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RESUMO

ANDREW VICTOR DINIZ SARDINHA

“PAPEL DAS NETS NA MODULACAO FUNCIONAL DE MACROFAGOS
INFECTADOS POR LEISHMANIA AMAZONENSIS?”.

Orientador: Elvira Saraiva e Anderson Guimaraes

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Neutréfilos sdo células da imunidade inata essenciais no desenvolvimento de uma
resposta imunoldgica protetora contra Leishmania. Além do seu papel na fagocitose
deste parasito, os neutrofilos sdo especializados na liberacdo de redes extracelulares de
DNA, as NETs (do inglés “neutrophil extracelular traps”), que sdo constituidas por
cromatina associada com proteinas de diferentes compartimentos dos neutroéfilos, como
citoplasma e granulos. A netose, processo celular que culmina com a liberagdo das
NETs, ocorre logo ap6s a interacdo dos neutrofilos com o parasito. Estas redes
funcionam na contencdo e morte dos parasitos. Entretanto, além da sua funcédo
microbicida muito bem estabelecida na literatura, j4 é sabido que as NETs podem
modular o tipo de resposta de outras células do sistema imune. Nosso grupo, por
exemplo, observou que a interacdo de mondcitos com NETS induzidas por Leishmania
amazonensis impede a diferenciacéo destas celulas em dendriticas, uma célula essencial
para a montagem de uma resposta protetora. Na presenca das redes, 0s mondcitos
diferenciaram-se em macrofagos com um fenotipo anti-inflamatério, favorecendo a
infeccdo. Sendo o macréfago uma célula amplamente distribuida nos tecidos, e tendo
um papel fundamental na infeccdo por Leishmania, sustentando a replicacéo intracelular
do parasito, decidimos entdo elucidar qual seria o papel das NETs na modulacéo
funcional de macro6fagos infectados por este parasito. Os neutréfilos humanos foram
obtidos do sangue de doadores saudaveis por meio da separacdo por gradiente de
densidade e os neutrofilos murinos foram obtidos atraves do recrutamento com caseina
seguida da lavagem da cavidade peritoneal. O sobrenadante rico em NETS foi produzido
através da incubagdo de neutrofilos e promastigotas de Leishmania amazonensis. As
NETs foram quantificadas no sobrenadante através da dosagem de DNA. Os
macrofagos foram obtidos atraves da diferenciacdo da linhagem monocitica humana
THP-1 com PMA, da diferenciagdo de mondcitos humanos do sangue periférico
humano (MDMs), e através da cultura de células RAW. Estes macrofagos foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis na propor¢do de 5:1. Em seguida, 0s
macrofagos infectados foram tratados com diferentes concentragdes de NETs e
posteriormente lisados para a contagem de amastigotas viaveis na cdmera de Neubauer.
Em alguns experimentos, as NETs foram pré-tratadas com DNase ou foram aquecidas
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para desnaturas suas proteinas. Nas concentracfes utilizadas em nosso estudo, as NETs
ndo apresentaram citotoxidade para nenhum dos trés tipos de macrdfagos testados
(RAW264,7, THP-1 e MDMs). As NETs foram capazes de ativar macr6fagos murinos e
humanos e de controlar a infeccdo intracelular por Leishmania amazonensis. Os
macrofagos da linhagem THP-1 foram mais resistentes a ativacdo pelas NETSs e, nestas
células, apenas observamos menor sobrevivéncia dos parasitos com 500 ng/ml das
redes. A ativacdo dos macrofagos infectados depende da integridade do arcabouco de
DNA das NETs, ao menos nas células murinas. Ndo observamos diferencas na morte
dos parasitos quando NETs que tiveram as proteinas desnaturadas foram utilizadas.
Mais experimentos serdo necessarios para determinar os mecanismos pelos quais as
NETs ativam os macrofagos infectados.

Palavras-chave: macrofagos, Leishmania amazonensis, Redes Extracelulares de
Neutrofilos (NETs), imunomodulacao.



ABSTRACT

ANDREW VICTOR DINIZ SARDINHA

“THE ROLE OF NETS IN THE FUNCTIONAL MODULATION OF INFECTED
MACROPHAGE BY LEISHMANIA AMAZONENSIS”,

Orientador: Elvira Saraiva e Anderson Guimaraes

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovacdo no RCS Trabalho de Conclusédo de Curso.

Neutrophils are innate immune cells essential in the development of an immune
response against Leishmania. In addition to their role in the phagocytosis of this parasite,
neutrophils are specialized in the release of extracellular DNA traps, NETs (Neutrophil
Extracellular Traps), which are composed of chromatin associated with proteins from
different neutrophil compartments, such as cytoplasm and granules. Netosis, a cellular
process that culminates in the release of NETS, occurs shortly after the interaction of
neutrophils with the parasite. These traps work to contain and kill parasites. However,
in addition to its microbicidal function, it is already known that NETs can modulate the
type of response of other cells of the immune system. Our group, for example, observed
that the interaction of monocytes with NETs induced by Leishmania amazonensis
prevents the differentiation of these cells into dendritic cells, an essential cell for the
assembly of a leishmanicidal response. In the presence of the NETS, monocytes
differentiated into macrophages with an anti-inflammatory phenotype, favoring
infection. Since macrophage is a cell widely distributed in tissues, and it has a
fundamental role in Leishmania infection, supporting the intracellular replication of the
parasite, we decided to elucidate the role of NETs in the functional modulation of
macrophages infected by Leishmania. Human neutrophils were obtained from the blood
of healthy donors through Ficoll-paque gradient separation and murine neutrophils were
obtained from the peritoneal cavity after casein injection. NETs-rich supernatant was
obtained by incubating neutrophils and promastigotes from Leishmania amazonensis.
NETs were quantified in the supernatants by measuring extracellular DNA.
Macrophages were obtained by differentiating human monocytic line THP-1 with PMA,
by differentiating human monocytes from peripheral blood (MDMs), or by culturing
RAW cells. These macrophages were infected with L. amazonensis promastigotes in a 5:
1 ratio. Then, infected macrophages were treated with different concentrations of NETs
and the number of live parasites was counted. In some experiments, NETs were
pretreated with DNase or heated to denature NET-associated proteins. At the
concentrations used in our study, NETs did not show cytotoxicity for any of the three
types of macrophages tested. NETs were able to activate murine and human
macrophages and to control intracellular infection by Leishmania amazonensis. THP-1
macrophages were more resistant to activation by NETs and, in these cells, we only



observed less survival of the parasites with 500 ng / ml of the NETs. Activation of
infected macrophages depended on the integrity of the NETs' DNA scaffold. We did not
observe any differences in parasites survive when macrophages were treated with
denatured NETs. More experiments are required to determine the mechanisms by which
NETSs can activate infected macrophages.

Keywords: macrophages, Leishmania amazonensis, Neutrophil Extracellular Traps

(NETs), immunomodulation.
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1. INTRODUCAO:

1.1 Neutroéfilos

1.1.1 Biologia dos neutrofilos

Paul Erlich (1854-1915), apds observar leucécitos da circulagdo sanguinea, testando
corantes de diferentes propriedades quimicas, percebeu que uma determinada populacéo
havia afinidade em reter corante de pH neutro e, por isso, a chamou de neutrofilos. Os
granulos, componentes alvos da coloracdo, ndo se coram fortemente com corantes basicos e
acidos, como a hematoxilina e a eosina. Os neutréfilos sdo células fagociticas com o
citoplasma rico em granulos e, por causa de seu nucleo multilobulado, sdo chamados
também de leucdcitos polimorfonucleares (PMNs), nome dado por Elie Metchniikoff
(Amulic et al., 2012). Nos humanos, o ndcleo dos neutrofilos pode conter 2 a 5 l6bulos,
cada um com 2 pum de didmetro. Sabe-se que essa morfologia nuclear confere uma maior
flexibilidade a diapedese, podendo entdo facilitar a migracdo dessa célula entre as jungdes

endoteliais (Brinkmann e Zychlinsky, 2007)

Os neutrofilos sdo encontrados em grande abundancia no sangue humano. A
producdo dessas células, em condi¢Ges normais, chega a ser de 1 a 2 x 10 células por dia
em um humano adulto, equivalendo a quase dois tercos de toda producdo de células do
sangue pela medula éssea (Borregaard, 2010). Os neutréfilos sdo formados a partir de
mieloblastos, progenitores mieloides comum aos leucocitos (com excegdo de linfocitos e
células NK), em um processo chamado de mielopoiese. Esse processo é composto por uma
série de estagios de maturacdo que compde a diferenciacdo desse tipo celular e culmina
com a condensacdo do nacleo em I6bulos conjuntamente com a granulocitopoiese, processo
que da origem aos granuldcitos (Bainton, 1999; Abbas e Lichtman, 2003). Quando maduros,
os neutrofilos participam da primeira linha de defesa contra patdgenos invasores (Kanthack
e Hardy, 1895).



Os neutrofilos possuem em seus granulos componentes antimicrobianos
fundamentais para montar uma resposta imunolégica eficaz. Os grénulos primarios,
também chamados de azurdfilos, aléem de serem o0s maiores, sdo 0s primeiros a serem
formados durante a maturacdo dos neutrofilos. Dentre a composicao desses granulos esta a
mieloperoxidase (MPO), elastase neutrofilica (NE), catepsina G (CG) e outras proteases,
como a proteina de aumento da permeabilidade/bactericida (BPI). A segunda classe de
granulos é formada, posteriormente a classe dos azurofilos, e os granulos dessa classe séo
chamados de especificos ou secundarios e sdao 0os menores dentre 0s outros granulos. Séo
caracterizados pela auséncia de MPO e pela presenca de lactoferrina, mas também contém
varios outros compostos antimicrobianos, como a lipocalina associada a gelatinase
neutrofilica (NGAL) e lisozimas. A terceira classe, os terciarios, sdo os ultimos granulos a
serem formados pelo complexo de Golgi durante a maturacdo dos neutréfilos, neles contém

metaloproteases, gelatinase e leucolisina (revisado por Amulic et al., 2012).

