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RESUMO



Alguns estudos tém demonstrado que os inibidores da protease do VIH modulam
vérias funcbes do sistema imunitario, porém nédo se sabe ainda se estes medicamentos
podem modificar a resposta de defesa contra as leishmanias. Portanto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com os inibidores da protease do VIH
lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre fun¢des dos macr6fagos durante as primeiras
horas de interacdo com as leishménias. Utilizamos macr6fagos peritoneais de
camundongos BALB/c, tratados por 10 dias, por via oral, com lopinavir/ritonavir
(200/50 mg/KQg) e atazanavir (90 mg/Kg), que foram infectados ou ndo in vitro com um
menor (proporcdo 2:1) e um maior numero (proporcéo 10:1) de promastigotas de L. (L.)
amazonensis e que denominamos condi¢des subdtimas e Otimas, respectivamente.
Analisamos o efeito desses medicamentos sobre o indice de infec¢cdo, a capacidade de
aderéncia, a viabilidade dos macrofagos, a viabilidade das leishmanias, a producdo de
moléculas microbicidas, a producdo de citocinas, a expressao de corpusculos lipidicos, e
parte das vias de sinalizacdo intracelular do NF-xB e PPAR-y. O indice de infeccdo e o
namero de macréfagos aderentes foram avaliados por microscopia 6tica, ap6s coloracdo
com Giemsa 10%. O percentual de macrofagos viaveis foi analisado por microscopia de
fluorescéncia, apds coloracdo com laranja de acridina (5 mg/mL). A viabilidade dos
parasitos foi estimada contando-se, em camara de Neubauer, o nUmero de parasitos que
proliferaram a partir das amastigotas recuperadas dos macrofagos infectados. A
producdo de oxido nitrico (NO) e peroxido de hidrogénio (H,O;) foi determinada pelos
métodos de Griess e Pick, respectivamente. A producéo das citocinas IL-18, IL-6, IL-
12p70, TNF-a e IL-10 foi analisada pela técnica de ELISA. A influéncia dos
medicamentos sobre a expressdo dos corpusculos lipidicos foi analisada tanto por
microscopia Otica, apds coloracdo com Oil Red O, quanto por microscopia confocal,
apos coloragdo com Bodipy e as vias do NF-xB e PPAR-y foram investigadas por
microscopia confocal e quantificadas utilizando o software ImageJ. O nimero de células
recuperadas da cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c tratados com LPV/RTV
(p=0,003) e ATV (p=0,003) foi menor do que o numero recuperado dos animais que
foram tratados com salina. O indice de infeccdo dos macréfagos dos camundongos
tratados com LPV/RTV foi maior do que o dos macréfagos dos animais tratados com
salina, tanto quando as células foram incubadas com um menor nimero de parasitos
(p=0,0005) como quando foram incubadas com um maior ndmero de leishmanias
(p=0,004). Em ambos os casos, esse aumento foi ocasionado por uma elevacdo do
percentual de macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis (p<0,05), porém quando a
infeccdo foi feita com um menor nimero de parasitos, também deveu-se a uma elevacao
do nimero médio de L.(L.) amazonensis interiorizada por macréfago (p=0,004).
Diferentemente, o indice de infeccdo dos macrofagos dos camundongos tratados com
ATV somente foi maior do que o dos macréfagos dos animais tratados com salina
quando as células foram incubadas com um menor nimero de leishméanias (p=0,04) e
esse aumento foi ocasionado por uma elevacdo do percentual de células infectadas por
L. (L.) amazonensis (p=0,02). Quando as células foram incubadas com um maior
namero de parasitos, ambos 0s medicamentos ndo influenciaram a viabilidade dos
macrofagos, bem como sua capacidade de aderéncia ao vidro, entretanto tanto o
LPV/RTV quanto o ATV aumentaram a capacidade de aderéncia dos macrofagos que
foram incubados com um menor nimero de leishmanias (p=0,02). Um maior nimero de
parasitos proliferaram a partir dos macrofagos dos animais tratados com LPV/RTV e
ATV em todos os dias analisados, sendo que no terceiro dia de cultivo, foram
recuperadas 45,1% (p=0,001) e 56,4% (p=0,001) mais promastigotas/mL a partir dos
macrofagos dos animais tratados com antiretrovirais do que daqueles provenientes dos
animais tratados com salina. Os antiretrovirais ndo influenciaram a producgéo de H,O;
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pelos macrofagos. Quando os macréfagos foram incubados com um menor ndmero de
parasitos, a infeccdo com pelas leishménias deprimiu a producdo do NO (p=0,054),
entretanto o tratamento com LPV/RTV (p=0,03) aumentou a producédo desse reativo de
nitrogénio pelos macrofagos incubados com leishméanias em relagdo aos macréfagos dos
animais que foram tratados com salina. Ambos os medicamentos nédo interferiram na
producdo de IL-23, IL-6 e na expressdo dos corplsculos lipidicos pelos macréfagos
incubados ou ndo com as leishmanias. A infec¢do dos macréfagos pela incubagdo com
um maior nimero de parasitos deprimiu a producdo de IL-12p70 pelos macréfagos dos
camundongos tratados com ATV (p=0,058). A incubacdo dos macr6fagos com um
maior nimero de parasitos acarretou uma diminuicdo da producdo do TNF-o pelos
macréfagos dos camundongos tratados com salina (p=0,047). O tratamento com ATV
deprimiu a producdo de TNF-o pelos macréfagos (p<0,0001), entretanto houve um
aumento da producgdo do TNF-a apos incubagdo in vitro com as leishmanias (p=0,025),
porém, sem ultrapassar 0s niveis maximos observados nos animais ndo tratados. Ambos
os tratamentos reduziram a producéo de IL-10 pelas células que foram incubadas apenas
com o meio de cultura (p=0,01), e essa producdo se manteve baixa mesmo quando 0s
macrofagos foram incubados com um maior nimero de leishmanias. O tratamento com
0 ATV estimulou a translocacdo do NF-xB p65 do citoplasma para os nucleos dos
macrofagos incubados apenas com o0 meio de cultura e favoreceu a translocacdo mais
precoce desse fator de transcricdo para os nucleos dos macrdéfagos incubados com um
menor nimero de parasitos. A infeccdo com um maior nimero de leishméanias diminuiu
a translocacdo do NF-«xB RelB do citoplasma para os ndcleos dos macréfagos nos
animais tratados com o LPV/RTV (p=0,0001) e ainda a expressdo citoplasmatica do
NF-kB RelB nos animais tratados com o atazanavir (p=0,0003). A infeccdo dos
macrofagos com uma maior numero de leishménias aumentou a expressao
citoplasmatica do PPAR-y nos animais tratados com ATV (p=0,02), sem modificar a
translocacdo do PPAR-y do citoplasma para os nucleos dos macrofagos. Os nossos
resultados mostraram que os inibidores da protease do VIH influenciaram diversos
mecanismos de defesa inato que sdo importantes para a imunidade e imunopatogenia
das leishmanioses. Embora esses medicamentos sejam altamente efetivos para controlar
a replicacdo do Virus da Imunodeficiéncia Humana, € possivel que essas drogas possam
influenciar o curso clinico das leishmanioses nos individuos coinfectados pelo VIH e
Leishmania.
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ABSTRACT



