagao dos macrofagos e liberagéo de TNFa
e superoéxido, ou ainda, de forma independente de contato com a ativacao de
macrofagos via enzimas neutrofilicas, gerando maior producédo de TNFa e
Leucotrieno B4 (LTB4) (TAVARES et al., 2016). Além do controle da infeccao,
os neutréfilos podem ainda produzir citocinas e quimiocinas que atuam no
recrutamento e ativacdo de outras células, induzindo e mantendo uma resposta
inflamatoria no local da infeccdo (PRATES et al., 2011; CARLSEN et al., 2015).

1.4. RECEPTORES DE RECONHECIMENTO DE PADROES NA LCL

A superficie externa da membrana de Leishmania é coberta por estruturas
conservadas denominadas como padrées moleculares associados a patégenos
(PAMPs). Dentre eles, os mais estudados em Leishmania sdo os membros da
familia de fosfolipidios de glicoinositol (GIPL) e lipofosfoglicano (LPG). Essas
moléculas sédo elementos chave tanto para a sobrevivéncia no vetor, como para
modular a resposta imune do hospedeiro durante a infec¢cao (TUON et al., 2008;
ASSIS et al., 2012). Esses PAMPs expressos pela Leishmania séo reconhecidos
por receptores de reconhecimento de padrdoes (PRRs) capazes de diferenciar
moléculas proprias de ndo-proprias. Existem 4 principais familias de PRRs que
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podem ser classificadas em proteinas transmembrana, como os Toll Like
Receptors (TLRs) e C-type lectin receptors (CLRsS) ou em proteinas
citoplasmaticas, como os Retinoic acid-inducible gene (RIG)-I-like receptors
(RLRs) e NOD-like receptors (NLRs) (TRINCHIERI; SHER, 2007; TAKEUCHI;
AKIRA, 2010).

1.5 TOLL LIKE RECEPTORS

Dentre as principais familias de PRRs, a dos TLRs é a mais estudada. Esses
receptores sdo subdivididos em 10 familias em humanos (TLR1 a TLR10) e 12
familias em camundongos (TLR1 a TLR9 e TLR11 a TLR13), sendo TLR-1, 2, 4,
5, 6,10, 11 e 12 receptores de membrana celular, enquanto TLR-3, 7, 8,9 e 13
sao intracelulares, expressos na membrana endossémica (KAWASAKI; KAWAI,
2014; CHAUHAN et al., 2017). A ligacdo de PAMPs ao ectodominio de TLR gera
alteracbes conformacionais nos dominios citoplasmaticos que recrutam
moléculas adaptadoras. Os TLRs sinalizam através de quatro principais
proteinas adaptadoras: Myeloid Differentiation Factor 88 (MyD88), TIR Domain
Containing Adaptor Protein (TIRAP), TIR Domain Containing Adaptor Protein
Inducing Interferon y (TRIF) ou TRIF-Related Adaptor Molecule (TRAM). Essas
adaptadoras recrutam cinases que levam a fosforilacdo e degradacdo da
molécula inibidora IkB, levando a liberagao de dimeros do fator nuclear kappa B
(NF-kB). Este ultimo € um fator de transcricdo que transloca para o nucleo e
promove a expressao génica de citocinas proé-inflamatérias (TRINCHIERI;
SHER, 2007; KAWASAKI; KAWAI, 2014; CHAUHAN et al., 2017). Deste modo,
o reconhecimento via TLRs € importante para iniciar e direcionar a resposta

imune contra a Leishmania.

1.6 TRIGGERING RECEPTORS EXPRESSED ON MYELOID CELLS 1
(TREM-1)

Os receptores de ativacao expressos em células mieldides (do inglés Triggering
Receptors Expressed on Myeloid cells — TREM) s&o uma familia de receptores
de superficie celular que pertence a superfamilia das imunoglobulinas. Os

mesmos sao bem conservados evolutivamente e se destacam como importantes
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moduladores da intensidade da resposta imune. Ja foram descritos TREM-1 e
TREM-2 em humanos, além do TREM-3 em camundongos, porém o TREM-1 foi
o primeiro identificado e melhor caracterizado até o momento (ALLCOCK et
al00., 2003; KLESNEY-TAIT et al, 2006; FORD; MCVICAR, 2009).
Diferentemente de outros PRR, como os TLRs, que sdo expressos de forma
ubiqua, a expressdao de TREM € observada principalmente em células da
linhagem mieléide, mas também em megacaridcitos, plaquetas, células
endoteliais e queratindcitos (TU et al.; SHARIF; KNAPP, 2008; JOLLY et al.,
2017). TREM-1 é expresso de modo constitutivo em neutréfilos, além de subtipos
de mondcitos e macréfagos e sua expressao € aumentada apés estimulo com
PAMPs (BOUCHON et al., 2000; RAI; AGRAWAL, 2017).

1.6.1 LIGANTES TREM-1

A identificacdo dos ligantes de um receptor € fundamental para estabelecer a
associacao entre sua sinalizacdo e a patogenia de doencas. Neste sentido, ja
foram propostos diferentes ligantes para os receptores da familia TREM, desde
moléculas presentes na superficie de plaquetas (HASELMAYER et al., 2007) até
ligantes solUveis presentes no plasma de pacientes com sepse (WONG-BAEZA
et al., 2006). Também ja foi demonstrada a ligacdo de TREM-1 com CD177
(“Screening, therapy and diagnosis,” 2008), receptor envolvido com a migracao
de neutrdfilos (SACHS et al., 2007), com padrées moleculares associados ao
dano (PMAD) como High-mobility group box 1 (HMGB1) e 70 kilodalton heat
shock proteins (HSP70) (MEZAYEN, EL et al., 2007; WU et al., 2012), e PAMPs
(MOHAMADZADEH et al., 2006; BUCKLAND et al., 2011). Em conjunto, estes
achados indicam que TREM-1 pode atuar como PRR de capacidade similar aos
TLRs através do reconhecimento de padrdes moleculares. No entanto, TREM-1
pode nédo ter um ligante Unico, como a maioria dos receptores de ativacdo, mas

sim reconhecer epitopos multiplos.

1.6.2 VIA DE SINALIZACAO TREM-1
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A sinalizacdo intracelular induzida através do receptor TREM-1 depende da
proteina adaptadora DNAX de 12 kDa (DAP12) (BOUCHON et al., 2000;
TESSARZ; CERWENKA, 2008b). A sinalizacdo via TREM-1 é iniciada apds
associacao e fosforilacdo da DAP12 por cinases da familia Src que resulta no
recrutamento e ativacédo da tirosina cinase Spleen tyrosine kinase (Syk). Esta,
por sua vez, ativa moléculas de sinalizacéo tais como Phosphoinositide 3-kinase
(PI3k), Phospholipase C (PLC), Extracellular Signal-Related Kinase (ERK1/2) e
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPS) que regulam a ativagdo do fator de
transcricdo NFkB e a consequente expresséo de genes relacionados a resposta
inflamatoria, tais como citocinas e quimiocinas (BOUCHON et al., 2000;
TESSARZ; CERWENKA, 2008b; FORD; MCVICAR, 2009).