A classe seguinte de granulos, chamada de vesiculas secretorias, se diferencia das
outras classes por sua origem. Essas estruturas nao sdo formadas pelo complexo de Golgi, e
sim originadas a partir da endocitose, nos estagios finais da maturacdo do neutrofilo, e por
isso, a sua composicdo é baseada nas proteinas do plasma (revisado por Amulic et al.,
2012). As proteinas presentes nos granulos séo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Composicéo dos granulos neutrofilicos

Gene Proteina Funcdes
Granulos azurdfilos (primarios)
AzZU1 Azurocidina Atividade antibacteriana (Gram-negativa); Quimiotaxia

especifica para mondcitos e fibroblastos; liga-se a heparina

DEFA1-3 Defensina Antibacteriana, fungicida e atividade antiviral

neutrofilica
?&;H? Mieloblastina Serino protease; facilita a migragdo neutrofilica transendotelial
CD63 Antigeno CD63 Receptor de superficie para TIMP1; papel na ativacdo da
(MLA1) cascata celular




CTSG Catepsina G Serino protease com tripsina- e
Especificidade para quimiotrpicina-like; cliva o complemento
C3; tem atividade antibacteriana

ELA2 Elastase, ] Modifica as fungdes de NK, mondcitos e granuldcitos; inibe a

(ELANE) Neutrofilica liberacdo da enzima neutrofilica dependente de C5a e
quimiotaxia

MPO Mieloperoxidase Atividade microbicida contra varios microrganismos

BPI Cap57 Citotoxidade para Gram-negativa e grande afinidade por LPS

Granulos especificos (secundario)

CHI3L1 Proteina 1 Lectina de ligacdo a carboidratos com preferéncia por quitina;
semelhante a desempenha papel na inflamacéo
quitinase 3
NGAL Lipocalina 2 Tréafego de ferro; envolvida em apoptose, imunidade inata e
(LCN2) desenvolvimento renal; limita a proliferagdo bacteriana
LTF Lactoferrina Ligacdo e transporte de ferro; atividade antimicrobiana;
(GIG12) estimula sinalizagdo de TLR4, migragéo de células endoteliais

e proliferacéo; liga heparina

Grénulos gelatinase (terciario)

MMP9 Metaloproteinase de Clivagem de gelatina tipos | e V e colageno tipos IV e V;
(CLG4B)  matriz-9 desempenham papel na migragdo de leucdcitos e na reabsorgio
osteocléstica dssea
FCN1 Ficolina-1 Receptor de reconhecimento de padrdes na imunidade inata
(FCNM)
CAMP Peptideo Atividade antibacteriana através de LPS de ligacao; clivada em 2
antimicrobiano da peptideos antimicrobianos FALL-39 e LL-37
catelicidina
MMP8 Colagenase Degrada fibras de colageno do tipo I, I1 e 111
neutrofilica

(Adaptado de Cassatella et al., 2019)

1.1.2. Mecanismos efetores dos neutroéfilos

1.1.2.1. Fagocitose

Em condigdes normais de homeostase, neutrofilos e monaocitos circulam livremente

pela corrente sanguinea (Abbas e Lichtman, 2003). Entretanto, quando h4 uma perturbacao

desta homeostase, como, por exemplo, a presenca de um patdgeno invasor, os neutréfilos

sdo atraidos atraves de quimiocinas e quimioatraentes (IL-8, CXCL7, CXCL1, leucotrieno



B4, fator C5a do complemento) para o sitio da infec¢do, onde desempenham mecanismos
essenciais na defesa contra os mais diversos microrganismos, como bactérias, fungos e
protozoarios (Mdcsai, 2013). Dentre eles, descrito por Elie Metchniikoff, esta a fagocitose,
um processo de ingestdo e digestdo de particulas, sejam indGcuas ou nocivas, que €
dependente de uma série de receptores de superficie celular capazes de reconhecer estas
particulas, como os PRRs (Receptores de Reconhecimento de Padrdes) que, quando
reconhecem PAMPs (Padrdes Moleculares Associados a Patogenos) promovem uma
cascata de sinalizacdo que culmina com projecGes da membrana plasmatica, promovendo
assim o englobamento da particula. Em neutrofilos, este processo é realizado de forma
distinta da que é descrita em macréfagos. O fagossoma formado néo sofre maturacéo e sim
fusdo com os granulos citoplasmaticos com propriedades antimicrobianas, que acontece
concomitante ao acoplamento da enzima nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADPH) oxidase a membrana do patdgeno, gerando uma grande producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), moléculas instaveis compostas pela forma reduzida do
oxigénio a qual € muito reativa e efetiva contra microrganismos (revisado por Amulic et al.,
2012).

1.1.2.2. Explosao respiratoria ou “burst” oxidativo

A NADPH oxidase gera ROS transferindo elétrons de moléculas redutoras e seus
intermediarios como FADH,, NADH + H" e NADPH para O, resultando na formagéo do
superoxido, que € convertido em perdxido de hidrogénio. Essa enzima realiza este processo
quando estimulada pelo reconhecimento de padr6es moleculares associados aos patdgenos,

como também por citocinas pré-inflamatorias.

A mieloperoxidase (MPO) pode converter o peréxido de hidrogénio (H.02) em
hipoclorito ou em espécies nitrogenadas, como cloreto de nitrila (NO,CI) e diéxido de
nitrogénio (NO,). E importante salientar que essas espécies nitrogenadas sdo altamente
toxicas, pois promovem a oxidagdo de uma série de componentes celulares, tais como 0s
lipideos, proteinas e acidos nucléicos de microrganismos (Abbas e Lichtman, 2003). Ha

também a acdo da enzima oxido nitrico sintase (iNOS) que produz éxido nitrico, um gas



toxico, a partir de arginina. Esse gas, uma vez associado ao H.0-, da origem aos radicais de
peroxinitrito, que sdo moléculas altamente reativas e microbicidas (Abbas e Lichtman,
2003; Kleinert et al., 2004).

1.1.2.3. Degranulacéo

Os granulos, ja citados anteriormente, sdo indispensaveis na inflamacdo, e fazem
parte de uma estratégia de defesa dos neutréfilos, também descrita por Elie Metchniikoff.
Nela, ha trés classes de fatores antimicrobianos que sé@o liberados no meio extracelular: (i)
0s peptideos catidnicos que agem permeabilizando a membrana do microrganismo e
inibindo a sintese de membrana, do RNA e DNA microbiano; (ii) as enzimas proteoliticas,
que degradam a parede celular e a membrana microbiana, como também clivam fatores de
viruléncia e (iii) proteinas quelantes de metais necessarios para o crescimento de alguns
microrganismos (revisado por Amulic et al., 2012). Nessas trés classes de granulos hd uma
hierarquizacdo na ordem para a exocitose. Assim, as vesiculas secretorias, tém a maior
propensdo em serem liberadas para 0 meio extracelular, seguidas pelos granulos contendo

gelatinase, especificos e azurdéfilos (Sengelov et al., 1993).

1.2. Redes extracelulares de neutréfilos (NETS)

Em 2004, uma nova estratégia antimicrobiana foi descrita em neutrofilos, na qual
apos ativacdo por bactérias Gram-positivas ou negativas, interleucina(IL)-8 ou acetato de
forbol de miristato (PMA), os neutrofilos liberaram para o meio extracelular uma estrutura
em forma de rede composta por DNA, histonas e proteinas (Brinkmann et al., 2004). Essas
estruturas receberam o nome de redes extracelulares de neutrofilos (NETs e/ou do inglés
neutrophil extracelular traps )e possuem a capacidade de conter e matar microrganismos.
Urban e colaboradores (2009) identificaram que proteinas do nucleo, granulos e, inclusive,
algumas citoplasmaticas podem decorar as NETs (Tabela 2). Contudo, diversos estudos
vém relacionando a composi¢do das NETs com o tipo de estimulo usado durante a inducdo,
podendo variar nos teores relativos de histonas 3, lactoferrina, elastase e dSDNA (Braian,
Hogea & Stendahl, 2013; Khandpur et al., 2013). A importancia do DNA para a



sustentacdo e integridade da estrutura pode ser comprovada com o uso de DNAses, que, em
contato com as NETSs, as clivam e desintegram. Entretanto, quando o tratamento € feito
com proteases, a estrutura se mantém intacta (Brinkman-n et al., 2004).

Inicialmente, o processo de formacdo das NETs foi definido como sendo um novo
tipo de morte celular programada, chamada de netose. Nesta, ndo ha participacdo das
caspases e ndo ocorre fragmentagdo do DNA ou exposi¢cdo de fosfatidilserina na camada
externa da membrana celular, sendo, portanto, diferente de apoptose e da necrose (Fuchs et
al., 2007). A liberacdo das redes extracelulares se inicia com a perda da morfologia
multilobulada do nucleo que acaba adquirindo uma forma arredondada. O processo segue
com a descompactacdo do DNA, desorganizacdo das membranas dos granulos e do nucleo,
culminando na liberacdo da cromatina no citoplasma, onde esta se associa com algumas
proteinas citoplasmaticas, que posteriormente é liberada no espaco extracelular (Fuchs et
al., 2007). Entretanto, ja foi descrito que os neutrofilos podem permanecer viaveis mesmo
apos a liberagdo de NETS. Pilsczek e colaboradores (2010) descreveram que neutrofilos
sobreviviam por algum tempo entre 5-60 minutos, apds a liberacdo das NETs e podiam
continuar realizando fungdes como fagocitose e quimiotaxia. Esse processo foi chamado de

netose vital ou rapida.

Tabela 2. Proteinas identificadas nas NETs

Localizacéo celular Nome da proteina

Granulos Elastase neutrofilica
Lactotransferrina
Azurocidina
Catepsina G

Mieloperoxidase
Proteinase 3
Lisozima C
Defensinas 1 e 3

Nucleo Histonas H2A, H2B, H3, H4

Antigeno de diferenciagédo nuclear de
célula mieloide (MNDA)

Citoplasma Proteinas S100 de unido a calcio A8,
A9, Al12




Actina (beta e/ou gamma)
Miosina-9

Alfa actinina (1 e/ou 4)
Plastina-2
Citoqueratina-10

Peroxissoma Catalase

Enzimas glicoliticas Alfa enolase
Transquetolase

(Adaptado de Urban et al., 2009)

A liberacdo de redes extracelulares ndo é um mecanismo exclusivo de neutrofilos e
ja foi observada em outros tipos de leucécitos, como os macréfagos, mastocitos, eosinéfilos,
baséfilos e mais recentemente linfocitos (Webster et al., 2010; Von Kockritz-Blickwede et
al., 2008; Yousefi et al., 2008, Scorn et al., 2012; Rocha-Arrieta et al., 2017). Em todas as
células, estas estruturas sdo chamadas de redes extracelulares (ETS) e o processo que da
origem a elas de etose (Wartha e Henriques-Normark, 2008). Esse fendmeno é bem
conservado e também foi descrito em amebas (Zhang et al., 2016), insetos (Nascimento et
al., 2018), peixes (Palic et al., 2007), aves (Chummitri et al., 2009) e plantas (Wen et al.,
2009).

A inducdo das NETSs pode ser feita por diversos estimulos, sejam eles provenientes
do contexto de uma inflamacao estéril ou de uma infeccdo. Desse modo, citocinas como IL-
8 e compostos sintéticos como o PMA, diferentes microrganismos, bem como moléculas
deles oriundas, como o lipopolissacarideo (LPS), sdo capazes de induzir a netose (Wartha e
Henriques-Normark, 2008; Papayannopulos e Zychlinsky, 2009; Remijsen, 2011).