Some studies have shown that HIV protease inhibitors modulate many functions of
the immune system, but it is unknown whether these drugs may influence the defense
response against Leishmania. Therefore, the aim of this research was to evaluate the
influence of the treatment with the HIV protease inhibitors lopinavir/ritonavir and
atazanavir on macrophage functions during its first interaction with Leishmania. We
used peritoneal macrophages from BALB/c mice treated orally, for 10 days, with
lopinavir/ritonavir (200/50 mg / kg) and atazanavir (90 mg/kg ), which were infected or
not in vitro with a low (2:1) or high (10:1) amount of promastigotes of L. ( L. )
amazonensis. We analyzed the effect of these drugs on infection index, viability of
macrophages, adhesion capacity, viability of Leishmania, production of microbicidal
molecules and cytokines production, expression of lipid bodies and NFxB and PPAR-y
intracellular signaling pathways. The infection index and the number of adherent
macrophages were evaluated by light microscopy after staining with 10% Giemsa
solution. The percentage of viable macrophages were assessed by fluorescence
microscopy after staining with acridine orange (5 mg/mL). The viability of the parasites
was determined by counting the number of parasites that proliferated in culture after
recovered from infected macrophages using a Neubauer chamber. The production of
nitric oxide (NO) and hydrogen peroxide (H,O,) was determined by Griess and Pick
methods, respectively. The production of IL-1f , IL-6 , IL-12p70, TNF-a and 1L-10 was
assessed by ELISA. The influence of the drugs on the NF-kB and PPAR-y signaling
pathways was investigated by confocal microscopy, whereas the expression of lipid
bodies was studied by optical microscopy, after staining with Oil Red, and by confocal
microscopy, after staining with Bodipy. The number of cells recovered from peritoneal
cavity of LPV/RTV treated-BALB/c mice (p=0.003) and ATV-treated-BALB/c mice
(p=0.003) was lower than the number recovered from animals treated with saline. The
infection index of macrophages from LPV/RTV-treated animals was higher than that of
macrophages from saline-treated animals, both when cells were incubated with a low
amount of parasites (p=0.0005) as when they were incubated with a high amount of
Leishmania (p=0.004). In both cases, this elevation was due to an increase in the
percentage of macrophages infected by L. (L.) amazonensis (p<0.05), but when
infection was performed with a low amount of parasites, was also due to the increase in
the average number of L. (L.) amazonensis by macrophage (p=0.004). Differently, the
infection index of macrophages from ATV-treated mice was only higher than that of
macrophages from animals treated with saline when cells were incubated with a high
amount of Leishmania (p=0.04), and this elevation was due to the increase of the
percentage of macrophages infected by L. (L.) amazonensis (p=0.02). When cells were
incubated with a high amount of parasites, no treatment influenced the viability of
macrophages as well as their abilities to adhere to glass slides, however LPV/RTV and
ATV increased adhesion capacity of macrophages when they were incubated with a low
amount of parasites (p=0.02). An increased number of Leishmania proliferated after
recovered from macrophages of mice treated with antiretrovirals, and on third day in
culture, 45.1% (p=0.001) and 56.4% (p=0.001) more promastigotes/mL were recovered
from macrophages of LPV/RTV- and ATV- treated mice than from saline-treated mice.
Both drugs did not influence H,O, production by macrophages. Leishmania infection
decreased NO production by macrophages treated with saline (p=0.054), however, when
macrophages were incubated with a low amount of parasites, the NO production by
macrophages from LPV/RTV-treated mice (p=0.03) was higher than the NO production
by macrophages from saline-treated mice. Both drugs did not influence the production
of IL-23, IL-6 and the expression of lipid bodies by macrophages incubated with or
without Leishmania. The infection of macrophages with a high amount of parasites
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decreased the IL- 12p70 production by macrophages from ATV-treated mice (P=0.058).
The infection of macrophages with a high amount of parasites decreased TNF-a
production by macrophages from saline-treated mice (P=0.047). The ATV treatment
decreased the production of TNF-o by macrophages (p<0.0001), however, there was an
increased production of TNF-a after incubation in vitro with a high amount of
Leishmania (p=0.025), however, without exceeding the TNF-a levels observed in
macrophages from untreated animals. Both treatments reduced the production of IL-10
when cells were incubated only with culture medium (p=0.01) that remained low even
when macrophages were incubated with a high amount of Leishmania. The treatment
with ATV stimulated NF-xB p65 nuclear translocation when macrophages were
incubated in medium and favored an earlier nuclear translocation of this transcription
factor when macrophages were incubated with a low amount of parasites. Infection with
a high amount of parasites decreased the nuclear translocation of NF-x RelB B in
macrophages recovered from LPV/RTV-treated animals (p=0.0001) and also the
cytoplasmic expression of NF-xB RelB when macrophages were recovered from
atazanavir-treated animals (p=0.0003). Infection of macrophages with a high amount of
Leishmania increased cytoplasmic expression of PPAR-y when macrophages were
derived from ATV treated-mice (p=0.02), without changing the cytoplasm-to-nucleus
PPAR-y translocation in macrophages. Our results showed that HIV protease inhibitors
were able to influence the innate defense mechanisms, which are important for
immunity and immunopathogenesis of leishmaniasis. Although these drugs are highly
effective in controlling the HIV replication, it is possible that they may influence the
clinical course of leishmaniasis in individuals HIV and Leishmania coinfected.
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INTRODUCAO



1.1 A infeccéo pelas leishménias

As leishmanioses estdo entre as doencgas tropicais mais negligenciadas do mundo.
Existem mais de 12 milhdes de pessoas infectadas, surgem 2 milhdes de novos casos a
cada ano e 350 milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a doenca. S&o endémicas
em 88 paises do mundo, porém mais de 90% dos casos mundiais de leishmaniose
tegumentar e visceral foram relatados na india, Brasil, Nepal, Suddo, Bangladesh,
Bolivia, Peru, Afeganistdo, Ird, Arébia Saudita e Siria (WHO, 2013).

No Brasil, de 2000 a 2008, foram registrados 238.749 casos de leishmaniose
tegumentar, com média anual de 26.528 novos casos. No entanto, observou-se uma
reducdo de 41% dos casos em 2008, quando comparado a 2000. As regides Norte e
Nordeste vém contribuindo, ao longo dos anos, com os maiores percentuais de casos do
pais, de modo que, do total confirmado no periodo de 2000 a 2008, 39,4%
(94.169/238.749) ocorreram na regido Norte; 31,7% (75.657/238.749), na regido
Nordeste; 15,9% (37.853/238.749), na regido Centro-Oeste; 9,6% (22.903/238.749), no
Sudeste; e 2,6% (6.161/238.749), na regido Sul. No caso da leishmaniose visceral, em
2008 foram registrados 3.852 casos em 20 unidades federadas de 4 regides do Brasil,
sendo que 0 maior nUmero de casos ocorreu na regido Nordeste. Apesar disso, ao se
analisar a série histdrica observou-se uma reducéo dos casos nesta regido, que passou de
83% (4.029/4.858) do total de casos confirmados em 2000, para 45% (1.739/3.852) em
2008. Essa doenca vem se expandindo, de forma gradativa, para as regides Norte,
Sudeste e Centro-Oeste, que passaram de 17% (829/4.858) do total de casos em 2000,
para 48% (1.863/3.852) em 2008 (SVS/MS, 2010).

Essas doencas sdo ocasionadas por protozoarios do género Leishmania, que
penetram no organismo do homem quando flebotomineos infectados inoculam
promastigotas metaciclicas na pele durante o repasto sanguineo. Na derme, as
promastigotas sdo fagocitadas pelos macrofagos e, dentro dessas células se transformam
em amastigotas que se multiplicam causando doenca. Os parasitos podem ficar na pele,
causando a leishmaniose cutanea, porém podem também ser encontrados na mucosa
oronasal ou em 6rgdos como medula 6ssea, baco, figado e linfonodos ocasionando,
respectivamente, a leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose visceral (Chappuis et
al., 2007). Nas formas cutdnea e mucocutanea observam-se lesdes ulceradas, verrucosas
ou nodulares que podem ser graves e desfigurantes e na forma visceral ocorre febre,
anemia, hepatoesplenomegalia e caquexia, que acarreta o 6bito na auséncia de

diagndstico e tratamento (Chappuis et al., 2007).



1.2. Aspectos imunoldgicos das leishmanioses

As principais células hospedeiras das leishméanias sdo os macrofagos, células do
sistema imunitério inato que fagocitam microrganismos invasores. O reconhecimento
dos patdgenos por essas células ocorre por meio de receptores para padrées moleculares
de patdgenos (PAMP), que reconhecem diretamente 0s antigenos expressos na
superficie dos microorganismos, ou por meio dos receptores para opsoninas, que
reconhecem moléculas do hospedeiro que se depositaram na superficie dos pat6genos
(Underhill & Aderem 1999, Underhill & Ozinsky 2002). Ap6s o reconhecimento, o
microrganismo € interiorizado em um vacuolo denominado fagossoma. Entdo, o
lisossoma, contendo as enzimas digestivas, funde-se com o fagossoma, formando o
fagolisossoma, criando um ambiente &cido, rico em peptideos microbicidas e enzimas
hidroliticas, além de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que promovem a morte
do microorganismo invasor (Slauch, 2011).

As leishmanias escapam facilmente da destruicdo pelos macréfagos, pois as
promastigotas metaciclicas inoculadas na pele pelo inseto vetor, séo interiorizadas,
principalmente, por meio dos receptores para 0 complemento 3 (CR3), e esta via de
entrada ndo dispara 0s mecanismos microbicidas dos macrofagos (Liu & Uzzona,
2012). Além disso, apds a interiorizagdo nos macréfagos, o lipofosfoglicano (LPG)
presente na membrana das promastigotas retarda a fusdo fagolisossomal, o que propicia
que ocorra a diferenciacdo para amastigotas, que sdo resistentes a degradacdo no
ambiente acido dos fagolisossomas (Olivier et al., 2005). Uma vez que o fagolisossoma
é formado, as leishmanias impedem a geracdo de radicais de oxigénio pelos macrofagos,
pois blogueiam a reunido do complexo enzimatico NADPH oxidase na membrana
fagolisossomal (Moradin & Desconteaux, 2012). Por outro lado, quando radicais livres
sdo gerados, as leishmanias secretam as peroxidoxinas (LcPxnl e 2) e superdxido
dismutase, que neutralizam as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio liberadas no
fagolisossoma (Olivier et al., 2005).

Tem sido descrito que uma glicoproteina presente na membrana do parasito
denominada gp63 seja capaz de inibir a lise dos parasitos no fagolisossoma, pois
lipossomas contendo proteinas envolvidas por gp63 foram protegidas da degradacao
fagolisossomal pelos macréfagos (Chaudhuri et al., 1989). Ocorre aumento da sobrevida
das leishménias também pelo fato dos macrofagos infectados produzirem TGF-f3 e IL-
10, que sdo citocinas capazes de inibir ou desativar as fungGes microbicidas desses

fagocitos (Olivier et al., 2005). Portanto, a consequéncia da supressdo dos diversos
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mecanismos microbicidas dos macréfagos pelas leishménias é a proliferacdo abundante
do parasito nessas células.