1.6.3 CONSEQUENCIAS DA ATIVACAO DE TREM-1

O reconhecimento do ligante pelo receptor TREM-1 induz a ativagdo da sua via
de sinalizacdo intracelular através da DAP12, resultando em diferentes
respostas celulares envolvidas na inflamacao. Diversos trabalhos mostram que
a ativacado de TREM-1 em mondcitos levou ao aumento da fagocitose, producéo
de quimicinas e citocinas pro-inflamatérias, tais como: Monocyte
chemoattractant protein 1 e 3 (MCP-1 e MCP-3) que recrutam mondcitos,
Chemokine C-C motif ligand 3 (CCL3) que recruta mondcitos e linfocitos e
Interleukin 8 (IL-8), um quimiotatico potente para neutréfilos, além das citocinas
Tumor necrosis factor a (TNF- a) e Interleukin 18 (IL-18) (BOUCHON et al.,
2000; BLEHARSKI et al., 2003; TESSARZ; CERWENKA, 2008a; DUBAR et al.,
2018). Em neutrofilos, ja foi demonstrado que a ativacdo de TREM-1 leva ao
aumento da fagocitose, degranulacdo de enzimas, como MPO, explosdo
respiratoria com producdo de radicais livres de oxigénio (ROS) e producao de
citocinas inflamatérias e quimiocinas, como IL-8 (BOUCHON et al., 2001;
RADSAK et al., 2004; TESSARZ; CERWENKA, 2008a).

Por outro lado, a ativagdo de DAP12 via TREM-2, em diversos tipos celulares,
promove a reducdo da producéo de citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-1(3
e IL-6 e aumento de anti-inflamatérias, como IL-10 e TGFB. (SUGIMOTO et al.,
2014; GENUA et al., 2014; PELHAM et al., 2014; YAO et al., 2016; LI et al.,
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2019). Sendo assim, TREM-2 é relatado na literatura por promover efeitos anti-

inflamatérios e contrarios ao TREM-1

Em conjunto, estes achados indicam que TREM-1 atua como potencializador da
resposta inflamatoria, enquanto TREM-2 regula este efeito, balanceando a
intensidade da inflamacdo através da producdo de mediadores anti-

inflamatorios.
1.6.4 CONSEQUENCIAS DO BLOQUEIO DE TREM-1

Em virtude do papel exacerbador da inflamacdo de TREM-1, diversos estudos
em modelos de doencas inflamatorios avaliaram o bloqueio desse receptor e
suas consequéncias patoldgicas. A inibicdo farmacoldgica de TREM-1 atenuou
o desenvolvimento da doenca e preveniu a morte em diferentes modelos de
choque séptico (BOUCHON et al., 2001; GIBOT et al., 2006; SHI et al., 2017).
Adicionalmente, estudos clinicos de fase | ja foram realizados para avaliar os
efeitos de um inibidor do TREM-1, o Nangibotide, administrado por via
intravenosa, como potencial ferramenta terapéutica para imunomodulagéo. O
mesmo demonstrou seguranca e tolerabilidade em humanos nas concentracées
e métodos de entrega do farmaco avaliados neste estudo (CUVIER et al., 2018).
Contudo, em animais com deficiéncia de TREM-1/3 em diferentes modelos de
infecgbes, observou-se aumento no crescimento de bactérias das espécies
Streptococcus pneumoniae e Klebisiella pneumoniae, além da disseminagéo da
infeccdo para outros 6rgdos e consequentemente maior letalidade (LIN et al.,
2014; HOMMES et al., 2014), indicando que o bloqueio de TREM-1 né&o
favoreceu um bom desfecho da doenca. Por outro lado, em modelo experimental
de infeccédo por L. major, que induz a forma cutanea da leishmaniose, os animais
deficientes em TREM-1 apresentaram sinais clinicos mais atenuados, tais como
diminuicdo do tamanho da les&o. Isso foi associado a redugéo do infiltrado
inflamatorio no local da leséo e expressao reduzida de citocinas inflamatorias,
mas sem alterar a eliminacdo do patdgeno, ou seja, esses animais resolveram a
infeccdo de modo tao eficiente quanto os animais selvagens (WEBER et al.,
2014). Sendo assim, esses estudos demonstram que, para cada condi¢céo
patolégica avaliada, o papel do TREM-1 se da de modo especifico. Portanto, sua
inibicdo pode atuar na melhora ou piora no desfecho da doenca, dependendo



17

das condi¢cdes em que a inibicdo do TREM-1 é induzida e da fisiopatologia da

doenca testada.

1.6.5 FORMA SOLUVEL DE TREM-1

Embora os membros da familia TREM sejam receptores associados a
membrana, ja foram descritas formas sollveis destes receptores em amostras
de pacientes com diferentes condi¢des inflamatérias (SU et al., 2012; KLESNEY-
TAIT et al., 2013; FENG et al., 2018; WANG et al., 2018; JEDYNAK et al., 2018).
A forma solavel do TREM-1 (STREM-1) € um peptideo glicosilado, produzido
através da clivagem do dominio extracelular pela MMP-9 (WEISS et al., 2016).
Além disso, foi identificada uma isoforma de STREM-1presente em granulos de
neutréfilos, com capacidade de inibir a resposta inflamatéria induzida pelo
receptor TREM-1 (POPE et al., 2015). Até o momento, a funcdo do sTREM néo
foi claramente descrita, mas, com base nestes achados e também nos
mecanismos reguladores de outros receptores em forma solavel (WANG et al.,
2017; FAILLA et al., 2018), sugere-se que sSTREM-1 regula negativamente a
sinalizacdo TREM-1 através da neutralizacdo de seus ligantes. Ademais,
recentemente foi descrito que altos niveis circulantes de STREM-1
correlacionam-se diretamente com a gravidade da LV, além de também estarem
significativamente mais elevados em pacientes com LV que vieram a o6bito
(BOMFIM et al., 2017). Sendo assim, o STREM-1 parece funcionar também como

biomarcador.
1.6.6 Interacao entre TREM-1e TLR

Foi demonstrado que a estimulacédo simultanea de TREM-1 e TLR aumenta, de
modo sinérgico, a producdo de mediadores inflamatérios, degranulacdo e
explosédo respiratéria (RADSAK et al., 2004; ARTS et al.,, 2013). TREM-1
funciona, portanto, como um amplificador da sinalizacdo TLR e da resposta
inflamatoria. Esse sinergismo ocorre devido a um aumento da expressao do
TREM-1 resultante da ativagdo de TLRs. (BLEHARSKI et al., 2003; ZENG et al.,
2007; ZHENG et al., 2010; BUCKLAND et al., 2011). Adicionalmente, a ativacéo

de TREM-1 por agonistas leva a uma reducéo significativa de reguladores
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negativos de sinalizacdo TLRs como IRAK-M e Toll-interacting protein (Tollip).
Além disso, j& foi demonstrado que, apds estimulacdo com LPS ou agonistas de
TREM-1, ocorre a associagdo deste receptor com TLR4 numa mesma balsa
lipidica. Sabe-se que essas balsas funcionam como uma plataforma para a
transducédo de sinal. Sendo assim, este dado sugere que as duas vias podem
agir sinergicamente atraves de uma sinalizac¢ao inflamatéria mais efetiva e assim
desencadear uma resposta imune mais intensa (FORTIN et al., 2006).
Adicionalmente, estudos mostraram que o silenciamento do TREM-1, via
antagonista ou RNA de interferéncia, ndo altera a expressao de TLR4, mas reduz
a expressao da proteina adaptadora MyD88 e citocinas como IL1B e IL-10. Isso
indica que a regulacdo da expressdo de moléculas mais abaixo na cascata de
sinalizacdo também pode ser um mecanismo de interacdo entre TREM/TLR
(ORNATOWSKA et al., 2007; HU et al., 2014).