1.3. Vias de sinalizac¢éo envolvidas na formacao de NETSs

1.3.1. Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Diversos sé&o 0s mecanismos moleculares envolvidos na formagdo de NETSs, e

alguns deles foram elucidados nos ultimos 10 anos, dentre eles, a participacdo da enzima
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NADPH oxidase tem sido evidenciada. Assim, a interacdo de neutrdfilos com agentes que
ativam a NADPH oxidase induz a liberagcdo de NETSs. Por outro lado, quando neutrofilos
sdo previamente incubados, com inibidores da NADPH ndo h& a liberacdo das redes.
Neutrofilos de pacientes que possuem a doenca granulomatosa crénica (CGD) nao
conseguem produzir NETs quando estimulados com PMA e outros estimulos. Pacientes
com CGD possuem mutacfes em subunidades da NADPH oxidase e, assim, suas células
ndo produzem ROS via esta enzima, comprovando que as espéecies reativas de oxigénio sao
de fato essenciais para a producdo das NETSs para grande parte dos estimulos (Fuchs et al.,
2007; Remijsen et al., 2011).

Contudo, alguns estimulos séo capazes de induzir a liberacdo de NETs de forma
independente da ativacdo da NADPH oxidase e, consequentemente, independente da
producdo de ROS. Pilsczek e colaboradores (2010) demonstraram que este novo
mecanismo ocorre de forma rapida, em aproximadamente 10 minutos, em resposta a
Staphylococcus aureus e o0s neutrofilos liberam vesiculas provenientes do envoltoério
nuclear contendo DNA, que se fundem com a membrana plasmatica, liberando as NETs no
meio extracelular. Este tipo de netose é caracterizado pela viabilidade do neutréfilo ao final
do processo, mas nem sempre isso acontece. Essas NETs também podem aprisionar e/ou

matar as bactérias.

1.3.2. Elastase, Mieloperoxidase (MPO) e Peptidil Arginina Deaminase (PAD4)

Durante o processo de inducdo da liberacdo de redes extracelulares, hd a
descompactacdo do DNA, levando a perda do nicleo multilobulado. Essa mudanca na
estrutura é resultado da ativacdo da enzima peptidil arginina deaminase (PAD4) que causa a
citrulinacéo de residuos de arginina de carga positiva em citrulina, um aminoacido polar de
carga neutra (Figura 1). Quando se inibe especificamente a PAD4, os neutréfilos nédo
produzem NETSs e neutrofilos de animais nocautes para PAD4 ndo liberam NETs (Wang et
al., 2009; Li et al., 2010). Entretanto, isso ainda é uma questao controversa, uma vez que a
resposta de cada célula varia de acordo com o estimulo e as condi¢bes experimentais

propostas. A arginina € um aminoacido que faz parte da cauda das histonas e a mudanca de



carga deste aminoacido para uma carga neutra resulta em um afrouxamento da
heterocromatina levando a uma descompactacgdo e perda da morfologia do ndcleo (Wang et
al., 2009).

Em 2010, Papayannopoulos e colaboradores descreveram que, durante 0s primeiros
30 minutos depois do estimulo que induz a liberacdo de NETS, a elastase presente nos
granulos primérios migra para o nucleo, se associa a cromatina e degrada as histonas,
principalmente a histona H4. Em acdo conjunta, a mieloperoxidase migra para o nucleo e
promove a descondensacdo do DNA, amplificando o efeito da elastase. Entretanto, essa
acdo da MPO independe da sua atividade enzimatica (Papayannopulos et al., 2010).
Estudos mostram que pacientes deficientes para MPO possuem neutrofilos incapazes de
liberar NETs quando desafiados com indutores diversos, como Candida albicans e PMA
(Metzler et al., 2011). O uso de inibidores especificos para elastase em neutrofilos humanos
também resultou na inibicdo da formacdo de NETs (Papayannopulos et al., 2010). Ainda,
foi observado que neutrofilos de camundongos nocautes para NE ndo produzem NETS
durante a infeccdo por Klebsiella pneumoniae (Papayannopulos et al.,
2010)
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Figura 1. Vias moleculares envolvidas na formagdo de NETs: A elevagdo do célcio intracelular na
presenca de PMA ou interagcdo microbiana com receptores de reconhecimento de patégenos em neutréfilos
ativa a proteina cinase C (PKC) e a NAPDH oxidase. Espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pela
NADPH oxidase levam a sinalizacdo mediada por Akt, cinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2) e
proteina cinase ativada por mitdgeno p38 (MAPK). A descondensacdo da cromatina requer translocacao de
mieloperoxidase e elastase de neutréfilos para o nucleo e a citrulinagdo de histonas (citH3), orquestrada pela
enzima peptidilarginina deiminase 4 (PAD4) (Adaptado de Li e Tablin, 2018).

1.3.3 Papel das NETs em doengas infecciosas

Diversos trabalhos relatam o papel das NETs em infecgdes e outras doencas. Em
humanos, foi observado que as NETs estdo presentes em grande abundancia em pessoas
que desenvolvem apendicite espontanea (Brinkmann et al., 2004), como também podem

estar presentes no sangue de criangas infectadas por Plasmodium falciparum (Baker et al.,
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2008), assim como nas lesdes de pacientes com leishmaniose cutanea (Guimardes-Costa et
al., 2009; Morgado et al., 2015), entre outros. Estudos in vitro também descrevem um
papel fundamental das NETs no aprisionamento e morte de patégenos. Abi Abdallah e
colaboradores, em 2011, demonstraram a inducdo de NETs em neutrofilos humanos
estimulados com Toxoplasma gondii e que este mecanismo foi essencial para o
aprisionamento e morte do parasita. O HIV-1 (Virus da imunodeficiéncia humana), também
induz a formacdo de NETS, que aprisionam as particulas virais, via 0s receptores do tipo
Toll 7 e Toll (TLR7 e TLR8), com producdo de ROS (Saitoh et al., 2012). Muitos estudos
sugerem que a interacdo das NETs com esses microrganismos € por via de interagdes
eletrostaticas entre componentes catiénicos da NET com a membrana negativamente
carregada dos microrganismos, propondo que as NETs poderiam se associar a qualquer
superficie eletronegativamente carregada. Entretanto, ndo é descartada a possibilidade de
haver um reconhecimento especifico, ja que o perfil de moléculas de fungos, bactérias e
parasitos sdo diferentes (Brinkmann et al., 2004; Medina, 2009). Todavia, também se
acredita que peptideos antimicrobianos presentes nas NETs, como as defensinas, poderiam
ser 0s responsaveis por parte dessas interacdes ao se ligar as porgbes glicosidicas da

superficie de microrganismos (Zasloff, 2002; Campos et al., 2004).

1.4. Leishmanioses

1.4.1. Epidemiologia, espécies e manifestacdes clinicas.

O género Leishmania abriga as espécies que sdo capazes de causar a leishmaniose,
uma doenca caracterizada por varios quadros clinicos, como lesGes na pele, na mucosa ou
nos orgdos internos (lesdes viscerais). E estimado que esta doenca cause cerca de 50 a 90
mil novos casos em todo mundo, gerando um indice consideravel de morbidade e
mortalidade (WHO, 2017).

A leishmaniose cutdnea € caracterizada pelo aparecimento de les6es no local da
picada do fleb6tomo fémea, que podem ser Unicas ou multiplas, ulceradas ou nédo, e sdo

causadas por Leishmania major e Leishmania tropica no Velho Mundo (Nozais, 2003) e
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por espécies neotropicais como Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, L.
venezuelensis, Leishmania viannia braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, entre outras

no Novo Mundo (Bermann, 1997).

A leishmaniose visceral é responsavel pela maioria dos ébitos relacionados a
infecgdo por esse parasito. Ela é causada pela espécie L. infatum e L. donovani, esta Gltima
no Velho mundo. A Leishmania infantum tem uma maior prevaléncia no Sudéo, India,
Nepal, Brasil e paises mediterraneos (OMS, 2018), onde causa a leishmaniose visceral
(Ozcel et al., 1999; Tanir, Taylan e Dag, 2006). Normalmente, acomete o figado, baco e
linfonodos. A manifestacdo do quadro clinico é caracterizada pela disseminacdo pelo
sistema vascular, linfatico e reticuloendotelial, resultando em uma infiltracdo na medula
Ossea, hepatoesplenomegalia e linfadenopatia. (Herwaldt, 1999; Chappuis et al., 2007,
Burza et al., 2018).

A Leishmania amazonensis € uma das espécies causadoras da leishmaniose
tegumentar nas Américas, com um indice significativo de casos que evoluem para o quadro

de leishmaniose cutanea difusa anérgica grave (Lainson et al., 1987).

A sobrevivéncia desses parasitos depende da transmissdo de um inseto vetor para
um mamifero (Pace, 2014). As espécies de Leishmania podem ser transmitidas por 2
géneros do inseto vetor: o género Phlebotomus sp., o qual predomina nas regifes da Africa,
Asia e Europa e 0 género Lutzomyia sp., predominante nas Américas Central e do Sul
(Bates, 2008). O ciclo bioldgico da Leishmania se estende a outros mamiferos silvestres,

como pequenos roedores, marsupiais e primatas (Grimaldi et al., 1991).

1.4.2. Ciclo de vida do parasito

Durante o ciclo de vida, o parasito se apresenta sob duas formas: promastigota e
amastigota. No flebétomo infectado, é encontrada a forma promastigosta do parasito,
caracterizada por sua forma flagelada e seu corpo celular alongado. O promastigota passa

por diversos estadgios durante o seu desenvolvimento, a metaciclogénese, dentro do
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intestino do inseto, onde a forma promastigota prociclica, caracterizada por possuir alta
capacidade replicativa se diferencia em promastigota metaciclica, migrando através do
intestino em direcéo a probdscide deste inseto. Esse processo tem um papel fundamental na
sobrevivéncia do parasito no organismo do hospedeiro vertebrado. H4 uma alta expresséo
de moléculas de superficie e de sintese de organelas como os acidocalcissomos que
conferem uma resisténcia a varias formas de estresse, como mudanc¢as no pH e pressdo
osmotica, que os parasitas sofrem durante sua interacdo com a célula hospedeira (Rao &
Kornberg, 1996; Kornberg et al., 1999; Ruiz et al., 2001; Besteiro et al., 2007).