Modelos murinos tém demonstrado que a capacidade de controlar a multiplicacao
parasitaria esta relacionada com a subpopulacdo linfocitaria ativada durante a infeccéo.
Camundongos resistentes a L. (L.) major (C57BL/6, C3H e CBA) desenvolvem lesdes
cuténeas localizadas, que cicatrizam devido a ativagdo de linfocitos T CD4+ auxiliares
tipo 1 (Tal), que produzem altos niveis de IFN-y e TNF-co.. Essas citocinas estimulam os
macréfagos infectados a expressarem sintase do 6xido nitrico (iNOS), uma enzima que
cataboliza a L-arginina para gerar 6xido nitrico (NO), um metabdlito toxico para as
amastigotas intracelulares (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009).

Diferentemente, camundongos suscetiveis a L. (L.) major (BALB/c), desenvolvem-
se lesbes graves, com disseminacdo parasitaria para as visceras, devido a ativacdo de
linfocitos T CD4+ auxiliares tipo 2 (Ta2), que produzem IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e
TGF-B. Essas citocinas estimulam a multiplicacdo parasitaria, pois suprimem o
desenvolvimento da resposta Tal, inibem a funcdo macrofagica (Reis et al., 2006;
Roberts, 2006; Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009) e induzem o0s macréfagos
infectados a expressarem arginase, uma enzima que cataboliza a L-arginina para gerar
poliaminas, que servem como fonte de nutrientes para os parasitos (Wanasen & Soong,
2008).

Nos seres humanos com leishmaniose tegumentar, embora ainda controverso em
relacdo as varias espécies de leishmania, para algumas espécies a evolucdo da infecgédo
parece estar relacionada com o grau de expansao dos linfocitos Tal e Ta2 (Reis et al.,
2006; Sharma & Singh, 2009). Na leishmaniose cuténea localizada (LCL), determinada
pela L. (V.) braziliensis e L. (L.) major, que tende a cura espontanea e apresenta boa
resposta ao tratamento, ha um predominio da resposta Tal com producdo de IFN-y, IL-
12 e TNF-a (Reis et al., 2006; Sharma & Singh, 2009, Carvalho et al., 2012).
Diferentemente, em pacientes com a forma cutanea difusa (LD), que pode ser causada
pela L. (L.) amazonensis, L.(L.) mexicana e L. (L.) aethiopica (Barral, 2009), observa-se
uma resposta Ta2 acentuada com producdo de IL-4 e baixa produgéo de IFN-y e de IL-2
(Reis et al., 2006; Sharma & Singh, 2009, Carvalho et al., 2012), altos niveis de IL-10 e
baixa expressdo de INOS nas lesbes (Barral, 2009, Carvalho et al., 2012). Ja& na
leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM), ha intensa resposta Tal, com altos niveis de

citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IFN-y, 0 que acarreta grave destruicdo tecidual



(Bacellar et al., 2002). Essa resposta é fracamente regulada pela IL-10 e o0 TGF-$, que
sdo citocinas supressoras das fungdes dos linfocitos e dos macréfagos, fazendo com que
uma resposta Tal, considerada protetora contra as leishmanias, seja patogénica
(Bacellar et al., 2002). Ao contrario dos individuos que desenvolvem as formas clinicas
LCL e LCM, aqueles com infec¢do subclinica por L. (V.) braziliensis, detectada por
meio do teste de Montenegro, produzem baixa quantidade de IFN-y e TNF-a, s@o
capazes de matar as leishmanias e ndo desenvolvem doenca (Follador et al., 2002).
Diferentemente, na leishmaniose visceral ndo parece ocorrer polarizacdo da
resposta T auxiliar, ja que os individuos portadores de leishmaniose visceral ativa
produzem altos niveis de citocinas tanto Tal quanto Ta2 (Goto & Prianti, 2009; Kumar
& Nylén, 2012). Entretanto, esses individuos apresentam deficiéncia da imunidade
celular, demonstrada pela ndo responsividade ao teste de Montenegro (Sharma & Singh,
2009; Nylen & Akkufo, 2009) e ainda apresentam baixa resposta proliferativa de células
mononucleares do sangue periférico e reduzida producdo de IFN-y e de IL-12 apds
estimulacdo com antigenos de Leishmania, sendo que esses parametros sao restaurados
quando a cura é alcancada (Sharma & Singh, 2009; Goto & Prianti, 2009; Kumar &
Nyléen, 2012). Foi sugerido que a IL-10 colabora para a baixa resposta proliferativa
apresentada pelos portadores de leishmaniose visceral, ja que o tratamento das células
mononucleares do sangue periférico desses individuos com anticorpo anti-1L-10
restaurou a capacidade proliferativa de suas células (Sharma & Singh, 2009). Além
disso, como foi demonstrado que L. (L.) chagasi converte TGF-f latente para sua forma
ativa (Grantt et al., 2003), foi sugerido que a sobrevivéncia dos parasitos nos individuos
com leishmaniose visceral também possa ser favorecida por essa citocina, que € uma

potente inibidora das fungdes microbicidas dos macrofagos.

1.3. O papel da sinalizacdo mediada pelo NF-kB na infeccdo pela leishmanias

Nas células do sistema imunitario, o NF-xB regula positivamente uma ampla
variedade de genes envolvidos na resposta antimicrobiana. Essa proteina é um fator de
transcricdo que é composto por duas subunidades relacionadas oriundas de uma familia
conhecida como ativadores transcricionais da familia Rel (McKay & Cidlowski,1999).
Nos mamiferos foram identificados cinco membros da familia Rel que sdo conhecidos
como p65, RelB, c-Rel, p50 e p52, que formam homo ou heterodimeros entre si para

originar distintos fatores de transcricdo com especificidades por diferentes sequéncias



do DNA (Ghosn et al., 2008). Na forma inativa, 0 NF-kB encontra-se sequestrado no
citoplasma devido a sua ligacdo ao inibidor kapa B (1xB) (Ghosn et al., 2008). Quando
estimulos extracelulares, tais como TNF-a, proteinas virais, LPS ou um estressor
oxidativo ativam a via do NF-xB, o IkB é removido por meio da degradacdo pelo
proteassoma (McKay & Cidlowski, 1999). Isso permite a translocacdo do NF-kB para o
nacleo das células para estimular a transcricdo de genes que medeiam a resposta
antimicrobiana, incluindo citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e
TNF-o, moléculas de adesdo, proteinas de fase aguda, moléculas anti-apoptéticas e
imunorreceptores (McKay & Cidlowski, 1999). O NF-kB também pode funcionar como
um regulador negativo da inflamacéo, pois Calegari-Silva et al. (2009) observaram que
a ativacdo do complexo p50/p50 pela infeccdo de células RAW 264.7 com L. (L.)
amazonensis levou a uma diminuicdo da expressdo da sintase do 6xido nitrico (iNOS)
pelos macréfagos. Além disso, Martucci et al. (2007) também verificaram que a
subunidade RelB é necessaria para a reducdo da producéo de IL-1p, IL-6, IL-12 e NO
pelos macréfagos e IL-2 e IFN-y por esplendcitos de camundongos C57BL/6 ap0s
tratamento com morfina.

Como a via do NF-xB participa da ativacdo de moléculas com agdo microbicida
para as leishmanias, esses parasitos desenvolveram a capacidade de modular a via do
NF-kB para sobreviver dentro dos macrofagos. Ghosn et al. (2002) observaram que a
infeccdo de macrofagos de camundongos BALB/c com L. (L.) donovani inibiu a
translocacdo de p65 do citoplasma para o ndcleo dos macréfagos, o que levou a uma
diminuicdo da producdo de éxido nitrico e sobrevivéncia aumentada dos parasitos.
Além disso, Calegari-Silva et al. (2009) tambem verificaram que a infeccdo de células
RAW 264.7 tratadas com LPS com L. (L.) amazonensis ocasionou um aumento da
ativacdo do homodimero p50/p50 que levou a uma diminuicdo da expressdo da sintase
do oxido nitrico (iNOS), a enzima responsavel pela geracdo do éxido nitrico, que
destroi as amastigotas intracelulares (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009). Além disso,
Guizani-Tabbane et al. (2004) demonstraram que a infeccdo de mondcitos humanos
com L. (L.) donovani acarretou uma inibicdo da translocacdo do citoplasma para o
nicleo do complexo NF-xB p65/p50 e estimulou a translocacdo do citoplasma para o
nucleo do complexo NF-kB p50/c-Rel, que determinou um aumento da producédo de IL-
10, que é uma citocina que suprime a producdo de IL-12 e TNF-a pelos macréfagos

(Kane & Mosser, 2001) e estimula o desenvolvimento dos linfécitos Ta2 (Liu et al.,
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1998), que inibem producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos infectados, favorecendo
assim a sobrevivéncia dos parasitos (Wanasen & Soong, 2008).