1.6.7 TREM-1 E HOMEOSTASIA

Apds a inducdo da resposta inflamatoria, o balanco anti-inflamatério é
fundamental para o retorno da homeostasia no tecido inflamado com
consequente cicatrizacdo. Um dos fatores que determina o equilibrio entre a
eliminacdo do patdgeno e o dano tecidual é a cinética em que ocorre a indugao
de moléculas anti-inflamatérias e cicatrizantes. Ja4 foi demonstrado que o
tratamento sinérgico de mondcitos humanos com TGF-$3 e IL10 exdgenos reduz
a expressdo de TREM-1 na superficie dessas células (SCHENK et al., 2005).
Dessa forma, TREM-1 pode atuar como alvo a ser regulado por citocinas
reguladoras. Ademais, essas citocinas possuem um papel dicotdmico durante a
cicatrizacdo de feridas na LC, pois podem suprimir a reacao inflamatoria
necessaria para a eliminacdo do parasita, mas também s&o importantes para
inducéo da cicatrizagédo (ABDOLI et al., 2017). Sendo assim, se faz necessaria
uma regulacao ideal para atingir a eliminagcdo do parasito com dano minimo no
tecido. Isto posto, 0s mecanismos para atenuar a inflamagéo induzida por TREM-
1 também podem participar da supressdo da resposta inflamatéria e da

cicatrizacgéo.
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2 JUSTIFICATIVA

A familia de receptores TREM foi descrita recentemente e rapidamente emergiu como
regulador de diversas fun¢des celulares, incluindo a amplificacéo da inflamacédo. Porém,
a maioria dos estudos sobre TREM aborda infecgbes virais e doengas autoimunes.
Dentre 0os poucos estudos em doencas parasitarias, foi demonstrado aumento na
expressdo de TREM-1 em células CD11b+ no baco de camundongos infectados com
Schistosoma mansoni (CHENG et al., 2011). Um outro estudo abordou a resposta de
camundongos deficientes em TREM-1 em diferentes modelos experimentais de
infecgBes, onde a L. major é utilizada como comparativo entre o virus influenza e a
bactéria Legionella pneumophila. Os resultados mostraram que em todas as
enfermidades avaliadas, a auséncia de TREM-1 reduz a gravidade da doenga, por
atenuar a patologia mediada pela resposta imune, enquanto o controle destes
patdgenos se mantem inalterado (WEBER et al., 2014). Além disso, foi estudada a
resposta celular inicial de macréfagos de camundongos resistentes a infeccdo por L.
major e foi observado um aumento na expressdo de TREM-1 nas células infectadas,
mas o estudo ndo explorou o papel dessa via durante a infeccdo (FILARDY,
ALESSANDRA A. et al., 2014).

Diante do exposto, é evidente a grande lacuna no conhecimento descrito sobre o papel
do TREM nas doencas parasitarias em humanos, em especial aguelas que acometem
o Brasil e principalmente a Bahia, como a LTA causada por L. braziliensis. E de
fundamental importancia, portanto, aprofundar os conhecimentos acerca do papel de
TREM-1 na leishmaniose, uma vez que seu potencial como novo alvo terapéutico ja foi
sugerido em estudos sobre infeccdes bacterianas e sepse. Um melhor entendimento
desta via pode representar um avanco para o equilibrio entre inflamacéo e controle
parasitario. Neste sentido, o presente estudo investigou o papel do TREM durante a

infeccdo por L. braziliensis em humanos.
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3 HIPOTESE

TREM-1 participa na indugéo da inflamagé&o observada na LCL causada pela L.

braziliensis, sem interferir na eliminacéo do patogeno.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar o perfil de expressao do TREM-1 durante a LCL humana, descrevendo
seu papel na resposta imune inata, bem como sua interacdo com TLRs para o

controle da infeccdo e da resposta inflamatoria.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Identificar o perfil de transcritos da via de sinalizagdo TREM-1 em biopsias de

pacientes acometidos por LCL causada por L. braziliensis;

2- Avaliar a expresséo proteica da via de sinalizagdo TREM-1 em biopsias de

pacientes acometidos por LCL causadas por L. braziliensis;

3- Descrever o papel de TREM-1 em neutréfilos humanos infectados in vitro com
L. braziliensis, além da sua interacdo com TLRs.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANALISE DE DADOS PUBLICOS DE TRANSCRIPTOMAS

Para identificar vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na inducdo de
resposta inflamatdria pela imunidade inata durante a infecgé@o por L. braziliensis,
foram pesquisados dados publicados em repositorios publicos (GEO — Gene

expression Omnibus - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Dois transcriptomas de

bidpsias de pacientes comparadas com amostras de pele saudavel foram
encontrados: GSES5664 (Plataforma Illumina) e GSE63931 (Plataforma
Agillent). O primeiro comparou 25 lesdes de LCL (8 iniciais e 17 tardias) com 10
peles normais. O segundo utilizou 8 lesbGes (tratadas recentemente) e 8
controles. Os transcriptomas  foram analisados no software
Ingenuity® Pathway Analysis (IPA®) com os filtros: “experimentalmente
observado”, “altamente confiavel” (Figura 1). Para comparar a especificidade
dos resultados encontrados, foram analisados, da mesma forma, 2 conjuntos de
dados de outras doencas inflamatérias de pele. Foram eles: GSE53431

(Psoriase) e GSE72535 (Lupus).

Gene expression Omnibus (GEO)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

L. braziliensis
Biopsias; Humanos

Novais, 2014 Oliveira 2014
GSES55664 GSE63931
lllumina Agilent
.« 25LCL . 8LCL
(8 iniciais e 17 tardias) . . (Tratadas recentemente)

« 10 Peles Normais . : » B Peles Normais
( INGENUITY )

Figura 1. Representacdo esquemética da busca dos transcriptomas publicos utilizados.
Foi pesquisado no GEO, repositério de dados publicos, por “Leishmania braziliensis” e biépsias
de humanos. Os transcriptomas encontrados, foram analisados no software IPA.
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5.2 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO

Os dados de expressao foram analisados utilizando Multi Experiment Viewer
(MeV) (www.tm4.org/mev.html). A significancia de expressao foi determinada
com base na variancia entre os dois grupos (valores em log de base 2), além
disso, para analise de agrupamento hierarquico, a distancia entre as amostras
foi determinada pela distancia euclidiana e pela ligacdo média (average-linkage).
Foram confeccionados mapas de calor para representar a expressao das sondas
através da intensidade do sinal. Adicionalmente, foi realizada analise de
componentes principais (CP) para avaliar o agrupamento das amostras com
base na expresséo para a via do TREM. Para avaliar a diferenca de expressao

dos transcritos nas amostras de LCL em comparagdo com amostras controle foi

considerado Fold Change (FC) < -2 e = 2, com valor corrigido de p < 0,05 como

critério para identificar mRNAs diferencialmente expressos.

5.3 LOCAL DE ESTUDO/ PACIENTES

Amostras de biopsias e sangue foram obtidas de pacientes do municipio de
Jiquirica (Bahia), onde as leishmanioses sao endémicas. Jiquirica situa-se no
sudoeste do estado (a 13°15° de latitude sul e 39°35’de longitude oeste),
distando 258km de Salvador. Essas amostras foram utilizadas em Imuno-
histoquimica e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para validar os
resultados obtidos na bioinformética.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO E CONSIDERACOES ETICAS

Foram incluidos neste estudo, amostras de pacientes com LCL. Estes casos sdo
provenientes do Centro de Referéncia em Leishmaniose do Vale do Jiquirica,
onde sao atendidos, pela nossa equipe, cerca de 5 novos casos de LCL
mensalmente. Foram utilizados critérios clinicos e epidemiolégicos, associados
a um ou mais exames laboratoriais para a confirmacao da LTA. Como aspectos
clinico e epidemioldégicos sugestivos de LCL foram considerados, além da
procedéncia da area endémica, de lesBes cutaneas tipo Ulcera Unicas ou
multiplas, bem delimitadas e com fundo granuloso. Além dos critérios clinicos e

epidemiologicos, foram considerados teste cutano intra-dérmico de Montenegro
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(IDRM) e sorologia anti Leishmania positivos e/ou presenca de Leishmania nas
bidpsias detectada por imuno-histoquimica (IHQ) ou PCR. Como critério de
inclusdo no estudo, foram considerados os individuos maiores de idade e que
consentiram em doar sangue periférico e/ou fragmento do tecido obtido por
bidpsia apos assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
O presente estudo foi desenvolvido sob os critérios da Regulamentacdo da
Bioética no Brasil com aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (Anexo A).