Dé-se inicio a infeccdo por Leishmania no hospedeiro vertebrado quando o inseto
vetor, durante o repasto sanguineo das fémeas, inocula as formas promastigotas
metaciclicas em uma poca de sangue formada pela laceracdo de vasos na derme do
hospedeiro (Saraiva et al., 1995). Sabe-se que o inseto inocula junto com o parasito, sua
propria saliva, microbiota do intestino, um gel secretério rico em glicoproteinas e
exossomas liberados pelo parasito ainda durante seu desenvolvimento dentro do intestino
de inseto (Titus e Ribeiro, 1988, Atayde et al., 2015, Dey et al., 2018). Assim, o inoculo é
bem complexo, e todos esses componentes ja foram demonstrados como sendo
fundamentais para o estabelecimento da infeccdo. A saliva, por exemplo, contém moléculas
com atividades anti-hemostaticas e vasodilatadoras, que também modulam o sistema
imunoldgico (Valenzuela et al., 2004), como também aumentam a infectividade do parasito
(Titus e Ribeiro, 1988). Nesse evento, 0s parasitos resistem a acdo das proteinas do sistema
complemento e, rapidamente, causam uma reacdo inflamatéria com o recrutamento de
neutrofilos. Essas células quando entram em contato com a Leishmania séo efetivamente
ativadas, fagocitam o parasito, podendo mata-los (Laskay, vanZandbergen e Solbach, 2003;
Reithinger et al., 2007). Alguns grupos relatam eventos divergentes. Por exemplo, Hurrell e
colaboradores (2017), com o uso Leishmania mexicana demonstraram, por microscopia
intravital, que promastigotas inoculados em camundongos sdo eficientemente
internalizados por neutréfilos, sendo reportados até 6 parasitos por vacuolo. Curiosamente,
nos ensaios in vitro, o grupo relatou que esse processo é silencioso e com niveis ndo
detectaveis de ROS, levando a um baixo impacto na ativacdo e apoptose destes neutréfilos

infectados, suportando a replicacdo do parasito. Tanto macrofagos quanto neutrofilos
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possuem 0s mesmos receptores para diferentes quimiocinas, dentre eles 0 CXCR1, CXCR2,
CCR2 etc. Consequentemente, esses dois tipos celulares sdo recrutados de forma sinérgica
para o local da infeccdo (Silva, 2010). Entretanto, quando os mecanismos microbicidas
falham, os parasitos resistem dentro de fagolisossomos, retardando a apoptose dos
neutrofilos até que macrdfagos, células hospedeiras da Leishmania, cheguem ao local da
inflamacdo e fagocitem estes neutrdfilos apoptéticos ou também podem fagocitar o parasito
diretamente, terminando por fim infectados (Laskay, vanZandbergen e Solbach, 2003; Aga
et al., 2002). No interior dos macréfagos, os promastigotas se diferenciam em amastigotas
que sdo resistentes as enzimas e ao pH éacido dos vacuolos dos macrofagos, onde
sobrevivem e se multiplicam, podendo romper a membrana desta célula e infectar outros
macrofagos, mantendo a infeccdo. O ciclo fecha quando um flebotomineo ao se alimentar
em uma pessoa infectada com Leishmania ingere macrofagos infectados com amastigotas,

gue no intestino do vetor se transformardo em promastigotas (Bates, 2007) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida da Leishmania: (1) As fémeas de flebotomineos transmitem promastigotas
metaciclicos para hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo. A presenca do parasita e o dano
vascular leva a liberacdo de fatores quimiotaticos derivados do hospedeiro, do proprio parasita e/ou do inseto.
Os neutrdfilos sdo recrutados rapidamente e transitoriamente para o local da infeccdo. (2) Os parasitas sao
fagocitados pelos neutréfilos e/ou induzem a formagéo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS).
Promastigotas de Leishmania entram diretamente ou indiretamente nos macrofagos (3), suas células
hospedeiras finais. Dentro dos macréfagos, promastigotas se transformam em amastigotas e se replicam por
divisdo simples (4). Dias ou semanas apés a infeccéo inicial, uma segunda onda de neutréfilos é recrutada
para o local da infeccédo, onde sua presenca pode ser observada em lesdes inflamatorias crénicas. Amastigotas
sdo liberadas de macréfagos rompidos. Elas serdo recapturadas por macrofagos e/ou possivelmente por
neutrdfilos (5). Esse ultimo ponto precisa ser mais investigado. Além disso, os amastigotas da lesdo podem
induzir a formagdo de NET. Em um repasto sanguineo, fémeas ndo infectadas sugam amastigota, que se
transformam em promastigotas em seu intestino médio e, através da metaciclogénese, o parasito se diferencia
em promastigota metaciclico. Os metaciclicos serdo entdo transmitidos para outros hospedeiros. (Adaptado de
Hurrel, Regli e Tacchini-Cottier, 2016).

1.4.3 Papel das NETs na infec¢do por Leishmania

Em 2009, Guimardes-Costa e colaboradores demonstraram que parasitos de
diferentes espécies de Leishmania induzem a producdo das NETSs e interagem com estas
estruturas. Demonstraram ainda que parasitos associados as NETs apresentavam uma
morfologia fina, achatada e com protuberancias, indicando alto dano celular, que foi
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confirmado com corantes especificos que evidenciaram a morte dos parasitos.
Adicionalmente, descreveram que a morte dos promastigotas mediada pelas NETs se dava,
principalmente, pela toxicidade das histonas. Em 2011, Wang e colaboradores confirmaram
esses dados e demonstraram que as histonas H2A e H2B contidas nas NETs teriam um
papel microbicida para fungos, bactéria extracelulares e promastigotas de outras espécies de
Leishmania. O grupo utilizou para os seus ensaios Vvérias espécies de Leishmania na forma
promastigota, como a L. amazonensis, L. braziliensis, L. major e L. mexicana. As histonas
humanas mataram diretamente essas espécies de maneira eficaz por rompimento da

membrana do parasito (Wang et al., 2011).

Rochael e colaboradores (2015) demonstraram que promastigotas de Leishmania
amazonensis induzem netose classica, dependente da geracdo de ROS, e com a participacdo
de elastase e PADA. Entretanto, o grupo relatou que a Leishmaniatambém induz a
liberagdo precoce e rapida das NETS, ocorrendo em apenas 10 minutos ap0s a interagdo do
neutréfilo com o parasito. Chamada de netose vital, este processo foi dependente da
atividade da elastase, mas independente da geracdo de ROS e de
PAD4. Complementarmente, a sinalizacdo que leva a netose induzida por Leishmania
amazonensis foi descrita por DeSouza-Vieira e colaboradores (2016). Usando
promastigotas, o grupo relatou que a ativagao de ERK a jusante de PI3Ky é importante para
desencadear a netose dependente de ROS, e que, quando se inibia a proteina cinase C, a
producdo de NETs era reduzida, mostrando a importancia desta proteina na sinalizacgéo.
Adicionalmente, o grupo observou que a mobilizag&o do célcio intracelular dos neutrofilos,
um componente regulado pela PI3Ko, representa uma via de netose alternativa

independente de ROS quando estimulada por L. amazonensis.

Gabriel e colaboradores (2010) demonstraram que promastigotas de L. donovani
induzem a producdo de NETs independente de ROS em neutrofilos humanos.
Adicionalmente, usando promastigotas de L. donovani nocautes para lipofosfoglicano (LPG)
e GP63 (uma metaloprotease de superficie do promastigota), ambas implicadas no
estabelecimento da infeccdo em hospedeiros mamiferos, viram que a auséncia destas

moléculas ndo impediu a inducdo de NETs. As formas promastigotas sintetizam
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glicoconjugados como o lipofosfoglicano (LPG) e o externalizam em toda superficie de sua
membrana, sendo assim a primeira molécula a entrar em contato com a célula hospedeira
(Turco e Descoteaux,1992). Esse LPG de L. donovani parece conferir resisténcia a morte
pelas NETs. Isso ocorre porque, enquanto os parasitos do tipo selvagem mantém a
viabilidade na presenca de NETS, os parasitos nocautes para LPG tém sua viabilidade
diminuida sob as mesmas condi¢des. Embora esses resultados sugiram que as NETs tém
efeito leishmanicida limitado contra promastigotas selvagens de L. donovani, estas
estruturas podem, no caso dessa espécie do parasito interferir na sua capacidade de penetrar
nas células hospedeiras (Gabriel et al.,, 2010). Assim, enquanto esses dois estudos
descrevem claramente a formagdo de NET em resposta a infeccdo por Leishmania, eles
diferem em alguns pontos. Na espécie L. amazonensis (Guimardes-Costa et al., 2009) o
LPG induz a liberacdo de NETs e os promastigotas que expressam LPG sdo mortos pelas
NETSs. Entretanto, em L. donovani as NETSs sdo induzidas independentemente do LPG e, de
fato, sua expressdo torna os parasitos resistentes a morte mediada pelas NETs. Essas
diferencas podem ser devidas a grande diversidade na composi¢cdo de LPG entre as
diferentes espécies do parasito (Gabriel et al., 2010). Adicionalmente, nosso grupo
demonstrou que a expressdo da enzima 3’-nucleotidase/nuclease por promastigotas de
Leishmania infantum, digere as NETs participando assim do mecanismo de evasdo da
morte mediada pelas NETSs, (Guimaraes-Costa et al., 2014).

Interessante notar que a saliva do inseto vetor pode conferir um mecanismo de
evasdo a morte de Leishmania pelas NETs. A descricdo da endonuclease Lundep, presente
na saliva do flebotomineo, aumenta a sobrevivéncia do parasito destruindo o arcabougo de
DNA das NETSs (Chagas et al, 2014). Também foi demonstrado que a co-injecdo de Lundep
recombinante com promastigotas metaciclicos exacerba significativamente a infeccdo em
camundongos quando comparados com os tratados apenas com PBS. Adicionalmente, o
grupo observou que a hidrélise da estrutura de DNA das NETs no local da picada também
pode reduzir a inflamacgéo local e impedir a coagulagédo do sangue, facilitando o repasto

sanguineo do inseto vetor (Chagas et al, 2014).
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1.5. Papel das NETs na modulacéo da resposta imunolégica

Embora capturar e matar patdgenos seja uma das caracteristicas principais das NETs
(Brinkmann et al., 2004), estudos descrevem que elas também podem induzir e/ou
exacerbar uma resposta autoimune como, por exemplo, em IUpus eritematoso sistémico
(Hakkim et al, 2010; Leffler et al., 2012), como também pode intensificar a inflamacéo e
dano tecidual. Estudos mostram que as NETS estdo presentes nas vias aéreas de individuos
com asma e doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e o seu acimulo foi associado a
ativacdo de respostas imunes inatas, contribuindo para a cronificacdo da doenca (Wright et
al., 2016).

A producdo das NETs é um processo ativo e precisa ser regulado para evitar danos
ao organismo. Foi demonstrado que a remoc¢do das NETs por macrdfagos é um processo
silencioso (Farrera e Fadeel, 2013). A DNase I, presente no soro de pessoas saudaveis, ndo
é suficiente para remover as NETs in vitro, gerando a hipGtese de que algum outro
mecanismo deveria existir para ajudar no processo de remoc¢do das redes, assim, 0 grupo
demonstrou que macrofagos derivados de mondcitos endocitam as NETs de maneira
dependente de actina. O tratamento dos macrofagos com citocalasina D (inibidor da
polimerizacdo de actina) impede a endocitose das redes. Embora a DNase | ndo seja um
mecanismo suficiente, o tratamento das NETs com esta enzima facilitou a endocitose pelos
macrofagos das estruturas geradas pela acdo da DNase. Outro processo que ajuda na
endocitose das NETS é o sistema complemento. Assim, a proteina C1q, produzida tanto por
recombinacdo quanto isolada de soro humano, opsoniza as NETS, facilitando sua remocao
pelos macréfagos. Apos a internalizacdo, as redes parecem ser degradadas nos lisossomas.
Curiosamente, o tratamento dos macrofagos com as NETs ndo resultou na producdo de

citocinas pré-inflamatorias (Farrera e Fadeel, 2013).