1.4. O papel da sinalizagdo mediada pelo PPAR-y na infeccéo pela leishmanias

Outra via de sinalizagdo intracelular que regula as fungdes das células do sistema
imunitério é a do PPAR-y, que é um fator de transcrigdo ativado por ligantes, tais como
0s acidos graxos, eicosandides e drogas anti-diabéticas conhecidas como glitazonas
(Delerive et al., 2001). Seu papel é antagdnico ao do NF-kB, inibindo a expressao de
citocinas pré-inflamatorias tais como IL-1f3, IL-6, TNF-a, além da sintase do Oxido
nitrico, metaloprotease-9 e receptores de limpeza tipo A pelas células do sistema
monocitico/macrofagico (Delerive et al., 2001). Além disso, a ativacdo da via do PPAR-
y também estimula a geracdo de macrofagos alternativamente ativados, que produzem
citocinas anti-inflamatorias, tais como a IL-10 e o TGF-B, que inibem a resposta Tal
(Bouhlel et al., 2007).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a ativacdo da via do PPAR-y aumenta a
capacidade das leishméanias sobreviverem dentro dos macrofagos. Pinheiro (2007)
verificou que o numero de parasitos nos macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c, infectados pela L. (L.) major, tratados com o agonista do PPAR-y ciglitazona,
foi maior do que nos macrofagos tratados com o antagonista do PPAR-y GW 9662. 1sso
foi devido a uma producdo aumentada das moléculas anti-inflamatérias TGF-p3 e PGE;
pelos macrofagos tratados com ciglitazona e das moléculas pro-inflamatorias TNF-a e
oxido nitrico pelos macrofagos tratados com GW9662. Gallardo-Soler et al. (2008)
também observaram que o tratamento de macrofagos derivados de medula éssea com os
agonistas do PPAR-y GW7845 and GWO0742 acarretou um aumento do crescimento
intracelular de L.(L.) major devido ao aumento da ativacdo de arginase | induzido pelos
agonistas do PPAR-y. Além disso, Adapala & Chan (2008) verificaram que
camundongos BALB/c e C3H/He infectados por L. (L.) donovani tratados com
curcumina, apresentaram um aumento na expressdo do RNA, do PPAR-y no figado e
no baco, que favoreceu um aumento da carga parasitaria nesses 6rgaos em virtude de
uma diminuicdo na expressdo do RNAn, das moléculas pro-inflamatérias INF-y, TNF-a

e INOS e uma elevacdo na expressdo do RNAn, da molécula anti-inflamatéria I1L-10.



1.5. Os corpusculos lipidicos na leishmaniose

Os corpusculos lipidicos sdo pequenas vesiculas citoplasmaticas, constituidas por
um cerne de lipidios neutros envolvidos por uma monocamada de fosfolipideos, que
servem como locais para a sintese de prostaglandinas e leucotrienos (Melo et al., 2011).
Essas moléculas influenciam de maneira antagdnica a resposta dos macrofagos contra as
leishméanias. Lonardoni et al. (1994) verificaram que as prostaglandinas favoreceram a
sobrevivéncia das leishmanias, pois observaram que o tratamento com indometacina,
um inibidor da sintese de prostaglandinas, reduziu o indice de infeccdo dos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados por L. (L.) amazonensis. Ja, Serezani et
al. (2006) demonstraram que o tratamento com leucotrieno B4 de macrdfagos
peritoneais oriundos de camundongos BALB/c reduziu o indice de infecgdo por L. (L.)
amazonensis, que foi devido ao aumento da expressdo da sintase do Oxido nitrico
(INOS) e da produgdo de oOxido nitrico pelos macrofagos. Diferentes estimulos
promovem o0 acumulo dos corplsculos lipidicos nos fagécitos, entretanto nos
macrofagos pode ser disparada por acidos graxos insaturados, PAF, MCP-1, LPS,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium leprae, Mycobacterium tuberculosis e virus
Dengue (Melo et al., 2011). Recentemente, foi observado que houve acimulo de
corpusculos lipidicos em células dendriticas provenientes de camundongos C57BL/6
que foram infectadas in vitro por L. (L.) amazonensis (Lecoeur et al., 2013), entretanto,
ainda ndo se sabe se a infeccdo pelas leishméanias é capaz de estimular o acimulo dos

dessas vesiculas nos macréfagos.

1.6. A coinfeccéo pelo VIH e Leishmania

As leishmanias sdo consideradas microrganismos oportunistas para os individuos
que estdo imunossuprimidos, entre 0s quais encontram-se os infectados pelo VIH.
Vaérios casos de coinfecgdo entre o VIH e a Leishmania ocorreram na Europa, sendo que
a maior parte foi registrada na Espanha, Portugal, Franca e Italia, paises em que ha uma
ampla sobreposicdo geografica entre as areas de infeccdo pelo VIH e de transmissdo da
Leishmania (Desjeux et al., 2003). Nestes paises foi estimado que 1,5 a 9% dos
individuos com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) desenvolverao
leishmaniose visceral, como resultado de uma nova infeccdo ou de reativacdo de uma
infeccdo latente (Cruz et al., 2006). J& no continente americano, a maioria dos casos
ocorreu no Brasil (Rabello et al., 2003), um pais que registrou 544.846 casos de SIDA

até junho de 2009 (Rezende et al., 2010). Na Africa e na Asia, 0 nimero de casos de
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coinfeccdo entre o VIH e a Leishmania vem aumentando devido a migracéo
populacional, guerras, pobreza, fome e resisténcia aos antimoniais (Paredes et al., 2003;
Alvar et al., 2008). Entretanto, é possivel que o real impacto da coinfeccdo entre o VIH
e a Leishmania seja subestimado devido a problemas relacionados ao sistema de
vigilancia e de notificagdo dos casos.

Embora a gravidade de varias doencas infecciosas seja agravada pela coinfeccdo
com o VIH, os individuos VIH positivos infectados pelas leishménias geralmente
apresentam o0s sinais classicos de leishmaniose observados nos individuos
imunocompetentes (Paredes et al., 2003; Cruz et al., 2006; Alvar et al., 2008). Na
Europa, 94% dos individuos coinfectados apresentam a forma visceral e apenas 4%
apresentam a forma cutanea (Alvar et al., 2008). Na Africa e na india, grande parte dos
individuos coinfectados apresenta a forma visceral, mas faltam dados exatos para estas
regides (Alvar et al., 2008). J& no Brasil, 43%, 37% e 20% dos coinfectados apresentam,
respectivamente, as formas mucocutanea, visceral e cutédnea (Alvar et al., 2008).
Entretanto, a deficiéncia imunoldgica determinada pelo VIH pode promover a
disseminacdo parasitaria para qualquer 6rgdo, fazendo com que os coinfectados possam
apresentar sinais clinicos bastante variados e de dificil diferenciacdo em relacéo a outras
patologias (Rosenthal et al., 2000; Cruz et al., 2006; Alvar et al., 2008).

Além disso, tem sido observado que esses individuos apresentam uma resposta
menos eficiente ao tratamento anti-Leishmania do que os individuos imunocompetentes
(Alvar et al., 2008). Foi observado que somente 60% dos VIH positivos que
desenvolveram leishmaniose visceral apresentaram resposta clinica ou parasitologica ao
tratamento com anfotericina B ou com antimoniais (Paredes et al., 2003). A recorréncia
é um problema frequente (Alvar et al., 2008), ocorrendo em 27% dos individuos ap6s 0s
6 primeiros meses e em 60% dos individuos apds 12 meses do término do tratamento
anti-Leishmania (Cruz et al., 2006). A taxa de mortalidade por leishmaniose também é
mais elevada nos coinfectados pelo VIH e Leishmania do que nos individuos
imunocompetentes (Paredes et al., 2003; Cruz et al., 2006). Em um estudo conduzido
com portadores de leishmaniose visceral, infectados ou ndo pelo VIH, foi demonstrado
que ap6s um ano do término do tratamento anti-Leishmania, 53,7% dos individuos
haviam morrido no grupo VIH positivo, enquanto que apenas 7,5%, no grupo VIH
negativo (Alvar et al., 2008).



1.7. Aspectos imunoldgicos da coinfecgdo pelo VIH e Leishmania

Tanto as leishmanias quanto o VIH infectam os macrofagos e a presenca simultanea
desses microrganismos na mesma célula hospedeira exerce efeitos sinérgicos que
favorecem a multiplicagcdo tanto das leishmanias quanto do VIH. A infeccdo dos
macrdfagos pelo VIH leva a um aumento da interiorizacdo das leishménias por essas
células. Wolday et al. (1998) observaram que o percentual de macrdéfagos parasitados
por L. (L.) donovani foi maior (34,5%) quando as células foram infectadas pelo VIH-1
do que nas culturas que ndo haviam sido expostas ao virus (5,5%). Similarmente, Zhao
et al. (2006) verificaram que o percentual de células infectadas por L. (L.) infantum foi
maior (10-20%) quando macrofagos derivados de mondcitos humanos foram infectados
pelo VIH-1 do que nas células que ndo haviam sido expostas ao virus (5%).
Recentemente, Lodge et al. (2012) demonstraram que essa elevada capacidade dos
macrofagos infectados pelo VIH para interiorizarem as leishméanias deveu-se ao fato do
VIH aumentar a expressdo dos receptores de limpeza CD91/LRP-1 na superficie dos
macrofagos, que reconhecem as moléculas fosfatidilserina expressas na superficie dos
parasitos.