5.5 IMUNOHISTOQUIMICA

A técnica foi utilizada para a deteccdo da expressédo de TREM-1, Def 2, Dapl12
TLR4 e TLR2 em bid6psias de lesdo de pacientes com LCL e em amostras de
pele de pacientes saudaveis obtidos de cirurgia plastica. Foram feitas seccfes
das amostras em parafina para laminas ImunoSlide. Para a marcacao, formam
utilizados anticorpos monoclonais anti-TREM-1, anti-TLR4 (ambos abcam),
Dapl12 (abcam), Def 32 (Biorbyt) e TLR-2 (Millipore) de acordo com as intru¢des
dos respectivos fabricantes. Apds a IHQ, foram obtidas imagens digitais,
capturadas utilizando microscopio Nikon E600 e camara digital Q-Color 1
Olympus. Posteriormente, foi quantificada a area marcada utilizando o software
Image-J e o resultado expresso em média da % area marcada/campo + desvio

padrao.

5.6 PCR EM TEMPO REAL

O RNA total das amostras de bidépsias e PBMC e PMN foi extraido com o kit
RNeasy (Qiagen) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os cDNAs foram
sintetizados com o kit ImProm-Il Reverse Transcriptase (Promega). A expressao
relativa dos mRNAs foi obtida por gRT-PCR, onde os ensaios foram realizados
em duplicata, com SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) no equipamento 7900 Real-Time PCR System (Applied

Biosystems).
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5.7 OBTENCAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE
PERIFERICO (CMSP)

Aproximadamente 20mL de sangue foi coletado de cada paciente ou de
controles de bolsas de sangue adquiridas através de parceria com a Fundacédo
de Hematologia e Hemoterapia da Bahia (HEMOBA). O sangue foi depositado
sobre um gradiente de Ficoll-Hypaque que permite a obtencdo de CMSP por

gradiente de centrifugagao.

5.8 OBTENCAO DE CELULAS POLIMORFONUCLEARES (PMN)

O sangue, obtido da mesma forma que em CMSP, foi depositado sobre um
gradiente de Polymorphprep (Axis-Shield, Oslo, Noruega) na proporcao 1:1, de
modo que a camada de meio fica abaixo da camada de sangue. Os tubos foram
centrifugados, o plasma foi retirado e a camada de células PMN coletada. Essa
camada foi lavada trés vezes por centrifugagdo a 370g, 4°C por 10 min, com
solucdo salina estéril para retirada do meio residual. Apés a centrifugacdo, as
células foram ressuspensas em meio RPMI completo e contadas em camara de
Neubauer, utilizando Azul de Trypan para avaliar a viabilidade. Foram

plaqueadas 5x10° células por poco.
5.9 PARASITAS

A cepa MHOM/BR/01/BA788 foi isolada da ulcera de um paciente com
leishmaniose cutanea localizada, do estado da Bahia. O isolado foi identificado
como L. braziliensis por PCR e anticorpos monoclonais. Os promastigotas foram
mantidos em meio de cultura Schneider (Sigma-Aldrich, Saint Kouis, MO, EUA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado (SBF) (Cripion
Biotecologia, Sao Paulo, Brasil), L-glutamina 2mM, penicilina 100U/ml e
estreptomicina 100ul/ml (todos da Sigma-Aldrich). Apos 7 dias de cultura, o meio
contendo as formas promastigotas, em fase estacionaria, foi coletado e
centrifugado a 81g por 4 mim a 20°C. O sobrenadante foi coletado e lavado 2
vezes por centrifugacdo a 1482g por 10 mim em solucdo salina estéril. A
concentracdo de promastigotas obtida foi ajustada em meio RPMI 1640
(Gibcolnvitrogen Corporation, Carlsband, CA, USA) suplementado com 10% de
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soro AB RH+ inativado (BD PharMingen, San Diego, CA, USA), L-glutamina
2mM, penicilina 100U/ml e estreptomicina 100ul/ml (todos da Sigma-Aldrich),
denominado RPMI completo, ap6s contagem em camara de Neubauer.

5.10 INFECCOES IN VITRO

As células foram infectadas ou ndo com os parasitos, na proporgéo de 1:10, por
3 horas ou 30 minutos. A taxa de infeccao foi avaliada por microscopia 6tica apos

coloracdo com hematoxilina-eosina (HE).
5.11 ESTIMULOS

Os Neutrofilos foram incubados com 100ng/mL de LPS durante 30 minutos ou
1lpg/mL do agonista de TREM-1 (MAB1278, R&D Systems) por 30 minutos ou
1pg/mL do anticorpo neutralizante do TREM-1 (ab90808, abcam), bem como seu
isotipo por 15 minutos, ou 100ng/mL do anticorpo TLR2 (maba2-htlr2, Invitrogen)

e seu isotipo por 15 minutos.
5.12 CITOMETRIA DE FLUXO

As células foram marcadas com anticorpos anti-TREM (Biolegend), anti-CD11b
e anti-HLADR (BD) ligados a cromégenos para aquisicdo em citbmetro, onde o
minimo de 100.000 eventos foram avaliados pelo FACSAria. Os resultados

foram analisados através do software Flow Jo.
5.13 DETERMINACAO DE MEDIADORES INFLAMATORIOS

Os sobrenadantes das culturas dos neutrdéfilos, estimulados ou néo, foram
coletados apos os tempos de estimulo e os niveis de mediadores inflamatérios
foram avaliados por ELISA de acordo as instrugcdes do fabricante (R&D

Systems).
5.14 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica, foi utilizado o programa GraphPad- Prism (GraphPad
software, San Diego, CA-USA). Os resultados foram representados como
valores das medianas obtidas em cada condigdo. As comparagdes entre dois
grupos foram feitas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney e as

analises com mais de dois grupos foram realizadas utilizando-se o teste de
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Kruskal-Wallis ou Friedman seguido do pos-teste de Dunn’s. Os valores com p<

0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 LESOES DE LCL EM HUMANOS CAUSADA POR L. BRAZILIENSIS
APRESENTAM AUMENTO NA EXPRESSAO DA VIA TREM-1

Inicialmente, foram utilizados dados publicos de transcriptomas de biopsias
obtidas de pacientes com lesdes cutaneas causadas por L. braziliensis para
analise da expressdo génica em comparacdo com amostras de pele saudavel.
Foram encontrados 2 conjuntos de dados com esses critérios (GSE55664 e
GSEG63931) e os valores brutos de expressado génica foram analisados no
software Ingenuity Pathway Analysis (IPA), onde a via de sinalizag&o do receptor
TREM-1 destacou-se entre as vias de sinalizacdo da imunidade inata
significativamente moduladas. Dentre as vias candnicas identificadas, o
programa classifica as mais significantes de acordo com o nimero de transcritos
modulados além da relevancia estatistica (valor de p). Nesta classificacao, a via
de sinalizacdo TREM-1 ficou na 42 colocacdo em ambos transcriptomas,

sugerindo a importancia desta via na LCL. (Figura 2 A e B).
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Figura 2. Vias canénicas da Imunidade Inata mais significativamente moduladas durante
a LCL humana. Numero absoluto de transcritos modulados (FC < -2 e = 2 e valor de p <0,05)

envolvidos nas 5 vias de Imunidade Inata mais significantesna LCL. Analise de dados publicos
dos transcriptomas GSE55664 (A) e GSE63931 (B) utilizando o software IPA comparando
biépsias de lesbes de LCL causadas por L. braziliensis em comparacdo com amostras de pele
saudavel. Total de moléculas das vias representadas pela cor branca das barras. Moléculas
induzidas em vermelho e inibidas em verde (valores de p de modulacdo indicados em suas
respectivas barras).