Contrastando com os dados apresentados anteriormente, diversos estudos vém
demonstrando o papel das NETs em modular respostas pré-inflamatérias e anti-
inflamatérias em outras células do sistema imunoldgico. NETs induzidas por

Mycobacterium tuberculosis interagem e ativam macrdfagos, induzindo uma série de
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citocinas pré-inflamatorias. Macrofagos tratados com NETs produziram maiores
quantidades de IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10. Esse fenbmeno é Unico para NETSs produzidas
a partir da ativacdo por Mycobacterium tuberculosis, ja que NETs de neutréfilos ativados
por PMA ndo ativam a mesma resposta em macrofagos. A proteina chaperona Hsp72, foi
evidenciada como responsavel por tal ativacdo. A diferenca entre os dois tipos de NETs €
que a Hsp72 ndo esta presente nas NETs induzidas por PMA, ao passo que esta presente
nas redes induzidas por Mycobacterium tuberculosis. A adicdo externa de Hsp72 as NETs
induzidas por PMA acarreta no mesmo perfil de resposta nos macréfagos (Braian, Hogea &
Stendahl, 2013). Também ja foi demonstrado que NETS induzidas por cristais de colesterol
podem primar mondcitos para a producdo de IL-6 e IL-1B (Warnatsch et al., 2015).
Entretanto, as NETs induzidas por LPS podem inibir a ativacdo de células dendriticas,

polarizando a resposta imunolégica para um perfil mais Th2 (Barrientos et al., 2014).

A diferenciagdo de mondcitos estd diretamente ligada ao contexto do seu
microambiente, podendo se diferenciar em células dendriticas ou macrofagos. Na infeccao
por L. major, os mondcitos se diferenciam em células dendriticas no microambiente do sitio
inflamatdrio, onde houve a inoculacdo do parasito (Leon, Lopes-bravo e Ardavin, 2007).
Células dendriticas diferenciadas na derme produzem grandes quantidades de IL-12, uma
citocina responsavel por estimular uma resposta especifica de linfécitos T. Em conjunto, as
células dendriticas diferenciadas na infeccdo por Leishmania, produzem grandes
quantidades de oOxido nitrico, um fator oxidante muito eficiente na inducdo de morte do
parasito (De Trez, 2009). Entretanto, ja foi visto que a infeccdo por Leishmania
amazonensis prejudica a diferenciagdo de mondcitos humanos em células dendriticas,

atrapalhando a inducdo de uma resposta TH1 adequada (Favali, 2007).

Macrofagos sdo amplamente distribuidos nos tecidos e fundamentais na
imunovigilancia. Essas celulas desempenham um papel essencial na imunidade protetora
contra patégenos, assim como atuam no desenvolvimento de tecidos, na homeostase e,
tambeém, nas funcdes de reparo e dano tecidual gracas a sua ativagdo que, dependendo do
estimulo e contexto, pode resultar em fendtipos e fungbes dicotdmicas, M1 e M2 (Song et

al., 2019), podendo modular a resolugdo de uma infeccdo ou inflamacéo. Guimarées-Costa
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e colaboradores (2017) demonstraram que NETSs prejudicam a diferenciacdo de mondcitos
em células dendriticas, diminuindo a expressdo do receptor de IL-4 em mondcitos devido a
atividade da elastase. Além disso, pela alta expressao de citocinas anti-inflamatérias e
marcadores de superficie, o grupo concluiu que as NETs induzem a diferenciacdo de
monacitos para perfil macrofagos M2, um fendtipo menos eficiente na resolucdo de uma

infeccdo por Leishmania.

1.6. Macrofagos

1.6.1 Biologia dos macrofagos

Macrofagos sdo células fagociticas mononucleares, geradas a partir de células
tronco hematopoiéticas da medula déssea, que se diferenciam em unidades formadoras de
colénia (CFU). Dependendo do estimulo, as CFU se diferenciam em quatro tipos de
linhagem de células sanguineas: miel6ide, linfoide, megacariocitica e eritroide. Células
maduras da medula 6ssea produzem citocinas que estimulam a diferenciacdo das CFU,
como por exemplo, CSF (fator estimulante de colénia), GM-CSF (Fator estimulante de
coldnias de granulécitos e macréfagos) e as interleucinas IL1, IL3, IL4, IL5 e IL6 que
originam as celulas precursoras mieléides, CFU-GM (Unidades formadoras de colbnia de
granulécitos e macréfagos) e posteriormente a CFU-M (Unidade formadora de coldnia de
macrofagos), que originam os mondcitos que sao precursores dos macrofagos (Kleinerman,
et al., 1988; Schonlau et al, 2003).

Cerca de 10% das células brancas do sangue de um individuo adulto sdo compostos
por mondcitos, sendo a maior entre elas, com um diametro de 12-15 um, tendo um nucleo
grande e central. Historicamente, mondcitos eram considerados apenas como 0S precursores
circulantes dos macrofagos terminalmente diferenciados nos tecidos. Atualmente, embora
0s mondcitos se diferenciem em macrofagos, é reconhecido que a maioria dos macréfagos
residentes, mas nao todos, tém origem embrionaria (Guilliams et al., 2018). Mondcitos
migram dos vasos sanguineos para os tecidos, e essa migracao resulta em sua diferenciacao

em macrdfagos ou em celulas dendriticas (Kelley et al., 1988; Lewis et al, 1999). Em sua
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estrutura, 0s macrofagos possuem uma cromatina frouxa, possuindo um grande citoplasma
em comparagdo aos mondcitos. Dentre as organelas citoplasméticas, o complexo de Golgi
toma um grande espaco devido a intensa producgdo de enzimas lisossomas e glicoproteinas,
consequentemente o reticulo endoplasmatico é aumentado também na sintese de lipideos. O
macrofago é uma célula de membrana ondulada pela presenca de fibras do citoesqueleto,
que comandam as estruturas dos pseuddpodes em funcBes de locomocdo e fagocitose
(Lewis et al, 1999; Cox et al., 1999). Os tecidos de mamiferos possuem caracteristicas
diferentes em seu microambiente. Por exemplo, o peritdnio tem um alto grau anaerdbico, ja
os alvéolos pulmonares sdo altamente oxigenados e, por isso, aerobicos. Como
consequéncia, ha uma adaptacdo dos macr6fagos em relacdo ao microambiente do tecido
habitado, causando mudancas fenotipicas, mas conservando a sua funcdo fagocitica
(Leeper-Woodford et al., 1999).

Macrdfagos produzem variados tipos de metabolitos secundérios quando ativados
por ligantes de receptor de padrbes de patogenos como, por exemplo, por
lipopolissacarideos (LPS) ou citocinas como TNF-a. Esses metabolitos como o 6xido
nitrico (NO), radical hidroxila (OH"), peréxido de hidrogénio (H,O,), anion superoxido (Oy)
entre outros, sdo localizados em fagolisossomos secundarios junto com enzimas hidroliticas
(Ho et al., 1992; Weinberg et al., 1995; Giorgio et al., 1996; Gantt et al., 2001). Esses
metabolitos sdo altamente toxicos, e a sua producdo se da durante a fagocitose, onde
durante este processo, hd um grande aumento no consumo de oxigénio pelos macréfagos,
em um momento de “burst” respiratorio. Entretanto, os macréfagos também podem
sintetizar NO a partir da L-arginina usando a enzima NO-sintetase induzida (iNOS), um
radical livre com funces microbicidas que reage com o superoxido formando peroxinitrito,
que também é microbicida (Weinberg et al., 1995). Existem microrganismos como a
Leishmania que conseguem evadir destes metabolitos, como por exemplo, a inibicdo da
expressao da enzima iNOS (Linares, et al., 2000; Sacks, 2002 e Mateo et al., 2003).

21



1.6.2 Macrofagos classicamente ativados

Macrdfagos classicamente ativados, também chamados de M1, exibem um fendtipo
tipicamente inflamado, com uma alta producdo de citocinas inflamatorias como IL-12, e
uma baixa producéo de IL-10 (Mantovani et al., 2002). O fenttipo M1 também é conhecido
por sua alta capacidade em apresentar antigenos e pela alta producao de IL-23 (Skeen et al.,
1996; Verreck et al., 2004).

Quando estimulados com IFN-y e LPS ou TNF-a, moléculas da ativacdo classica,
macrofagos tendem a expressar mais receptores de opsoninas, como FcyRllla (CD16)
(Mantovani et al., 2002). Essas células sdo altamente eficientes em matar patégenos
intracelulares, pois possuem mecanismos como a producdo de radicais de nitrogénio e
oxigénio. Essas células secretam citocinas inflamatorias e quimiocinas que configuram o
padrdo de resposta Thl. A exposicdo de macrdéfagos a LPS e IFN-y induz a expressdo de
CCL5, CXCL9, CXCL10 e CXCL11, que possuem receptores em celulas com o padrdo de
resposta Thl (Montovani et al., 1999).

1.6.3 Macrdfagos alternativamente ativados

Stein e colaboradores (1992) identificaram pela primeira vez uma forma alternativa
da ativacdo de macrofagos, propondo que essa populacdo de células seria ativada pelo
estimulo da IL-4. Em estudos posteriores, descobriram que essa nova populagdo poderia
apresentar antigenos para linfécitos T naive, como também poderia polarizar o padrdo de
resposta para um perfil Th2 produtora de altos niveis de IL-4 e, por isso, foram chamados
de macréfagos M2 (Andreson et al., 2002). Esse fenétipo é caracterizado pela alta producéo

de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 (Mantovani et al., 2002).
Dependendo do estimulo alternativo, esse fenétipo de macrofagos pode ser divido

em trés subpopulagdes: M2a que pode ser induzido por IL-4 ou IL-13, M2b que ¢ induzido

por imunocomplexos e agonistas de receptores do tipo Toll (TLRs) ou receptor IL-1R, e
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finalmente o M2c que pode ser induzido tanto por IL-10 quanto por hormonios esteroidais
(Mantovani, Sica e Locati, 2005).

Estudos demonstram que camundongos BALB/c deficientes para o receptor de I1L-4
em macrofagos e neutrofilos, tinham um aumento de sua resposta protetora Thl quando
infectados por L. major. Entretanto, foi observado um efeito contrério quando se estimulava
os receptores de I1L-4 e IL-13 de macrdfagos e neutréfilos, aumentando a susceptibilidade a
infeccdo pela diminuicdo da ativacdo classica e pela supressdo de uma resposta Thl
(Brombacher e et al., 2009).