Por outro lado, a infeccdo pelas leishmanias estimula a replicacdo do VIH nos
macrofagos. Zhao et al. (2004) observaram que macréfagos derivados de mondcitos
humanos infectados com L. (L.) infantum aumentaram a expressdo génica do VIH-1.
Esse aumento foi ocasionado pela producdo de TNF-a e IL-1a, pois a incubacdo dos
macrofagos infectados com anticorpos anti-TNF-a. e anti-I1L-1a ocasionou uma reducao
na expressdo de p24 para valores que foram comparaveis aos das células infectadas pelo
virus isoladamente. Similarmente, Bernier et al. (1995) verificaram que linhagens de
células monocitoides latentemente infectadas pelo VIH-1 apresentaram um aumento da
expressdo génica do VIH-1 quando foram incubadas com L. (L.) donovani, assim como
com seu componente de membrana lipofosfoglicano. Essa elevacdo também deveu-se a
producéo do TNF-a, pois a incubacdo das células com lipofosfoglicano mais anticorpos
anti-TNF-o diminuiu a atividade da transcriptase reversa para valores inferiores aos das
células que haviam sido incubadas apenas com lipofosfoglicano.

Além de estimular a replicacdo viral nos macrofagos, as leishméanias também séo
capazes de estimular a replicacdo do VIH nos linfocitos T CD4+ auxiliares, que sdo as
principais células alvo do virus. Bernier et al. (1998) demonstraram que houve um

aumento da expressdo génica do VIH-1 quando linhagens de linfécitos T CD4+
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humanos foram estimuladas com lipofosfoglicano de L. (L.) donovani. Esse aumento foi
devido a ativacdo de proteinas cinases e calmodulina dependente de Ca®*, pois a
incubacdo das células estimuladas com LPG com o inibidor de proteina cinase
HA10004 e com o inibidor de calmodulina W7 reduziu a expressédo do VIH-1 para
niveis comparaveis aos das células que ndo haviam sido estimuladas com LPG. Além
disso, também envolveu a participacdo do NF-«xB, pois quando as células estimuladas
com LPG foram transfectadas com um gene reporter LTR-VIH1/luciferase que possuia
um sitio para ligagdo do NF-«xB mutado, a atividade da luciferase foi comparavel a das
células que ndo haviam sido expostas ao LPG.

Por sua vez, a replicagdo do VIH nos linfocitos T CD4+ auxiliares acarreta uma
progressiva deplecdo daquelas células que sdo capazes de reconhecer os antigenos de
Leishmania (Alvar et al., 2008). Isso faz com que os pacientes coinfectados ndo possam
gerar e/ou manter uma resposta imunitaria adequada contra 0s parasitos, pois o controle
da infeccdo pelas leishméanias depende dos linfocitos T CD4+ auxiliares tipo 1, que
estimulam os mecanismos leishmanicidas dos macrofagos (Reis et al., 2006; Roberts,
2006; Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009). Foi estimado que 62 a 90% dos individuos
VIH positivos que desenvolvem leishmaniose visceral apresentam ndmero de linfocitos
T CD4+ < a 200 células/uL e 42% deles apresentam namero < 50 células/uL (Cruz et
al., 2006). Entretanto, pacientes infectados pelo VIH podem desenvolver manifestacdes
clinicas de leishmaniose visceral ou tegumentar com qualquer nimero de linfocitos T
CD4+ (Borges et al., 1999; Da-Cruz et al., 1999; Horst et al., 2008; Alexandrino-de-
Oliveira et al., 2010; Castellano et al., 2011; Rodrigues et al., 2011).

A diminuicdo dos linfocitos T CD4+ observado na infeccdo pelo VIH ndo resulta
apenas da replicacdo viral nos linfocitos, mas também é ocasionada pela apoptose
dessas células decorrente da intensa ativacdo do sistema imunitario que é estimulada
pelo VIH (Lawn et al., 2001). Alguns parametros tém sido utilizados para investigar o
grau de ativacdo do sistema imunitario nos pacientes VIH positivos, dentre eles o
namero de linfocitos T CD8+ expressando CD38, que tem demonstrado uma forte
correlacdo negativa com o nimero de linfocitos T CD4+ (Lawn et al., 2001). A anélise
desse parametro em individuos infectados pelo VIH com leishmaniose visceral em
remissdo revelou que esses individuos apresentavam uma maior ativacdo do sistema
imunitario do que os infectados pelo VIH ndo co-infectados, pois a proporcédo de

linfocitos T CD8+ expressando CD38 foi maior nos coinfectados do que nos infectados
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apenas pelo VIH. Além da hiperativacdo do sistema imunitério, esses pacientes também
apresentaram um menor nimero de linfocitos T CD4+ do que os infectados pelo VIH
sem co-infeccdo (Santos-Oliveira et al., 2010). Esses dados sugerem que a infecgédo
pelas leishmanias aumentou a ativacdo do sistema imunitario induzida pelos antigenos
do VIH e acarretou uma destruicdo mais acentuada dos linfécitos T CD4+. Tem sido
sugerido que as alteragdes que foram encontradas nesses pacientes podem ajudar a
explicar as frequentes recorréncias de leishmaniose visceral que podem ser apresentadas
pelos pacientes infectados com o VIH.

Além do reduzido nimero de linfécitos T CD4+, os individuos coinfectados podem
produzir citocinas que favorecem a sobrevivéncia e multiplicacdo tanto das leishméanias
quanto do VIH. Preiser et al. (1996) observaram que individuos VIH positivos com
leishmaniose visceral apresentaram concentragdes séricas de IL-4 e 1L-10 mais elevadas
do que pacientes infectados apenas pelo VIH. Experimentos in vitro também
verificaram que, quando estimuladas pela fitohemaglutinina, células mononucleares do
sangue periférico dos individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania produziram maior
quantidade de IL-4 e IL-10 do que a dos infectados apenas pelo VIH (Nigro et al.,
1999). Como a IL-4 e a IL-10 suprimem o desenvolvimento dos linfocitos T CD4+
auxiliares tipo 1, inibem a funcdo macrofagica (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009) e
induzem os macrdfagos infectados a expressarem a enzima arginase que gera nutrientes
para os parasitos (Wanasen & Soong, 2008), é possivel que a producdo exacerbada
dessas citocinas possa dificultar o controle da leishméania nos individuos coinfectados.

Foi verificado que individuos VIH positivos que desenvolveram leishmaniose
visceral apresentaram reducdo dos niveis plasmaticos da IL-12 (Olivier et al., 2003).
Wolday et al. (2000) também verificaram que a producdo de IL-12 pelas células
mononucleares do sangue periférico de individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania
foi menor do que a de individuos saudaveis, quando estimuladas in vitro com antigenos
de L. (L.) donovani. Esse dado sugeriu que uma incapacidade dos individuos
coinfectados para produzir IL-12 poderia estar colaborando para que esses individuos
ndo fossem capazes de controlar a infec¢cdo pelas leishmanias, ja que € a IL-12 liberada
pelas células dendriticas que estimula a diferenciacdo de linfocitos T CD4+ auxiliares
virgens em linfécitos T CD4+ auxiliares tipo 1, que sdo os responsaveis pelo controle da
infeccdo pelas leishménias (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009).

Da-Cruz et al. (1999) também monstraram uma menor producdo do IFN-y pelas
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leishmaniose mucocutanea quando estimuladas in vitro com antigenos de L. (V.)
braziliensis. Foi sugerido que a baixa capacidade para produzir IFN-y estava
colaborando para que esse individuo ndo conseguisse controlar a infecgdo parasitaria, ja
que essa citocina estimula os macrofagos infectados a expressarem a enzima sintase do
Oxido nitrico, que cataboliza a L-arginina para gerar 6xido nitrico, um metabdlito toxico
para as amastigotas intracelulares (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009). E de fato, foi
observado neste individuo que ap6s imunoterapia com promastigotas mortas
(Leishvacin®) aplicadas a cada dez dias, num total de trés doses, as celulas
mononucleares do sangue periférico do individuo coinfectado recuperaram a capacidade
para produzir IFN-y e houve proliferacdo de linfocitos T CD8+, que foi acompanhada
pela cicatrizagédo das lesdes mucocutaneas (Da-Cruz et al.,1999).

Os individuos coinfectados também podem produzir grandes quantidades de
citocinas pré-inflamatorias. Santos-Oliveira et al. (2013) observaram que individuos
VIH positivos com leishmaniose visceral apresentaram niveis séricos mais elevados de
TNF-a, IL-6 e IL-18 do que individuos infectados apenas pelo VIH ou pelas
leishmanias. Ja foi demonstrado que durante a infeccdo pelo VIH, o TNF-a estimula a
replicacdo viral, induz a apoptose dos linfocitos T CD4+ auxiliares e causa supressdo da
hematopoiese, dificultando a regeneracdo dos linfécitos que foram destruidos pela
infeccdo viral (Lawn et al., 2001). Infere-se que a maior producdo do TNF-a pelos
macrofagos dos individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania possa colaborar para
acelerar a destruicdo dos linfocitos T CD4+ desses individuos, comprometendo ainda
mais sua capacidade para manter uma resposta antiparasitaria apropriada. De fato,
Medrano et al. (1998) verificaram que individuos VIH positivos com leishmaniose
visceral ativa apresentaram niveis séricos de TNF-a mais elevados do que os infectados
somente pelo VIH ou pela Leishmania, e os valores permaneceram elevados mesmo
apos a recuperacao clinica da infeccdo pela Leishmania e houve manutencdo de
nameros baixos de linfocitos T CD4+, carga viral elevada e soroconversdao para o
antigeno p24 do VIH-1 mesmo ap0s cinco meses do término do tratamento para a
leishmaniose.