Posteriormente, foi construido um mapa de calor, indicando os valores de

intensidade de expressao, utilizando os transcritos envolvidos na via do TREM-

1, com valores de fold change < 2 e = -2 e valor de p <0,05. No transcriptoma

GSEb55664, pode-se observar uma separacdo entre o grupo de controles e
pacientes com LCL, de acordo com a analise de agrupamento entre amostras
(Figura 3A). Com a excecao de dois pacientes que foram agrupados mais
proximamente ao grupo controle nesta analise, ha uma predominancia de
minima intensidade de sinal para 0os genes constituintes da via do TREM-1 nos
controles (cor azul), e o inverso € observado na pele lesionada (cor amarela).
Ademais, dados clinicos publicamente disponiveis destes pacientes (NOVAIS et
al., 2015) indicam que os dois individuos que mais se aproximam dos doadores
saudaveis apresentam maior tempo de doenca (considerada LCL tardia), o que
pode indicar um maior controle homeostatico da lesdo, fazendo com que estes
pacientes apresentem um perfil de expressdo do TREM-1 mais préximo aos
doadores saudaveis.

Para confirmar esses resultados, as mesmas andlises foram realizadas no
transcriptoma GSE63931, onde a via do TREM-1 também demonstrou estar
modulada na leséo causada por L. braziliensis. Adicionalmente, foi confirmada a
separacao entre grupos controle e LCL devido a essa diferenca de expresséo na
via TREM-1 (Figura 3B). Em seguida, a analise de componente principal (PCA)
confirmou 0 mesmo padréo de separacao entre pacientes (marrom) e controles
(laranja) (Figura 4 A e B). Em conjunto, estes dados reforcam a ativagao da via
TREM-1 durante a LCL ativa em pacientes de diferentes areas endémicas para

L. braziliensis.
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Figura 3. Andlise de agrupamento entre LCL e controle saudaveis de acordo com as
diferencas de expressdes para os mRNAs envolvidos na via de sinalizacdo do TREM-1.
Mapa de calor com valores de intensidade de fluorescéncia para os transcritos modulados
significativamente (FC < 2 e = -2 e valor de p <0,05) da via de sinalizacdo do TREM-1 a partir de
dados publicos de transcriptomas A) GSE55664 e B) GSE63931.
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Figura 4. Anédlise de Componente Principal (PCA) definindo agrupamento entre amostras
de LCL comparadas com controles. Amostras de pele obtidas da leséo de pacientes com LCL
(marrom) ou de individuos saudaveis (laranja) de acordo com as diferencas de expresséo para

0s RNAs envolvidos na via de sinalizagdo do TREM-1. Foram considerados os transcritos
envolvidos na via de sinalizagcdo TREM-1 modulados significativamente (FC < -2 e = 2 e valor de
p <0,05) a partir de dados publicos de transcriptomas A) GSE55664 e B) GSE63931.

Para validar esses achados de expressao génica global (transcriptomas), foram
obtidas novas amostras de bidpsias das lesdes de pacientes com LCL e foi
realizado PCR em tempo real de transcritos-alvos envolvidos na via TREM-1, em
comparacdo com amostras de pele saudavel. Para essa analise, foram
selecionados primers para transcritos-alvos da via de sinalizacdo TREM-1
definidos de acordo com sua posicdo, mais acima ou abaixo da molécula
iniciadora, representados em valores FC em dados publicos. Dentre os
selecionados estdo: TREM-1, TREM-2, DEFBA4, TYROBP (DAP12), TLR2 e
TLR4 (Figura 5 A e B).

A) B)
DEFBA4 DEFBA4
DAP12 TREM1
TLR4 TREM?2
TREM1 TLR2
TREM2 DAP12
TLR2 TLR4

20 25 0 50 100 150

Figura 5. Valores de FC de transcritos envolvidos naviade sinalizagdo do TREM-1 durante
ainfeccédo por L. brazielensis em pacientes de diferentes &reas endémicas obtidos a partir
de dados de expressdo génica global publicamente disponiveis. Valores de FC dos
transcritos selecionados para validagdo nos grupos de dados de transcriptoma A) GSE55664 e
B) GSE63931.

Os dados de validagao por PCR em tempo real com novas amostras de pele das
lesGes de pacientes de outra area endémica mostram que a expressado dos
RNAm de DEFBA4, DAP12, TREM-1 e TLR4 apresentaram-se
significativamente aumentados nas bidpsias de LCL (Figura 6). No entanto, nao

foi observada diferenca estatistica na expressao de TLR2 entre a pele sadia e a
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lesionada, diferentemente do resultado observado com os dados publicos
(Figura 5). Essa diferenca provavelmente se da devido as variagdes intrinsecas
das amostras, em especial pacientes e doadores saudaveis que ndo sdo
isogénicos. Adicionalmente, a expressédo de TREM-2, receptor que desencadeia

uma resposta anti-inflamatoria desta via, ndo foi detectada em ambos os grupos

(Figura 6).
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Figura 6. Aumento da expressdo de RNAm de DEFBA4, DAP12, TREM-1 e TLR4 em
bidpsias de pacientes com LCL. Quantificacdo relativa por PCR em tempo real de RNA
mensageiro de moléculas-alvos envolvidas na via de sinalizagdo TREM-1 em bidpsias de
pacientes com lesdes ativas por L. braziliensis comparada com amostras de pele saudavel

(n=10). Foram considerados significativos, valores de p < 0,05%; p < 0,001***.

Em seguida, foi feita a confirmag&o da tradug&o dos transcritos em proteinas
através de IHQ para estas moléculas no tecido da lesdo. A quantificacdo das
proteinas da via do TREM-1 presentes no tecido demonstrou um aumento
significativo na expressédo de Def (2, DAP12, TREM-1, TLR2 e TLR4 nas
biépsias de pacientes com LCL comparadas a pele sadia (Figura 7). O receptor
TREM-2 ndo foi avaliado por IHQ uma vez que seu RNAmM néo foi detectado nas

bidpsias testadas. Em conjunto, estes resultados confirmam a ativacéo da via de
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sinalizacdo TREM-1 encontrada em dados de transcriptoma e validada a nivel

proteico.
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Figura 7. Aumento da expressao proteica de Def 2, DAP12, TREM-1, TLR2 e TLR4 em
biopsias de pacientes com LCL. Quantificacdo da expressdo proteica das moléculas
envolvidas na via do TREM-1 no software Image J. Imagens representativas de

Imunohistoquimica das bidpsias de pacientes com lesdes ativas por L. braziliensis comparada
com amostras de pele saudavel coradas com Hematoxilina de Harris (40x). Foram considerados

significativos, valores de p < 0,05* e p<0,01** (n=6).