1.6.4 Macrdfagos e Leishmania

Macrofagos sdo células essenciais na infeccdo por Leishmania, sendo as principais
células infectadas no hospedeiro vertebrado. A interacdo do parasito com os macréfagos é
mediada através de receptores e ligantes da membrana celular. No caso de promastigotas de
Leishmania major, as moléculas de superficie como o lipofosfoglicano (LPG),
protofosfoglicano (PPG) e GP63 sdo necessarios para estabelecer a ligagdo com o receptor
de fibronectina, de manose e os receptores do complemento CR1 e CR3 dos macro6fagos.
No caso das amastigotas, a interacdo é mediada por opsoninas de 1gG que cobrem o

parasito e se ligam em receptores Fc (FcyR) de macréfagos (Liu & Uzonna, 2012).

A ativacdo classica do macrofago é fundamental para o controle da infeccgdo, assim,
o desenvolvimento de uma resposta Thl é marcado pelo aumento das fun¢des microbicidas
do macrofago (Wanasen et al., 2008; Muraille et al., 2014). Estudos demonstram tanto no
modelo in vitro quando in vivo que, macréfagos estimulados com LPS e com IFN-y matam
amastigotas intracelulares de L.major, e que quando a enzima iNOS ¢ inibida com N-imio-
etil-L-ornitina, a eliminacdo do parasito € interrompida (Green et al., 1990; Assreuy et al.,
1994). Adicionalmente, quando macro6fagos infectados por L. major sdo tratados com um
intermediario da formacdo de Oxido nitrico, a N-hidroxil-L-arginina, que por inibir a

enzima arginase, hd um maior controle na proliferagdo do parasito intracelular (Iniesta et al.,
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2001). A N-hidroxil-L-arginina quando testada em lisados de promastigotas de L. major,

demonstrou uma inibi¢cdo completa das arginases do parasito.

Entretanto, existe uma ativacdo alternativa do macréfago para o aporte nutricional
de poliaminas, e essa ativacdo culmina em uma maior sobrevivéncia do parasito. (Wanasen;
Soong, 2008; Muraille et al, 2014). Wanasen e colaboradores (2008) demonstraram que um
transportador de natureza proteica da L. donovani, 0 LAAAP3, teria funcdo de transportar
L-arginina do fagolisossomo para a arginase armazenada no glicossomo das formas

amastigota e promastigota, e que é importante para o crescimento do parasito.

Como estratégia de evasdo da morte por macrofagos via ativacdo classica, a
Leishmania € capaz de modular a resposta imunolégica, inibindo a producédo de IL-12 a
qual é essencial para uma resposta Thl, conhecida por suas fungdes leishmanicidas (Liu e
Uzonna, 2012; Alexander; Bryson, 2005).

Locksley e colaboradores (1987) demonstraram a relevancia da resposta Thl e Th2
através do modelo de infeccdo por L. major. Na maior parte dos casos de uma infeccdo por
L. major, a resposta celular Thl e a produgéo de IFN-y sdo associadas a uma resposta com
funcOes protetoras contra o parasito, enquanto que a resposta Th2 e a producéo de IL-4 sdo
associadas a uma resposta ndo protetora (Kedzierski; Evans, 2014). Sabe-se que muitas das
linhagens murinas como C3H, CBA e C57BL/6 podem desenvolver a infec¢cdo por L. major,
com posterior cura da lesdo, por terem uma propensao em desenvolver uma resposta Thl
com producdo de IFN-y e IL-12, levando a ativacdo classica do macréfago, e que
camundongos da linhagem BALB/c desenvolvem a infec¢do por causa do seu padrdo de
resposta Th2 com citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, as quais sdo ineficientes para a ativacao
classica (Sharma et al., 2009; Kropf et al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

A presenca de NETs em lesdes de pacientes infectados por Leishmania em intimo
contato com células da derme como também o fato das NETs modularem a resposta de
monacitos induzindo sua diferenciacdo para macrofagos M2 que sdo mais permissivos aos
parasitos, justificam o estudo de caracterizacdo das alteracBes fenotipicas e funcionais
induzidas por NETs em macrofagos infectados ou ndo por Leishmania. Este estudo ira
contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos que regulam a ativacdo dessas

células e podera identificar novos alvos terapéuticos.

3. OBJETIVO

O presente trabalho visa avaliar o efeito das NETs sobre a modulacdo da resposta

imunologica na infecgdo por Leishmania em macréfagos infectados in vitro.

3.1. Objetivos especificos

Averiguar a toxicidade das NETs em macr6fagos pelo ensaio de dosagem da
atividade da Lactato Desidrogenase (LDH).

Avaliar o potencial leishmanicida de trés diferentes tipos de macrofagos (THP-1,
linhagem RAW murina e macrofagos derivados de mondcitos de sangue periférico humano)
tratados com NETS, através do ensaio de viabilidade do parasito com o reagente Alamar

blue e através da contagem em camara de Neubauer.

Analisar quais componentes das NETSs apresentam efeito imunomodulatorio.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Comité de ética: Todos os procedimentos experimentais envolvendo células humanas

de individuos saudaveis foram aprovados pelo Comité de Etica do Hospital Universitario
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Clementino Fraga Filho/UFRJ (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). N° de Registro: CAAE
42615015.4.0000.5257. Os protocolos envolvendo animais possuem licenca da comisséo de
ética no uso de animais do Centro de Ciéncias da Saude da UFRJ (CEUA: 2018,Protocolo:
128-15; CONCEA: 01200.001568 / 2013-87).

4.2. Cultivo THP-1: A linhagem monocitica humana THP-1, cultivada em meio RPMI
1640 (LGC®) com 10% de soro fetal bovino (SFB) (LGC®), 0,5% de penicilina e
estreptomicina (Estoque 100x, Sigma) foi mantida até 15% passagem, a 37°C com 5% de
CO.,.

4.3. Cultivo RAW: A linhagem de macrofagos murinos, cultivada em meio RPMI com
10% de soro fetal bovino (SFB) (LGC®), 0,5% de penicilina e estreptomicina (Estoque
100x, Sigma), foi mantida até 152 passagem, a 37°C com 5% de CO,.

4.4. Cultivo de L. amazonensis: promastigotas de L. amazonensis (MHOM/BR/75/Josefa)
foram cultivados a 26°C em meio completo Schneider (Invitrogen) com 10% de SFB,
inativado pelo calor, 0,5% de penicilina e estreptomicina (Estoque 100x) Os parasitos seréo

utilizados na fase estacionaria, a partir do quinto dia em cultura.

4.5. Purificacdo de neutrofilos de sangue humano: Os neutrofilos foram obtidos de
doadores humanos e purificados através de centrifugacdo por gradiente de densidade Ficoll
Histopaque (Sigma-Aldrich) na proporgdo 2:1 respectivamente e centrifugado a 400xg em
temperatura ambiente por 30 minutos. A camada correspondente aos neutrofilos foi
coletada e submetida a lise hipotonica (155 mM NH4CI 10 mM KHCO3 0,1 mM EDTA,
pH 7,4) (Sigma) para remoc¢do das hemaécias. Apds o processamento, 0s neutréfilos foram
lavados em PBS (LGC®) e armazenados em meio RPMI 1640 (LGC®) até o momento de

uso.

4.6. Recrutamento e obtencdo de neutrdfilos peritoneais: Para a obtencdo dos
neutrofilos peritoneais, uma solucdo de caseina (Sigma) a 9% em PBS foi preparada e

autoclavada. Foi injetado 1mL dessa solugdo no peritdnio de camundongos saudaveis
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BALB/c, com 4-8 semanas de vida. Quatro horas ap0ds a injecdo, os camundongos foram
eutanasiados, tiveram o peritonio lavado com 5ml de RPMI 1640 (LGC®) em temperatura
ambiente. Os neutrdfilos foram centrifugados por 10 minutos em 400g a 4°C, e
ressuspendidos em RPMI. Apds esse processo, foi feita uma lamina em citospin a 300g por

5min, para determinar o grau de pureza do lavado.

4.7. Diferencia¢do dos monocitos THP-1 em macrofagos: Os mondcitos THP-1 foram
removidos da garrafa de cultura, centrifugados a 400xg por 5 min a 21°C, e ressuspensos
em 1 mL de RPMI. O ndmero de células foi determinado apo6s coloracdo com Azul de
Trypan e contagem de células vidveis em cAmara de Neubauer. A diferenciagao foi feita em
placa de 24 pocos e cada pogo com 3,5 x 10° mondcitos recebeu 100 nM de PMA (forbol
12-miristato 13-acetato) (Sigma) em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino com 0,5%
de penicilina e estreptomicina em volume final de 500 uL. Apds 48 horas & 37°C com 5%
de CO, o0 meio foi retirado e as culturas incubadas em RPMI com 10% de SFB com 0,5%

de penicilina e estreptomicina (Estoque 100x) como acima por 48 horas para descanso.

4.8. Obtencdo de macrdéfagos humanos: Células mononucleares periféricas (PBMCs)
foram separadas em gradiente de densidade como descrito acima, ressuspensas em meio
Eagle modificado por Dulbecco (Gibco) contendo 10% de soro humano normal (Sigma) e
penicilina-estreptomicina e colocados para aderir em placas de 24 poco a 37°C, 5% CO,.
Apo6s 7-10 dias para diferenciacdo de mondcitos em macrdfagos, as células ndo aderentes
foram removidas e os macréfagos mantidos em condicGes padrdo em DMEM suplementado
com soro humano a 5%. A pureza dos macrofagos foi > 90%, por marca¢do com anticorpos
monoclonais anti-CD3 e anti-CD68 (BD Bioscience), e analise por citometria de fluxo.
Essas células foram cedidas pelo Dr. Dumith Chequer Bou-Habib (Laboratério de
Pesquisas sobre o Timo, Instituto Oswaldo Cruz, RJ).

4.9. Infeccdo de macrdéfagos por Leishmania: Promastigotas de Leishmania foram

adicionados as culturas de macréfagos THP-1 diferenciados, células RAW 264.7 ou

macrofagos derivados de mondcitos humanos na proporcdo de 5 parasitos para cada
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macrofago, em volume final de 500 uL de RPMI com 10% de SFB e 0,5% de penicilina e

estreptomicina (Estoque 100x), e as culturas incubadas a 35°C, com 5% de CO, por 24h.

4.10. Obtengdo de sobrenadante rico em NETs induzidas por L. amazonensis: Os
neutrofilos humanos e murinos foram incubados com promastigotas de L. amazonensis
proporcéao de 10:1 (neutrofilo:parasito) a 35°C com 5% de CO,. Ap0s 4 horas de incubacéo,
0 sobrenadante foi coletado e centrifugado em 400xg por 10 minutos & 21°C. O pellet
formado foi descartado e o sobrenadante foi novamente centrifugado em 2800xg por 10
minutos a 21°C. O sobrenadante da segunda centrifugacédo foi recolhido e distribuido em

pequenas aliquotas que foram armazenadas a -70°C até o seu uso.