Como muitos linfocitos T que sdo destruidos pelo VIH sdo células de memoria
(Lawn et al., 2001), os individuos coinfectados podem apresentar a resposta de memoria
contra as leishmanias alterada. Foi observado que varios individuos VIH positivos com

leishmaniose mucocutanea associada tiveram resultados negativos quando testados com
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o0 antigeno leishmanina (Olivier et al., 2003). Além disso, quando foi avaliada a resposta
linfoproliferativa estimulada com o antigeno soltivel de Leishmania em 17 individuos
coinfectados pelo VIH e L. (L.) infantum, a reposta foi positiva em apenas 4 individuos,
sendo que em dois individuos houve proliferacdo de linfocitos TCD4+ e nos outros dois
houve proliferagdo de linfocitos TCD8+ (Moreno et al.,, 2000). Entretanto, a maior
capacidade dos linfécitos desses individuos para proliferarem ndo conferiu protecéo
contra os parasitos, pois todos os individuos apresentaram recorréncia da infeccdo pela
L. (L.) infantum (Moreno et al., 2000). Similarmente, individuos VIH positivos com
leishmaniose tegumentar também apresentaram uma reducdo da capacidade
proliferativa dos linfécitos T CD4+ e TCD8+ quando as células foram estimuladas in
vitro com o antigeno soluvel de Leishmania. Além disso, esses individuos apresentaram
um menor nimero de linfocitos T CD4+ de memoria central e efetora do que o0s
infectados somente pelas leishménias. E, apds estimulo com antigeno solivel de
Leishmania, o numero de linfocitos T CD4+ de memoria efetora nos individuos
coinfectados permaneceu 10 células/mm?®, enquanto que este ndmero aumentou trés
vezes nos individuos infectados somente pelas leishménias (Gois et al., 2013). Estes
dados sugerem que essa deficiéncia na resposta celular para os antigenos de Leishmania
contribuiria para a deficiéncia da resposta ao tratamento anti-Leishmania e pela grande
frequéncia de recorréncia das leishmanioses nos individuos VIH positivos.

Nos individuos imunocompetentes, a leishmaniose visceral é caracterizada por uma
forte resposta humoral, com ativacdo policlonal dos linfocitos B, e uma supressédo da
resposta celular contra os parasitos, que € restaurada apds a terapia anti-Leishmania
(Olivier et al., 2003). Entretanto, nos individuos VIH positivos com leishmaniose
visceral sdo observados baixos titulos de anticorpos contra as leishmanias. Foi
observado que apenas 40 a 50% dos individuos coinfectados apresentaram sorologia
positiva contra as leishmanias (Cruz et al., 2006). Tem sido sugerido que a baixa
producdo de anticorpos apresentada pelos individuos coinfectados seja decorrente de
uma resposta oligoclonal dos linfocitos B devido a falta de linfocitos T que reconhecam

0s antigenos de Leishmania apresentados pelos linfocitos B (Alvar et al., 2008).

1.8. A terapia antiretroviral de alta eficacia (HAART) e a coinfeccédo pelo VIH e
Leishmania
Com a disponibilizacéo da terapia antiretroviral de alta eficacia (HAART) em 1996,

a incidéncia de infeccbes oportunistas em individuos infectados pelo VIH diminuiu
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significantemente. Nos Estados Unidos foi observado um decréscimo dos casos de
doenca oportunista causada por Pneumocystis carinii, por micobactérias do complexo
avium e por Candida sp (Kaplan et al., 2000). Na Europa, 0 uso da HAART também
determinou um decréscimo da infecgdo oportunista por micobactérias do complexo
avium e de retinite por citomegalovirus (Mocroft et al., 2000). Foi demonstrado ainda
em uma coorte multinacional envolvendo a Austrélia e dez paises da Europa, quando
comparando os periodos entre 1994-1996 e 1997-2001, que houve um significativo
decréscimo induzido pela HAART nas doengas definidoras de SIDA (candidiase de
17,0% para 5,7%; criptosporidiose de 3,1% para 0,2%; citomegalovius de 3,1% para
0,2%, Pneumocystis carini de 17,0% para 4,4%, toxoplasmose de 3,4% para 1,4% e
tuberculose de 6,4% para 2,6%) (Pozio et al., 2005). No Brasil, um pais onde é
garantido o acesso universal aos antiretrovirais (Fagundes et al., 2010), também foi
observada uma queda significante na taxa de mortalidade especifica por SIDA na Gltima
década, com uma reducdo anual de 1,3% (SVS/MS, 2012).

Com relacdo as leishmanioses, um estudo na Franca estimou que a incidéncia de
leishmaniose visceral caiu de 11,6 £ 1,2 para cada 10.000 pessoas/ano antes de 1996
para 6,3 £ 0,7 para cada 10.000 pessoas/ano apds 1996, o ano em que a HAART foi
iniciada (del Giudice et al., 2002). Similarmente, outra pesquisa na Espanha demonstrou
que houve uma reducdo na incidéncia de leishmaniose visceral entre os casos regionais
de SIDA de 4,81/100 para 0,8/100, com o primeiro episddio de leishmaniose visceral
aparecendo apenas quando houve uma ébvia falha do tratamento antiretroviral (Lopez-
Vélez, 2003). Entretanto, verificou-se que a HAART ndo previniu a recorréncia de
leishmaniose visceral, pois 24 meses apds a terapia anti-Leishmania, 70% dos
individuos VIH positivos que estavam recebendo os antiretrovirais apresentaram um
novo episodio de leishmaniose visceral. Contudo, o tempo médio para a recorréncia da
doenca foi maior quando a HAART foi utilizada (20 versus 13 meses) do que quando as
drogas ndo foram empregadas (LOpez-Vélez, 2003). Também foi verificado que a
terapia antiretroviral ndo impede a recorréncia de leishmaniose tegumentar, pois em um
estudo conduzido no Brasil verificou-se que de dezesseis individuos que receberam
HAART, 53% apresentaram novos episodios da doenca, que levou a morte de 40% dos
individuos que estavam envolvidos no estudo (Lindoso et al., 2009).

Em alguns individuos, a causa das frequentes recorréncias das leishmanioses tem
sido atribuida a ineficacia do tratamento com os antiretrovirais para aumentar o nimero

dos linfécitos T CD4+ e/ou para suprimir a replicacéo viral (Mira et al., 2004; Lindoso
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et al., 2009). Entretanto, em um estudo na Etiopia, foi observado que o primeiro
episodio de leishmaniose visceral apresentado por treze pacientes VIH+ foi devido a
recuperacdo imunoldgica estimulada pela HAART (Horst et al., 2008). Além disso,
observou-se que a recuperacdo imunolégica estimulada pelos antiretrovirais também foi
relacionada com uma exacerbacdo e disseminacdo de lesdes cuténeas em individuos
infectados pelo VIH com leishmaniose tegumentar (Posada-Vergara et al., 2005;
Chrusciak-Talhari et al., 2009).

A HAART e composta por maltiplos medicamentos que formam distintos
esquemas de tratamento que tém a finalidade de bloquear a multiplicagdo viral e
impedir a queda progressiva do nimero de linfcitos TCD4+ (MS, 2008). Para alguns
individuos séo indicados protocolos terapéuticos que, além de outros medicamentos,
contém inibidores da protease do VIH, que atuam blogueando a enzima protease, que
processa 0 polipeptideo gag-pol e propicia a maturacao viral (Richman, 2001). Alem
dos efeitos inibitdrios sobre a replicacéo viral, foi demonstrado que alguns inibidores da
protease do VIH podem influenciar varios aspectos da fisiologia dos seres humanos,
induzindo diversas alteragdes, tais como hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,
resisténcia insulinica, lipodistrofia e hepatotoxicidade (MS, 2008).

O fato desses medicamentos alterarem aspectos importantes para a manutencdo da
salde dos seres humanos sugere gque estas drogas possam tambem interferir nas funcées
das células do sistema imunitario, que sdo os alvos desses medicamentos, por serem 0S
sitios da replicacdo do VIH. Poucos trabalhos, no entanto, tém buscado verificar se estas
influéncias existem e quais seriam elas, bem como quais impactos teriam sobre o estado
imunologico dos individuos que os utilizam. Foi observado que o tratamento com a
associacdo lopinavir/ritonavir (LPV/RTV) diminuiu a fagocitose de S. cerevisiae pelos
neutrofilos e mondcitos de individuos saudaveis (Alves, 2008). Além disso, esses
medicamentos também ocasionaram uma reducdo da producdo de anions superoxido
pelos neutrofilos e mondcitos (Hadad et al., 2007; Alves, 2008) e ainda o decréscimo da
quimiotaxia dos neutrdfilos (Hadad et al., 2007) de individuos saudaveis. O saquinavir
(SQV), outro inibidor da protease do VIH, diminuiu a expressdo de CD80 e CD86 em
células dendriticas (Gruber et al., 2001), que sdo moléculas coestimulatérias expressas
por células apresentadoras de antigenos, como macréfagos, células dendriticas e
linfocitos B, que sdo importantes para uma adequada ativacdo dos linfocitos T (Van
Gool, 1996). Outro aspecto também ja demonstrado foi a interferéncia desses

medicamentos sobre 0s mecanismos de defesa antivirais, pois o ritonavir (RTV) inibiu a
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apresentacdo de antigenos pelo complexo principal de histocompatibilidade tipo | e a
resposta linfoproliferativa de linfocitos T CD8" contra o virus da coriomeningite
linfocitaria por meio da inibigdo do proteassoma 20S (André et al., 1998).