6.2 DEFENSINA B2 PARECE SER UM PRODUTO INESPECIFICO LIBERADO
EM DOENCAS INFLAMATORIAS DE PELE ENQUANTO TREM-1 ESTA
AUMENTADO DE FORMA ESPECIFICA NA LCL

Diante desses resultados que confirmam o perfil de ativacdo de todas as
moléculas da via de sinalizacdo TREM-1 que foram avaliadas, decidimos
investigar a especificidade desta ativacdo em outras doencas inflamatorias de
pele. Para isso, foram avaliados os valores de FC dessas moléculas em outros
dados publicos de transcriptoma com amostras de pacientes em comparacao
com pele saudavel. Foram obtidos transcriptomas de bidpsias de Psoriase e
LUpus, além dos outros 2 grupos de dados de LCL anteriormente avaliados.

Os resultados de FC dos transcriptomas demonstram que a expresséo de Def
B2 estd aumentada, do modo inespecifico, em todas as doencas de pele
avaliadas. Por outro lado, a expresséao do receptor TREM-1 é aumentada apenas
nas amostras dos pacientes com LCL, quando considerado FC < -2 e = 2,
sugerindo a especificidade da ativacdo da via de sinalizacdo TREM-1 na
Leishmaniose (Figura 8).
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Figura 8. Defensina B2 é um produto inespecifico liberado em doengas inflamatérias de
pele enquanto a expressdo de TREM-1 esta aumentada apenas em LCL. Valores de fold
change de TREM-1 e Def. B2 de dados publicos de transcriptomas de bidpsias de lesdes
cuténeas causadas por doencas inflamatérias, tais como LCL, Lupus e Psoriasis.

6.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DA VIA DE SINALIZACAO DE TREM-1 EM
LEUCOCITOS HUMANOS DE PACIENTES COM LCL

Uma vez que a via de sinalizagdo do TREM-1 tem sido relatada na literatura
como um importante fator para a ativacdo de leucdcitos, procedemos com a
avaliacdo da expressdo de RNAs mensageiros da via em CMSP e PMNs de
pacientes em comparacdo com doadores saudaveis como controles. Contudo,
nao foram observadas alterac6es no perfil de expressao de moléculas da via de
sinalizacdo TREM-1 em CMSP de pacientes quando comparados as células de
doadores saudaveis (Figura 9). Este resultado era esperado, uma vez que
TREM-1 é estritamente expresso em células de origem miel6ide e as CMSP séo,

em sua maioria, de origem linfoide.
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Figura 9. Expressdo de RNAm de TREM-1, TREM-2, DAP12, TLR2 e TLR4 néo é regulada
durante LCL em CMSP humanas. Quantificagdo relativa por PCR em tempo real de RNA
mensageiro em CMSP de pacientes com LCL por L. braziliensis comparada com voluntarios

sadios (n=5).

Ao avaliar a expressdo desses mRNAs nos neutrofilos dos pacientes, obtidos do
sangue periférico, onde a célula encontra-se em estado de repouso, observou-
se uma regulacéo negativa de TREM-1, DAP12, TLR2 e TLR4 em comparacgao
aos neutrofilos dos controles (Figura 10). Além disso, a expressdo do RNAm de
TREM-2 também né&o foi detectada em nenhuma dessas amostras celulares
(Figura 7 e 8). Estes achados podem indicar um momento/ponto de regulacéo

negativa na cinética do envolvimento dos neutrofilos na doenga.
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Figura 10. Expressao de RNAm de TREM-1, DAP12, TLR2 e TLR4 é regulada negativamente
durante LCL em PMN humanos. Quantificacéo relativa por Real-Time PCR de RNA mensageiro

em PMN de pacientes com LCL por L. braziliensis comparada com voluntarios sadios (n=5).

Foram considerados significativos, valores de p < 0,05.

Para avaliar se essa modulacdo negativa poderia ser artefato das condi¢des de
coleta, armazenamento e transporte das amostras entre a area endémica e o
laboratorio, um novo experimento foi realizado com neutréfilos obtidos de
doadores saudaveis expostos as estas mesmas condi¢cdes. Nos tempos de Oh
(amostras frescas, recém coletadas) e 12h (correspondente, em média, ao
periodo de coleta, armazenamento e transporte das amostras da area endémica

até o laboratorio) ndo foram observadas alteragcfes significantes na expressao

das moléculas da via de sinalizagdo TREM-1 (Figura 11).
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Figura 11. Expressdo de RNAm de TREM-1, DAP12, TLR2 e TLR4 néo é regulada em PMN
de doadores saudéaveis. Quantificagdo relativa por PCR em tempo real de RNA mensageiro em
neutrofilos de doadores sadios logo apdés o momento da coleta (Oh) ou apés de 12 horas (n=5).

6.4 AVALIACAO DA VIA DE SINALIZACAO DE TREM-1 EM NEUTROFILOS
HUMANOS INFECTADOS IN VITRO COM L. BRAZILIENSIS

Posteriormente, os neutrdéfilos foram selecionados para ensaios in vitro por terem
apresentado uma maior modulacdo em todos os RNAs avaliados, além de
expressarem TREM-1 de modo constitutivo. Foram realizados entéo,
experimentos por citometria de fluxo para avaliar a Intensidade média de
Fluorescéncia (MFI) de TREM-1 durante a infeccdo por L. braziliensis em
neutréfilos humanos obtidos de doadores saudaveis (Figura 12 A). A exposicao
a L. braziliensis aumenta significativamente o MFI de TREM-1 em neutrdéfilos
infectados (GFP+) e também naqueles bystander (GFP-), que estao cultivados
em presenca do parasito, mas nao estdo infectados, sugerindo que fatores
sollveis estdo envolvidos na expressdo do TREM-1 em neutréfilos. Ademais, o
aumento do MFI ocorre somente nos momentos iniciais da infec¢cdo, sendo
observado apenas em 30 minutos apés a exposicao (Figura 12 B). Em tempos
mais tardios de exposicao a L. braziliensis, como 1 ou 2 horas, este aumento
nao é mais observado. (Figura 12 C). Desse modo, os dados indicam que a L.

braziliensis induz uma expressao transiente do TREM-1 em neutrofilos.
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Figura 12. Exposicdo de neutrdfilos humanos a L. braziliensis promove aumento
transiente de TREM-1. Neutréfilos humanos foram infectados ou ndo com L. braziliensis-GFP
por 30 minutos e a Mean fluorescence intensity (MFI) de TREM-1 foi comparado entre neutréfilos
ndo expostos (@), infectados com L. braziliensis-GFP (GFP+), e expostos a L. braziliensis, mas
nao infectados(GFP-). LPS foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram obtidos por
citometria de fluxo e analisados pelo software FlowJow (n=8). A) Representativo da estratégia

para definicdo da populacdo dos neutréfilos. B) MFI de TREM-1 apds 30 minutos de exposicao
a L. braziliensis. C) MFI de neutréfilos GFP+ em 30 minutos, 1 hora e 2 horas de infec¢ao (n=3).

Foram considerados significativos, valores de p < 0,05.