4.11. Quantificacdo de NETs nos sobrenadantes: As NETSs liberadas por neutréfilos apos
a interacdo com L. amazonensis, foram quantificadas nos sobrenadantes das culturas
através do kit Picogreen (Invitrogen) para deteccdo de dsDNA conforme as instrucées do
fabricante. A leitura da fluorescéncia foi feita em fluorimetro SpectraMax (Molecular
Devices), com excitacdo de 485 nm e emissdo de 535 nm. O célculo da quantificacéo foi
feito com base em curva padrdo de DNA.

4.12. Ensaios de Citotoxicidade: Macrofagos THP-1 diferenciados, células RAW 264.7 e
macrdfagos derivados de mondcitos e mantidos em meio RPMI e 0,5% de penicilina e
estreptomicina (Estoque 100x) foram incubados com diferentes concentracdes de NET (50;
100; 200 e 500 ng/ml) por 4h a 37°C com 5% de CO,. Para o controle positivo, 0s
macrofagos foram incubados com agua destilada. A citotoxicidade das NETs foi medida
nos sobrenadantes das culturas pelo ensaio colorimétrico de atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH) utilizando o kit da CytoTox® (Promega) de acordo com as

especificacbes do fabricante. A leitura foi feita no espectrofotémetro a 490 nm.

4.13. Tratamento de macrofagos infectados com NETs: Apos realizar a infecgdo por 24h,
0s macrofagos infectados foram lavados com PBS para retirada de parasitos livres e do SFB.
Em seguida, foram adicionadas vérias concentracdes de NETs em volume final de 300 pl e

as culturas foram incubadas por 4h a 35°C com 5% de CO,. Apos isso, foram adicionados
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mais 300 ul de RPMI com 20% de SFB, totalizando o volume final de 600 ul. Apds 24h de
incubacdo, os macréfagos foram lisados com 200 ul SDS 0,01% por 5 min, seguido pela
adicéo de 800 pl de meio Schneider com 10% SFB e 0,5% de gentamicina (Estoque 100x),
e a placa foi incubada por mais 48h a 26°C para crescimento dos parasitos. A viabilidade e
proliferacdo celular foi analisada por contagem de parasitos vivos na cdmara de Neubauer e
pelo ensaio colorimétrico de AlamarBlue (Invitrogen) de acordo com as especificacGes do
fabricante nos sobrenadantes das culturas nas mesmas condicOes citadas anteriormente. A

leitura foi feita no espectrofotdmetro a 530 nm.

4.14. Pré-Tratamento das NETSs: Para a desnaturacdo das proteinas presentes na NET, o
sobrenadante foi fervido a 100°C por 10 minutos e denominado fNET nos graficos. No caso
das NETSs digeridas (dNET), foi adicionado uma unidade de DNAse (Promega) em 500ul

do SBN e posteriormente incubado por 10 minutos na estufa de 35°C.

4.15. Andlise Estatistica: Os dados foram analisados pelo teste Anova, com Fishers LSD,
como pos-teste. Nos graficos com apenas 2 grupos, o teste T foi usado para analise. As
analises foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 5. O valor de p foi considerado

significante quando <0,05.

5. RESULTADOS

Em nossos estudos, primeiro avaliamos se as NETs possuiriam algum efeito toxico
sobre os macréfagos. Para tal, incubamos macréfagos THP-1, RAW e macrofagos
derivados de mondcitos humanos (MDMs) com diferentes concentracBes das NETS e
dosamos a atividade da enzima citoplasmatica lactato desidrogenase (LDH) no
sobrenadante das culturas. Nossos resultados mostram que nenhuma das concentracées (50
a 500 ng/ml, e no caso das MDMs de 50 a 200 ng/ml) de NET, induzida por Leishmania
amazonensis, foi toxica para os macrofagos THP-1, RAW e MDMs (Figura 3).
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Figura 3. Toxicidade das NETs para macrofagos. NETs obtidas por estimulacdo de
neutrofilos com promastigotas de L. amazonensis foram incubadas com macréfagos THP-1,
RAW e MDMs nas concentracfes indicadas nos gréficos, por 4h a 37°C, 5% CO,. A
toxicidade foi avaliada no sobrenadante das culturas pela dosagem da atividade da enzima
lactato desidrogenase. Macrdéfagos lisados com H20 (Ctrl+) foram usados como controle
positivo. Macréfagos incubados somente com meio de cultura RPMI (Ctrl-) foram usados
como controle negativo. Os dados estdo apresentados como unidades arbitrarias (UA)
obtidas por leitura a 490 nm. Os graficos mostram a média +/- erro padréo da média de (A)

2 experimentos em duplicata, (B) 1 experimento e (C) 2 doadores em duplicata.

Tendo em vista que as NETs ndo foram tdxicas para os macréfagos nas
concentracdes testadas, investigamos se elas conseguiriam modular a carga parasitaria de
macrofagos infectados com Leishmania amazonensis. Para tal, infectamos os macr6fagos
na proporcdo de 1:5 (macréfago:parasito) por 24 horas. Ap6s isso, lavamos 0s pocos para
retirar os parasitos que ndo foram fagocitados, e tratamos os macréfagos infectados com
diferentes concentracGes de NETs e incubamos durante 4 horas. Em seguida, adicionamos
10% de soro fetal bovino para inativar as NETSs e incubamos por 24 horas na estufa de 37°C
com 5% de CO,. Apos isso, lisamos os macrofagos e analisamos a sobrevivéncia do

parasito atraves da camara de Neubauer e também pelo ensaio de viabilidade Alamarblue.

Nossos resultados demonstraram que em macrofagos THP-1 as NETs diminuiram a

sobrevivéncia do parasito apenas quando 500 ng/ml das redes foram adicionadas a cultura
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(Figura 4). Observamos que a THP-1 ndo respondeu a concentracdo de 50 ng/ml de NET, e
que h&d um padrdo dose-resposta acentuado a partir da concentracdo de 100 ng/ml,
mostrando que a sobrevivéncia do parasito diminui conforme a concentracdo de NET
aumenta, como por exemplo, na letra B onde a diminuicdo do parasito foi de 1,6 vezes
(Figura 4).
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Figura 4. Efeito das NETs na infeccdo de macréfagos THP-1 por Leishmania.
Macrofagos THP-1 foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 24 h a
35°C, 5% CO,. Em seguida, os parasitos ndo internalizados foram retirados da cultura por
lavagem em PBS. As NETS, nas concentrac@es indicadas no grafico, foram adicionadas e a
cultura foi mantida por 4 h. Apés o tratamento, foi adicionado 10% de soro fetal bovino e
as culturas incubadas a 35°C, 5% CO,. Ap6s 48 h de infeccdo, os macrofagos foram
lisados e meio Schneider completo foi adicionado e as culturas incubadas a 26 °C. Apds 48
h, o nimero de promastigotas vivos foi determinado por contagem em camara de Neubauer.
Resultados mostrados como numero de parasitas/ml (A, B=C) e nimero de parasitas em
relacdo ao controle (C). Dados representam (A) 5 e (B) 4 experimentos independentes, (C)
normalizados em relacdo ao controle ndo tratado (Fold over control) mostrados como

media +/- erro padréo da média.

Para avaliar o efeito das NETs no modelo murino, infectamos macréfagos RAW e
tratamos estas células com NETs produzidas a partir da estimulagdo de neutrofilos
peritoneais com promastigotas de L. amazonensis. Nossos dados mostram que as NETs

murinas também foram eficientes na eliminacdo dos parasitos, uma vez que observamos
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diminuicdo 1,8 vezes na sua sobrevivéncia quando 100 ng/ml de NET foram adicionadas a
cultura de macrofagos infectados (Figura 5A). Entretanto, ndo observamos diferencas entre
as concentracdes utilizadas (100 e 200 ng/ml). As diferencas na sobrevivéncia do parasito

ficam mais evidentes quando normalizamos o controle ndo tratado com NET (Figura 5B).
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Figura 5. Efeito das NETs na infeccdo de macrdfagos murinos por Leishmania.
Macrofagos da linhagem murina RAW foram infectados com promastigotas de L.
amazonensis por 24h a 35°C, 5% CO,. Em seguida, o0s parasitos ndo internalizados foram
removidos por lavagem em PBS, e as NETSs, nas concentragdes indicadas no gréfico, foram
adicionadas e a cultura foi mantida por 4h. Apds o tratamento, foram adicionados 10% de
soro fetal bovino e os macréfagos infectados foram incubados por mais 48 h a 35°C, 5%
CO,. Apobs, os macrofagos foram lisados e meio Schneider completo foi adicionado e a
cultura foi incubada a 26°C. Apds 48 h, o nimero de promastigotas vivos foi determinado
por contagem em camara de Neubauer. Resultados mostrados como (A) numero de
parasitos/ml e (B) normalizados em relagdo ao controle ndo tratado (Fold over control) de

3 experimentos independentes estdo mostrados como média +/- erro padrdo da média.

Observamos um perfil semelhante quando estudamos o efeito das NETs humanas
em macrofagos derivados a partir de mondcitos de sangue periférico humano. As NETS, na
concentracdo de 100 ng/ml, aumentaram a capacidade leishmanicida dos macréfagos

infectados em 2,4 vezes (Figura 6).
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Figura 6. Efeito das NETs na infeccdo de macréfagos derivados de monadcitos humanos
por Leishmania. Macro6fagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por
24 h a 35°C, 5% CO,. Em seguida, os parasitos ndo internalizados foram removidos por
lavagem em PBS. As NETS, nas concentracgdes indicadas no grafico, foram adicionadas e a
cultura foi mantida por 4 h. Apés o tratamento, foi adicionado 10% de soro fetal bovino e
0s macrodfagos infectados foram incubados por mais 24h a 35°C, 5% CO2. Ap6s 48h de
infeccdo, os macréfagos foram lisados e meio Schneider completo foi adicionado e a
cultura foi incubada a 26°C. Apos 48 h, o numero de promastigotas vivos foi determinado
por contagem em camara de Neubauer. Resultados mostrados como (A) numero de
parasitos/ml e (B) normalizados em relagdo ao controle ndo tratado (Fold over control) de

3 doadores estdo mostrados como média +/- erro padrdo da média.