Além da capacidade para modular vérias funcdes celulares, foi observado que os
inibidores da protease do VIH sdo tdxicos para as leishméanias. Foi demonstrado que 0s
inibidores da protease do VIH, indinavir e saquinavir, promoveram uma reducdo da
viabilidade e do crescimento de promastigotas de L. (L.) major e tal efeito supressor néo
foi revertido pela substituicdo do meio contendo antiretrovirais por meio fresco (Savoia
et al., 2005). J& o lopinavir e o nelfinavir foram capazes de reduzir a viabilidade de
promastigotas de L. (L.) amazonensis por induzirem a apoptose dos parasitos (Santos et
al., 2009). Esses farmacos também mostraram acdo sobre amastigotas axénicas de L.
(L.) infantum, pois quando esses parasitos foram co-cultivados com nelfinavir ou
ritonavir houve diminuicédo da taxa de proliferacdo das leishmanias (Trudel et al., 2008).
Também foram capazes de agir sobre amastigotas localizadas intracelularmente, pois
houve diminuicdo da taxa de infeccdo de macrofagos de camundongos BALB/c
infectados in vitro por L. (L.) amazonensis quando incubados com lopinavir, amprenavir
e nelfinavir (Santos et al., 2009). Reducdo semelhante apds incubagdo com ritonavir e
nelfinavir foi observada em macrofagos infectados in vitro por amastigotas de L. (L.)
infantum, mesmo quando coinfectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, e por L.
(L.) donovani resistente ao estibogluconato (Trudel et al., 2008).

Entretanto, pouco se conhece sobre a influéncia dos inibidores da protease do VIH
sobre 0s mecanismos de defesa contra as leishmanias. Como existem evidéncias de que
esses medicamentos podem modular algumas fungdes dos fagocitos, tais como
quimiotaxia, fagocitose e producdo de espécies reativas de oxigénio (Hadad et al.,
2008; Alves, 2008), que sdo importantes para a defesa do hospedeiro contra as
leishmanias, é possivel que possam influenciar a resposta dos macréfagos contra esses
parasitos, e consequentemente possam colaborar para modificar o curso da coinfeccao

entre o VIH e a Leishmania.

1.9. Justificativa:

Os mecanismos imunolégicos desempenham um papel importante para conter a
evolugdo da infecgdo pelas leishménias, de modo que fatores intervenientes, como o
uso de farmacos com propriedades imunomoduladoras, poderiam tornar os individuos

mais resistentes ou mais suscetiveis aos parasitos. No entanto, o efeito de
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medicamentos sobre os mecanismos de defesa contra as leishméanias tem sido pouco
explorado, sendo esse conhecimento importante para melhor orientar o tratamento dos
portadores de leishmaniose. J& foi observado que o antimoniato de meglumina
(Glucantime®), medicamento de primeira linha para o tratamento das leishmanioses no
Brasil, acarretou um aumento da capacidade fagocitéria, do anion superéxido, do éxido
nitrico e do TNF-a. Tal fato sugere um possivel aumento da resisténcia do hospedeiro
contra as leishmanias pelo uso do antimonial, pois 0s mecanismos positivamente
estimulados pelo antimoniato de meglumina estdo envolvidos na defesa contra esses
parasitos (Muniz-Junqueira et al., 2008). Entretanto, at¢ o0 momento pouco ainda foi
avaliado sobre a influéncia dos inibidores da protease do VIH sobre a resposta do
hospedeiro contra as leishménias. Esse conhecimento poderd contribuir para uma
melhor indicacdo terapéutica desses medicamentos para os individuos VIH positivos

que se encontram infectados com esses parasitos.
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2. OBJETIVOS:

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com os inibidores da
protease do VIH lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre funcbes de macréfagos
peritoneais envolvidas na defesa contra as leishméanias em sua interagdo inicial in vitro

com a Leishmania (L.) amazonensis.

2.2 Objetivos especificos:

a) Avaliar o nimero de macréfagos aderidos as laminulas e indice de infeccdo dos
macréfagos de camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir,
incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em condi¢cdes Otimas e

subétimas.

b) Quantificar a viabilidade de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir, incubados ou ndo, in vitro, com

Leishmania (L.) amazonensis em condi¢6es Gtimas.

c) Mensurar a viabilidade dos parasitos recuperados dos macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c tratados ou ndo com lopinavir/ritonavir e atazanavir, incubados

in vitro com Leishmania (L.) amazonensis em condicGes 6timas.

d) Quantificar a producdo de 6xido nitrico no sobrenadante de cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir, e
incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em condi¢des Otimas e

subdtimas.

e) Quantificar a producdo de peroxido de hidrogénio no sobrenadante de cultura de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e
atazanavir, e incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em

condicdes Otimas.

f) Avaliar a producdo das citocinas IL-1B e IL-6 no sobrenadante de cultura de

macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e
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atazanavir, incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em condicdes

subotimas.

g) Avaliar a produgédo das citocinas 1L-12p70, IL-23, TNF-a e IL-10 no sobrenadante
de cultura de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com
lopinavir/ritonavir e atazanavir, incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.)

amazonensis em condic6es Gtimas.

h) Quantificar a expressdao dos corpusculos lipidicos em macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir, e incubados ou

nao, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em condi¢des Gtimas.

i) Analisar a translocacdo do NF-xB p65 para 0s nacleos dos macrdéfagos peritoneais de
camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir, e incubados ou

ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em condic¢des subotimas.

j) Analisar a translocacdo e a expressdo do NF-xB RelB e do PPAR-y para os nucleos
dos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com lopinavir/ritonavir e
atazanavir, e incubados ou ndo, in vitro, com Leishmania (L.) amazonensis em

condicdes Otimas.
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3.1 Delineamento experimental:

Este trabalho € um estudo experimental que foi desenvolvido no Laboratorio de
Imunologia Celular da area de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Brasilia. Foi avaliada a influéncia do tratamento com os inibidores da protease do VIH
lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a capacidade funcional de macréfagos peritoneais
de camundongos BALB/c incubados ou ndo com leishménias. Os animais foram
tratados ou ndo com lopinavir/ritonavir e atazanavir e 0os macrofagos peritoneais foram
coletados. A seguir, as células foram infectadas ou ndo com leishménias para a
realizacdo de diversos ensaios imunolégicos. O indice de infeccdo, assim como o
nimero de macrofagos aderentes foram avaliados por microscopia Otica. O percentual
de macréfagos viaveis foi analisado por microscopia de fluorescéncia. O nimero de
parasitos viaveis foi quantificado por meio da contagem em camara de Neubauer. A
producdo de 6xido nitrico e perdxido de hidrogénio foi determinada pelos métodos de
Griess e Pick, respectivamente. Ja a producdo de citocinas foi analisada por ELISA. A
expressdo dos corpusculos lipidicos foi investigada por microscopia otica e confocal. A
producdo de citocinas foi analisada por ELISA. A influéncia dos medicamentos sobre as
vias do NF-xB e PPAR-y foi avaliada por microscopia confocal e quantificadas
utilizando o software ImageJ. O diagrama geral do estudo encontra-se descrito na

Figura 1.
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Fig. 1. Delineamento experimental

3.2. Grupos de estudo

Para os estudos reslizados nessa pesquisa, analisamos o efeito dos medicamentos
em camundongos BALB/c, porque essa linhagem é suscetivel a infeccdo por varias
espécies de Leishmania (Torrentera et al., 2002; Abreu-Silva et al. 2004; Amini et al.,
2008; Falu et al., 2009), e assim como o ser humano, desenvolve lesdes cutaneas e/ou
disseminacdo parasitaria para varios orgdos, tais como baco, figado e linfonodos
(Torrentera et al., 2002; Abreu-Silva et al., 2004; Amini et al., 2008; Falu et al., 2009),
servindo, portanto, como modelo para mimetizar tanto a leishmaniose tegumentar
quanto a visceral. Além disso, esses animais apresentam uma resposta imunoldgica que
é comparavel a de alguns individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania (Preiser et al.,
1996), porgue quando infectados pelas leishmanias produzem niveis mais elevados de
citocinas Ta2, que dificulta o controle da multiplicacdo dos parasitos (Padigel et al.,
2003; Rosas et al., 2005).

Foram utilizados camundongos BALB/c, machos e fémeas, com 8 a 12 semanas de

idade, divididos nos seguintes grupos: GRUPO 1: tratado com lopinavir/ritonavir com a
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dose de 200mg/50mg/Kg/dia, por via oral, durante 10 dias, GRUPO 2: tratado com
atazanavir com a dose de 90 mg/Kg/dia/\VVO durante 10 dias e GRUPO 3: tratado com
salina tamponada com fosfato (STF), pH 7,2, durante 10 dias. O tratamento por via oral
foi feito oferecendo delicadamente a droga, em 60 uL, na ponteira de uma pipeta e
esperando a ingestdo espontanea pelos animais. Para padronizacdo da infeccdo dos
macrofagos pelas leishménias também foram utilizados camundongos BALB/c
saudaveis que ndo receberam qualquer tipo de tratamento.