Posteriormente, ensaios de neutralizacdo do TREM-1 in vitro com neutréfilos
humanos obtidos de doadores saudaveis e, em seguida, expostos a L.
braziliensis, indicaram que a inibicdo de TREM-1 n&o interfere na porcentagem
de células infectadas e também na quantidade de parasitas internalizados nos
tempos de 30 minutos (Figura 13 A) e 3 horas (Figura 13 B). Por outro lado, a
neutralizacdo de TLR2 diminui ambos processos no tempo inicial de 30 minutos
(Figura 13 A), enquanto essa diferenca ndo é observada ap0s 3 horas de
infeccdo (Figura 13 B). Além disso, néo foi observada sinergia entre TREM-1 e

TLR2 na capacidade fagocitica ou na quantidade de parasitas internalizados.


https://www.researchgate.net/post/Mean_fluorescence_intensity-MFI
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Esses dados sugerem que apenas TLR2 deve participar do processo de

internalizacdo da L. braziliensis.
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Figura 13. Neutralizacdo de TLR2, mas ndo de TREM-1, interfere na internalizacdo de L.
braziliensis. Neutréfilos humanos foram cultivados na presenca de anticorpos neutralizantes
para TREM-1 e/lou TLR2. A porcentagem de infeccdo foi determinada por contagem em

microscopia 6ptica (n=7) ap6s 30 minutos de infeccdo (A) ou 3 horas (B). Foram considerados

significativos, valores de p < 0,05.

Considerando o papel da sinalizacdo TREM-1 para inducdo de resposta
inflamatdria, a producéo de diferentes mediadores foi avaliada no sobrenadante
das culturas de neutréfilos expostos a L. braziliensis, tratados ou ndo com
inibidores da via TREM-1/TLR. Os resultados mostram que a neutralizacao de
TREM-1 e TLR2, individualmente ou em conjunto, diminui a degranulagéo de
MMP9 (Figura 14). No entanto, ndo foram observadas diferencas na producao
de IL-6, IL-8, IL-12, IL-1B, TNFa e MPO (dados ndo mostrados) entre neutrofilos
infectados por 30 minutos ou 3 horas e tratados ou ndo com inibidores da referida
via. Estes dados sugerem que TREM-1 pode patrticipar no controle da migragcao

de neutréfilos mediada por MMP-9 durante a LCL.
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Figura 14. Neutralizagdo de TREM-1 e TLR2 diminui a liberagcdo de MMP9 de neutréfilos
infectados com L. braziliensis. Neutréfilos humanos foram cultivados na presenca de
anticorpos neutralizantes para TREM-1 e/ou TLR2. A determinacdo de MMP9 foi realizada ap6s

30 minutos de infec¢éo pelo método de ELISA (n=7). Foram considerados significativos, valores

de p < 0,05.
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7 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo indicam a alta expressédo da via de sinalizacao
TREM-1 nas lesdes cutaneas de pacientes acometidos por LCL causada por L.
braziliensis. Estes achados foram validados em novas bidpsias, confirmando
que, mesmo provenientes de diferentes areas endémicas, este perfil esta
presente nos pacientes com LCL. Ademais, ensaios funcionais in vitro foram
realizados com neutréfilos humanos de doadores saudaveis para identificar os
mecanismos de acdo da via TREM-1 durante a infeccdo por L. braziliensis.
Nossos achados mostram que o aumento na expressdo de TREM-1 é rpido e
transiente, com aumento significativo apos 30 minutos de infec¢do. Apds 1 hora
de cultura na presenca do parasito, este aumento ja ndo é mais observado. Além
disso, nossos resultados mostram que TREM-1 tem influéncia direta na liberagéo
da MMP-9, uma metaloproteinase envolvida na migracao celular, sugerindo que
esta via pode regular a capacidade migratéria de neutrofilos na LCL. Por fim,
TREM-1 demonstrou sinergismo com TLR2 na degranulacdo de MMP-9, mas

nao interferiu na internalizacéo da L. braziliensis.

Este aumento na expressdo de TREM-1 também ja foi identificado entre as
principais vias moduladas em CMSP de doadores saudaveis que apresentaram
alta producado de INFy apds estimulo com L. braziliensis (CARNEIRO et al.,
2016). Contudo, nossos resultados de expressao da via do TREM-1 em CMSP
ndo demonstraram diferenca estatistica, porém, nossos pacientes ndo foram

estratificados em baixo e alto respondedores.

No mapa de calor construido com base na expressdo das moléculas da via
TREM-1 do conjunto de dados GSE55664, é possivel observar a separacao
entre o grupo de controles e de pacientes com LCL. No entanto, 2 pacientes,
considerados de lesdes tardias pelos autores (NOVAIS et al., 2015), foram
alocados entre os grupos, sendo considerados mais proximos dos individuos
controles. Isso ocorreu, provavelmente, por estes pacientes apresentarem maior
homeostasia cutdnea e um padrdo de expressdo génica mais similar aos
controles. No conjunto GSE63931, foi observada uma separacdo entre grupos

controle e LCL ainda mais clara, provavelmente devido a uma maior
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homogeneidade no tempo de lesdo dos pacientes participantes dessa coorte
(OLIVEIRA et al., 2015). Em conjunto, estes resultados indicam o potencial da
via TREM-1 como biomarcador de LCL inicial.

Os resultados de FC das moléculas analisados demonstram ativacao da via do
TREM-1 em ambos os transcriptomas. Contudo, foi observada uma diferenca na
intensidade de modulacdo entre os dois. Provavelmente, isso se deve as
diferencas na normalizacdo dos dados. Além disso, ha também uma variacédo
populacional, pois, as amostras sdo provenientes de pacientes de areas

endémicas diferentes.

A validagdo desses resultados por PCR em tempo real em novas amostras
confirmou o aumento da expressdo da via de TREM-1 em bidpsias de LCL.
Adicionalmente, a andlise proteica dessas moléculas também confirma esse
aumento, sendo este o primeiro estudo a marcar as proteinas da via do TREM-
1 em lesbes de LCL em humanos. Ademais, dados semelhantes foram
encontrados na literatura, onde a via de sinalizacdo TREM-1 demonstrou
expressao significativamente aumentada em outras doencas inflamatorias de
pele, como psoriase e melanoma (HYDER et al., 2013; NGUYEN et al., 2015).
Também foi demonstrado que a exposi¢do de neutréfilos in vitro a L. infantum
aumenta a expressdo génica de TREM-1 e sua molécula adaptadora, DAP12
(BOMFIM et al., 2017). Em modelo de L. major, também foi demonstrado um
aumento na expressao de TREM-1 em macréfagos de camundongos resistentes
a infeccdo (FILARDY, ALESSANDRA A et al., 2014).

E importante salientar que dentre as moléculas avaliadas, Dap12 néo ¢ exclusiva
da via do TREM-1. A mesma também € adaptadora de outros receptores
envolvidos na ativagdo de células NK, como receptores da familia Killer cell
Immunoglobulin-like Receptor (KIRS), e na ativacdo de células mieldides, como
Signal-regulatory protein beta-1 (SIRPB1), Cell surface glycoprotein CD200
Receptor 3 (CD200R3), dentre outros (LANIER, 2009). Sua expresséo, portanto,
pode ter influéncia da ativacdo de outros receptores durante a LCL, além de
TREM-1.

Os resultados de FC dos transcriptomas demonstram ainda que a expressao de

Def B2 estd aumentada em todas as doencas inflamatorias de pele avaliadas,
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tais como Psoriase e Lupus. Por outro lado, a expressdo do receptor TREM-1
esta aumentada significativamente apenas nos pacientes de LCL. Esse dado
sugere que Def B2 seja um produto inespecifico liberado em doengas de pele,
como resultado da lesdo cutanea, enquanto TREM-1 deve atuar de modo mais
especifico em doencas infecciosas, tal como a LCL. As defensinas séo peptideos
com atividade antimicrobiana, mas pouco se sabe sobre sua fungdo em doencas
parasitarias. Foi descrito que a Def B2 possui atividade quimiotatica para
monaocitos, macrofagos, neutrofilos e células dendriticas imaturas e estimula a
migracdo de células endoteliais (JARCZAK et al.,, 2013; MARCINKIEWICZ;
MAJEWSKI, 2016). Contudo, seu papel na via do TREM-1 ainda é controverso.
Enquanto a ativagdo de TREM-1 em células epiteliais humanas levou ao
aumento de expressao de Def 2 (RIGO et al., 2012), o bloqueio do receptor
TREM-1 em camundongos, também levou a um aumento de Def 32 na cérnea
desses animais (WU et al., 2011). Desse modo, mais estudos sdo necessarios
para elucidar o papel da interagéo entre TREM-1 e defensina nesta via.