Uma vez identificado esse papel das NETs sobre os macréfagos infectados com os
parasitos, decidimos avaliar quais componentes das NETs participariam desse efeito.
Inicialmente testamos o papel das proteinas associadas as NETs atraveés de sua
desnaturacdo por calor. Em nossos resultados, observamos que NETS cujas proteinas foram
desnaturadas (FNET), embora sem significancia estatistica, apresentaram ter uma tendéncia

a reducgéo da morte do parasito pelo tratamento com as NETs (Figura 7).
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O proximo passo foi testar se a integridade do arcabouco de DNA desempenhava
algum papel no efeio anti-parasito das NETSs. Para isso, as NETs foram pre-digeridas com
DNase (dNET). Nossos resultados demonstraram que este tratamento também inibiu o
efeito anti-parasitario das NETS, evidenciando o papel da estrutura dessas redes no efeito

anti-parasitario (Figura 7).
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Figura 7. Participacdo de componentes das NETs no efeito leishmanicida. Macréfagos
RAW foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 24 h a 35°C, 5% CO,. Em
seguida, os parasitos ndo internalizados foram removidos da cultura por lavagem em PBS.
NETs, fNETs (fervidas) dNETs (clivadas com DNase) (100 ug/ml), foram adicionadas e a
cultura foi mantida por 4 h. Apds o tratamento, foi adicionado 10% de soro fetal bovino e
0s macrofagos infectados foram incubados por mais 24h a 35°C, 5% CO2. Apds 48h de
infeccdo, os macréfagos foram lisados e meio Schneider completo foi adicionado e a
cultura foi incubada a 26°C. Apos 48 h, o numero de promastigotas vivos foi determinado
por contagem em camara de Neubauer. DNase (1 U/pogo) foi, usada como controle do
tratamento das NETSs. Resultados de 2 experimentos independentes feitos em triplicata
estdo mostrados como (A) numero de parasitos/ml. (B) “Fold over control”, media +/-

erro padrdo da média.

A mesma estratégia utilizada nos macréfagos murinos foi empregada nos

macrogagos humanos. Neste caso, as NETs que tiveram as proteinas desnaturadas por calor
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e as NETSs clivadas por DNase nédo resultaram em um aumento da sobrevivéncia do parasito

estatisticamente significante (Figura 8).
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Figura 8. Macrdfagos derivados de mondcitos humanos e tratamento com DNase.
Macrofagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 24h a 35°C, 5%
CO,. Em seguida, os parasitos ndo internalizados foram retirados da cultura por lavagem
em PBS. Os tipos de NETs indicados no gréfico, foram adicionados e a cultura foi mantida
por 4h. Apds o tratamento, foi adicionado 10% de soro fetal bovino e os macrofagos
infectados foram incubados por mais 24h a 35°C, 5% CO,. ApOs 48h de infeccdo, 0s
macrofagos foram lisados e meio Schneider completo foi adicionado e a cultura foi
incubada a 26°C. Ap6s 48h, o nimero de promastigotas vivos foi determinado pelo ensaio
de viabilidade Alamarblue. Resultados de 3 experimentos independentes estdo mostrados
como média +/- erro padrédo da média. (A) nimero de parasitos vivos e (B) quantidade de

parasitos em relacé@o ao controle infectado e ndo tratado com NETS.
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5. DISCUSSAO

As NETs podem expandir em até 15 vezes o seu tamanho se comparado com a
célula que a originou (Brinkmann & Zykhlinsky, 2012), o que aumenta significantemente a
sua area de atuacdo/contato, tanto sobre as células do hospedeiro, quanto as do
microrganismo que a induziu. As NETS, por sua natureza tdxica, podem provocar lesdes no
epitélio pulmonar de pacientes apdés uma transfusdo de sangue, caracterizando uma
complicacdo chamada no inglés de TRALI (lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusao)
(Thomas et al., 2012), e também ja foi evidenciada a citotoxidade das NETs na patogénese
do Lupus, causando danos no tecido da pele e dos rins, também aumentando a inflamacéo
de células dendriticas (Villanueva et al., 2011). Estudos demonstram que histonas das
NETs poderiam estar causando dano no epitélio pulmonar, como também no endotélio
(Saffarzadeh et al., 2012). A interacdo dos neutrofilos com o tecido endotelial é
fundamental para a transmigracdo na diapedese. Gupta e colaboradores (2010)
demonstraram que a interacdo entre neutrofilos e células endoteliais induziu a formacéo de
NETs, e que essas redes provocam a morte celular do endotélio. Esse efeito se deve
parcialmente pela a producdo de IL-8 pelas células endoteliais que foram ativadas por
neutrdfilos. Por isso, em nossos estudos, decidimos investigar se as NETs poderiam ser
toxicas para os macréfagos. Entretanto, observamos que, dentro das 4 horas de incubacéao
que utilizamos em nossos estudos, nenhuma concentracdo de NETSs induzidas por
Leishmania amazonensis, tanto em neutr6filos murinos quanto em neutréfilos humanos foi
toxica para nenhum dos tipos de macréfagos testados. Embora j& tenha sido demonstrado
que a composicdo das NETs pode variar de acordo com o estimulo (Braian, Hogea &
Stendahl, 2013; Khandpur et al., 2013), corroborando com nossos dados, foi mostrado que
NETs induzidas por IL-8 também ndo foram toxicas para macréfagos humanos, além de

inibir a replicacao nessas células do HIV-1 (Mojoli et al., submetido).

O envolvimento de NETs em diferentes processos inflamatoérios ou infecciosos tem
sido bem documentado, cujos efeitos podem ser prejudiciais ou benéficos ao hospedeiro.
Assim, vem sendo sugerido que a producdo abundante de NETs pode estar implicada no

desenvolvimento de doencas autoimunes, cancer, trombose e dano tecidual
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(Papayannopoulos, 2017). Por outro lado, as NETs sdo capazes de controlar o crescimento
e a propagacdo de diversos patdgenos, como bactérias (Brinkmann et al., 2004, Braian et al.,
2013, Halverson et al., 2015), fungos (Urban et al., 2006 e 2009; Silva et al., 2020), virus
(Saitoh et al.,2012, Schonrich & Raftery, 2016) e parasitos (Sousa-Rocha et al., 2015,
Gabriel et al., 2010; Wardini et al., 2019, Sercundes et al.,2016).

Nosso grupo demonstrou previamente que promastigotas de Leishmania e seu
lipofosfoglicano sdo potentes indutores de NETS, e que isso resulta na contencdo e morte
do parasito (Guimaraes-Costa et al., 2009). Também demonstramos que essas redes estdo
presentes e, em interacdo com células dos tecidos infectados como foi evidenciado em
bidpsias de pacientes com leishmaniose cutanea (Morgado et al., 2015). Entretanto, pouco
se sabe sobre quais seriam os efeitos dessas redes sobre os macrofagos infectados por
Leishmania que estdo presentes na lesdo, evidenciando uma lacuna nos conhecimentos

sobre o seu potencial imunomodulatdrio nessa infeccéo.

No presente estudo, testamos o papel das NETs em macrofagos murinos
(RAW264,7), na linhagem de macréfagos humanos (THP-1) e em macréfagos derivados de
mondcitos humanos infectados com a espécie Leishmania amazonensis. As NETs foram
induzidas pela forma promastigota do parasito, tanto em neutréfilos humanos para teste nos
macrofagos humanos, quanto em murinos para o0s testes em células RAW264.7.
Observamos que nos trés tipos diferentes de macrofagos, as NETs diminuiram a carga
parasitaria intracelular de forma dose-dependente, tendo uma diminuigdo na sobrevivéncia
do parasito a partir de 100 ng/ml de NET-DNA. Este efeito poderia ser explicado pela
ativacdo das funcdes leishmanicidas dos macr6fagos por um ou varios componentes das
NETs. Visando elucidar este mecanismo, testamos inicialmente se as proteinas associadas
as NETs desempenhariam algum papel nesse fendmeno. Nossos resultados evidenciaram
que aparentemente houve uma tendéncia na restauracdo da sobrevivéncia dos parasitos
guando tratamos os macrofagos infectados com NETs previamente fervidas para a
desnaturacdo de suas proteinas, evidenciando o seu papel na morte dos parasitos. Entretanto,
ndo observamos relevancia estatistica nesse resultado. As histonas, por exemplo, compdem

cerca de 70% das proteinas associadas as NETs, e em um estudo recente, 0os autores
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identificam que o Receptor de Lectina-2d do tipo-c (Clec2d), presentes na membrana de
endossomas de macrofagos, estaria se ligando aos residuos de histonas complexadas com
DNA, e iniciando uma resposta inflamatoria via TLR9 (Lai et al., 2019). Assim como a
chaperona Hsp72, uma proteina presente em NETs induzidas por Mycobacterium
tuberculosis, foi apontada como responsavel pela ativacdo do perfil inflamatorio de
macrofagos, acarretando no aumento de citocinas pré-inflamatoérias como IL-6, TNF-a, IL-
1B e IL-10 (Braian, Hogea & Stendahl, 2013).

Também a elastase, outra proteina que esta associada as NETs, foi descrita a sua
funcdo de ativar macréfagos através do TLR4, onde a adi¢do desta enzima diminuiu a carga
parasitaria em macrofagos infectados por Leishmania major (Ribeiro-Gomes et al., 2007).
Entretanto, em outro projeto do nosso grupo, identificamos que a interacdo in vitro das
NETs diminui a expressdo dos receptores para IL-4, citocina necessaria para a
diferenciacdo em células dendriticas, as quais sdo fundamentais para uma resposta Thi,
resposta que € conhecida por suas func¢des leishmanicidas. No mesmo estudo, nosso grupo
identificou que a interacdo das NETs com o mondcito promovia a diferenciacdo para um
macrofago com perfil M2, aumentando assim a sobrevivéncia do parasito de Leishmania
(Guimaraes-Costa et al., 2017).

A seqguir verificamos se a integridade do arcabouco de DNA das NETSs participaria
da atividade leishmanicida, pré-tratando as NETs com DNase. Surpreendentemente,
embora esse tratamento tenha abolido o efeito leishmanicida, a adicdo de DNase aos
macrofagos (controle do tratamento) também reverteu a morte dos parasitos ao nivel dos
controles, tanto nos macréfagos murinos quanto nos derivados de mondcitos humanos.

Estes resultados precisam ser mais bem estudados no futuro, com outras fontes de DNase.

5. CONCLUSOES

Nas concentragbes utilizadas em nosso estudo, as NETs ndo apresentaram
citotoxidade para nenhum dos trés tipos de macrofagos testados (RAW264,7, THP-1 e

MDMs) nas concentragdes utilizadas.
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As NETSs sdo capazes de ativar macrofagos murinos e humanos e de controlar a
infeccdo intracelular por Leishmania amazonensis. Os macrofagos da linhagem THP-1
foram mais resistentes a ativacao pelas NETS e, nestas células, apenas observamos menor

sobrevivéncia dos parasitos com 500 ng/ml das redes.

A ativacdo dos macrdfagos infectados depende da integridade do arcabougo de DNA
das NETs (ao menos nas celulas murinas). Mais experimentos serdo necessarios para saber
se 0 mesmo ocorre na ativacdo de macrofagos humanos. Nao observamos diferenca
estatistica sobre o papel dos componentes proteicos associados as redes. Contudo,
precisamos de mais experimentos para confirmar este achado. Nao sabemos, por exemplo,
se 0 aquecimento por 10 minutos foi suficiente para desnaturar todas as proteinas presentes
nas NETs. Podemos também, em paralelo, tratar as NETs com proteases para degradar as
proteinas e, assim, confirmar ou ndo se as proteinas associadas as redes possuem algum

papel na ativacdo dos macréfagos.
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