Diversos trabalhos mostram a expressdo de TREM-1 em células circulantes,
como mondcitos e neutrofilos (SHARIF; KNAPP, 2008; TESSARZ; CERWENKA,
2008b). Contudo, ao avaliarmos as expressdes dos RNAs mensageiros da via
do TREM-1 em CMSP de pacientes, nenhuma diferenca estatistica foi observada
quando comparado as células de doadores saudaveis. Além disso, conforme
esperado, ndo foi possivel detectar a expressdo de TREM-1 e 2 nestas amostras,
uma vez que a maioria das CMSP é composta por linfécitos e apenas células de
origem mieloide expressam TREM. Por outro lado, a expressdo dessas
moléculas nos neutrofilos provenientes do sangue periférico dos pacientes com
LCL apresentaram-se negativamente reguladas. I1sso sugere que essas células
estdo saindo da medula éssea, uma vez que o0s neutréfilos sdo constitutivamente
produzidos, com regulacdo negativa para a via do TREM-1, provavelmente,
como mecanismo de homeostasia. Isso porque neutrofilos ativados chegando no
tecido podem causar mais dano tecidual através da liberagdo de, por exemplo,
proteinases, hidrolases e agentes oxidantes (GINSBURG et al., 2019). Todavia,
essa regulacdo necessita ser investigada mais a fundo, visto que uma diminui¢éo
da expressdo de TREM-1 pode diminuir a ativagcdo dessas células e assim

favorecer infec¢des secundarias nas lesdes. Isso € importante, uma vez que a
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LCL apresenta lesdes ulceradas, expondo o tecido cutdneo a infeccbes

secundérias por espécies bacterianas ou fungicas (SCORZA et al., 2017).

Com base nestes achados, decidimos investigar os mecanismos de acdo da via
TREM-1, in vitro, em neutrofilos humanos obtidos de doadores saudaveis apos
infeccédo por L. braziliensis. Os resultados demonstram um amento transiente na
expressdo de TREM-1 apos infeccdo por 30 minutos. Foi demonstrado que a
perda do TREM-1 na superficie dos neutrofilos pode ocorrer devido sua clivagem
pela Matriz Metaloproteina 9 (MMP9), o que gera a liberacdo de TREM-1 soluvel
(WEISS et al., 2016). A liberacao de sTREM-1 pode ser favoravel no contexto da
LCL, uma vez que o mesmo se liga aos provaveis ligantes do TREM-1 e assim
poderia impedir uma exacerbada ativacdo da via inflamatéria. Além disso, foi
observada uma diminuicdo da degranulacdo dessa enzima ap0s neutralizacéo
de TREM-1 e TLR2 em neutrdfilos. A enzima MMP9 esté envolvida em diversos
processos fisiologicos, como na reproducdo, angiogénese, remodelamento
vascular, desenvolvimento e remodelamento 0sseo, regeneracao epitelial,
migracdo celular, manutencéo de tecidos, entre outros (VANDOOREN et al.,
2013). Adicionalmente, MMP-9 esta envolvida em processos patolégicos, por
causar dano tecidual devido a sua acédo direta na degradacédo de proteinas da
matriz extracelular (GARG et al., 2009; DAVEY et al., 2011). Seu papel na LCL
ainda ndo esta claro, mas ja foi relatada a expressédo desta enzima em areas
com dano tecidual em les6es humanas de LM (BOAVENTURA et al., 2010) e em
formas de LT (FRAGA et al.,, 2012), sugerindo que a MMP-9 pode atuar na

imunopatogénese da doenca.

Posteriormente, também avaliamos se o TREM-1 pode influenciar em
mecanismos leishmanicidas dos neutrofilos, bem como na capacidade
fagocitica. Foi observado que a neutralizacdo de TREM-1 né&o interferiu na
porcentagem de infecgcdo e na quantidade de parasitas internalizados nos
tempos de 30 minutos e 3 horas. Estes resultados indicam que 0os mecanismos
de acdo do TREM-1 se dao especificamente nos granulos terciarios dos
neutrofilos, sem interferir nos processos de reconhecimento e eliminagéo da L.
braziliensis. De modo similar, ja foi descrito em diferentes modelos de infeccéo,

como por protozoario (Leishmania major), virus (Influenza) e bactéria (Legionella
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pneumophila), que o bloqueio de TREM-1 contribui para a atenuacdo da
inflamacé@o excessiva sem prejudicar a eliminacdo dos patdgenos (WEBER,
2014). Em conjunto, essas evidéncias mostram que a atuacdo do TREM-1 é
importante para regular a inducdo de resposta inflamatoria, sem alterar a
capacidade de controlar infeccbes. Em contrapartida, a neutralizacdo de TLR2
diminuiu tanto a porcentagem de infeccdo quanto a quantidade de parasitas
internalizados no tempo inicial de 30 minutos, o que indica que apenas TLR2
deve participar do processo de internalizagdo da L. braziliensis. Este dado
corrobora com a literatura, onde a neutralizacdo de TLR2 em neutrofilos
infectados com L. amazonensis também reduziu a internalizacdo da Leishmania
(TAVARES et al., 2014), confirmando a influéncia dos receptores TLRs na
fagocitose. Além disso, na literatura, TLR2 demonstra estar envolvido no
processo de internalizacdo de diversos patégenos, como Mycobacterium
abscessos, Neisseria meningitidi e Staphylococcus aureus (SHIN et al., 2008;
FANG etal., 2014; TOUSSI et al., 2016). Ao avaliar a internalizacao apds inibicdo
de ambos receptores (TREM-1 e TRL2 simultaneamente), nenhum sinergismo
foi demonstrado, uma vez que ndo houve alteracdo da capacidade fagocitica ou
da quantidade de parasitas internalizados. Na literatura, foi demonstrado que
estimulo de TREM-1 e TLR2, TLR4 e TLR7/8 aumentou de maneira sinérgica a
degranulacdo de neutrofilos, mas ndo na fagocitose de microesferas de
poliestireno (RADSAK et al., 2004). Associadamente, esses resultados sugerem
que TREM-1 sinergiza com TLR2 na producdo de mediadores inflamatorios, mas
ndo na internalizacdo de patégenos.

Em resumo, este é o primeiro estudo que avaliou a expresséo da via de TREM-
1 em bidpsias de LCL causada por L. brasilensis e os mecanismos de sua
ativacdo em neutréfilos humanos infectados in vitro. Foi demonstrado que o
aumento da expressdo desse receptor na superficie de neutréfilos gerou um
aumento na libertacdo de MMP-9, mas nao interferiu na internalizagdo do
parasita. Adicionalmente, TLR2, influenciou na internalizacdo da L. braziliensis e
atuou em sinergismo com TREM-1 na inducédo da liberacdo de MMP-9. Esses
resultados sugerem que TREM-1 e TLR2 podem ter um papel importante no
dano tecidual induzido pela enzima gelatinase e internalizacdo de parasitas na
LCL.
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8 CONCLUSAO

v/ TREM-1 participa da inducéo da inflamacéo observada na LCL causada

pela L. braziliensis, sem interferir na internalizacdo do patogeno.
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