As doses dos medicamentos foram baseadas em ensaios prévios que demonstraram
que camundongos C57BL/6J somente apresentavam perfis farmacocinéticos
semelhantes aos dos seres humanos quando tratados com 200mg/50mg/Kg de
lopinavir/ritonavir e 90mg/Kg de atazanavir por dia, que séo 15 vezes maiores que as
doses terapéutica utilizadas em seres humanos (Prot et al., 2006).

As doses utilizadas em cada animal foram calculadas pela media £ DP do peso dos
camundongos por grupo. A média = DP do peso do grupo tratado com salina foi de
24,70 + 2,28 g, para o grupo tratado com lopinavir/ritonavir foi de 25,66 + 2,10 g e para
0 grupo tratado com atazanavir foi de 24,50 + 2,46 g.

Os camundongos foram mantidos no Alojamento de Animais, da Faculdade de
Medicina, da Universidade de Brasilia, em gaiolas com dois ou trés animais em cada
uma delas, com agua e racao ad libitum, em condicdes de luz e temperatura controladas.
As normas éticas para a pesquisa cientifica com animais de laboratério foram
rigorosamente obedecidas, conforme determina a lei nimero 11.794, de 8 de outubro de
2008, os principios éticos para experimentacdo animal, definidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991) e pela Declaracdo Universal dos
Direitos dos Animais (UNESCO, 1978). O protocolo experimental utilizado nesse
experimento foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Faculdade de Medicina da
Universidade de Brasilia (Anexo 1).

Para a coleta dos macréfagos peritoneais destinados a realizacdo dos ensaios

imunoldgicos, os camundongos foram submetidos a eutanasia em camara de CO..

3.3. Parasitos

Foram utilizadas promastigotas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8),
gentilmente cedida pelo Laboratério de Dermatomicologia, da Faculdade de Medicina,
da Universidade de Brasilia. Para manutencdo da viruléncia, 10’ promastigotas foram

inoculadas em Hamster Sirio (Mesocricetus auratus). Apos 21 dias de infecgdo, as
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lesbes foram intensamente lavadas com &lcool a 70% e aspiradas com seringa de 1 mL
contendo 200 pL de STF, pH 7,2, gelado, estéril. O material recuperado foi incubado
em meio Novy-MacNeal-Nicolle, a 26°C, por 4 dias, para a transformacdo das
amastigotas em promastigotas. Apds este periodo, 0os microrganismos foram incubados
em RPMI 1640 (Sigma), pH 7,2, suplementado com 20 mM de HEPES (Sigma), 2 mM
de L-glutamina, 20% de soro fetal bovino (Gibco) e 40 pg/mL de gentamicina, a 26°C,
por mais 4 dias. A cultura foi entdo diluida em igual volume com glicerina a 18% em
STF, pH 7,2. A solugédo resultante foi aliquotada em tubos de criopreservacdo e
congelada em nitrogénio liquido até sua utilizacdo nos experimentos. Esta metodologia
foi adaptada das técnicas descritas por Figueiredo et al., 1999; Urdapilleta, 2006; Silva,
2010 e Khouri et al., 2010.

3.4. Obtencao dos macrofagos peritoneais

Apos a eutanasia com CO,, os camundongos foram colocados em camara de fluxo
laminar. A parede abdominal foi higienizada com alcool a 70% e foi feita uma inciséo
na pele para a exposicdo da cavidade abdominal. A seguir, com o auxilio de uma
seringa, foram injetados 8 mL de salina tamponada com fosfato (STF), pH 7,2, gelado,
na cavidade abdominal de cada animal e foi feita uma leve massagem para facilitar a
obtencdo dos macrofagos peritoneais. Apos isto, foi feita uma pequena incisdo no
peritdnio e, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, a salina tamponada com fosfato
contida na cavidade abdominal foi aspirada. Entdo, as solucdes recuperadas foram
transferidas para tubos de centrifuga, tipo Falcon, estéril e centrifugadas a 4°C, em 200
g, por 10 min. Posteriormente, foram anotados os volumes contidos em cada tubo, os
sobrenadantes foram desprezados e os precipitados foram ressuspensos em 1 mL de
RPMI 1640, pH 7,2, suplementado com 20 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina e
com 40 pg/mL de gentamicina (RPMI incompleto). Os macrofagos peritoneais foram
quantificados em camara de Neubauer e a viabilidade foi simultaneamente avaliada com
solucdo de nigrosina 0,05%, sendo sempre maior que 95%. Os macréfagos peritoneais
recuperados foram ressuspensos em RPMI incompleto de modo que a solucdo final
apresentasse o numero de células necessario para a realizacdo de cada experimento. O
namero de células peritoneais por mL de salina tamponada com fosfato foi determinado
dividindo-se o numero de células recuperadas pelo volume aspirado da cavidade

abdominal de cada camundongo (Muniz-Junqueira et al., 1992).
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3.5 Influéncia dos meios de cultura e da proporcdo de parasitos por macrofago
sobre o indice de infec¢éo

Como os dados referentes as condigdes de cultivo das leishmanias para infeccdo
dos macréfagos mostrou-se muito variavel na literatura, realizamos alguns experimentos
para verificar se as diferentes condi¢gdes de cultura interferia na infectividade dos
parasitos. Com o objetivo de padronizagdo da condi¢bes de cultivo, incubamos as
leishménias na temperatura de 26°C, em meio RPMI 1640, pH 7,2, suplementado com
20 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 10% de soro fetal bovino e 40 pg/mL de
gentamicina (RPMI completo) e em meio Schneider (Sigma), pH 6,7, suplementado
com 40 pg/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino. No 4° dia de cultivo,
algumas leishmanias que estavam crescendo em RPMI pH 7,2 e Schneider pH 6,7
foram transferidas para meios semelhantes que foram acidificados com HCI 1N para
que apresentassem pH igual a 5,4. No 5° dia de cultivo, periodo em que as culturas ja se
encontravam na fase estaciondria, 0s meios contendo as leishménias foram
centrifugados a 700 xg, por 20 min, os sobrenadantes das culturas foram desprezados e
0s parasitos diluidos em RPMI completo para serem utilizados nos ensaios de infecgdo
dos macrofagos.

A infeccdo dos macrofagos obtidos de camundongos BALB/c foi feita utilizando-se
placas de 24 pocgos estéreis, que continham laminulas circulares de 13 mm. Foram
distribuidos 2x10° macréfagos peritoneais em 500 pL por poco, em duplicata, em RPMI
incompleto. As placas foram incubadas em ambiente umidificado, com 5% de CO,, a
37°C, por 2 h para permitir a aderéncia dos macréfagos as laminulas. Apds isto, os
pocos foram lavados duas vezes, com salina tamponada com fosfato (STF), pH 7,2, a
37°C para remover as células ndo aderentes. Entdo, foram adicionados 500 puL de RPMI
completo, contendo 4x10° ou 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis cultivadas
nos diferentes condicbes citadas acima. As placas foram incubadas em ambiente
umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 24 h para permitir a entrada dos parasitos nos
macrofagos. A seguir, os macrofagos aderidos as laminulas foram lavados trés vezes,
com STF, pH 7,2, a 37°C, secos com vento quente, fixados com metanol absoluto
(Vetec), por 1 min e corados com Giemsa (Dindmica) a 10% em tampéo de coloracéo,
pH 7,2, por 10 min. As laminulas foram montadas sobre laminas de vidro de
microscopia com resina sintética (Entellan®, Merck) e avaliadas por microscopia o6tica,
em aumento de 1000X. Para a determinacdo do indice de infeccdo foram contados 200

macrofagos. Este indice de infecgdo foi calculado multiplicando-se a média de L. (L.)
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amazonensis ingerida por macrofago pelo percentual de macréfagos infectados por L.
(L.) amazonensis. (Adaptado de Muniz-Junqueira et al., 2008; Alvarez-Rueda et al.,
2009; da Luz et al., 2009). As laminas eram identificadas apenas ao final das leituras.

Portanto, para verificarmos a influencia dos meios de cultura e do numero de
parasitos por macrd6fago sobre a infectividade das leishmanias, comparamos o indice de
infecgdo dos macrofagos de camundongos BALB/c quando as celulas foram incubadas
com 4x10° ou 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis, cultivadas a 26°C e nos
meios RPMI ou Schneider, com diferentes valores de pH (figura 2).

Observamos que, independente do nimero de leishmanias que foi empregado na
infeccdo dos macréfagos, o indice de infeccdo das células incubadas com parasitos
cultivados nos meios Schneider pH 6,7 e 5,4 foi maior do que o dos macréfagos
incubados com leishmanias cultivadas nos meios RPMI pH 7,2 e 5,4 (figuras 2A e 2D).
Essa diferenca foi ocasionada pelo aumento do percentual de macréfagos infectados
pelas leishménias (figuras 2B e 2E) e um maior nimero de parasitos por macrofago
(figuras 2C e 2F) nos ensaios de infecgdo que foram feitos com parasitos cultivados nos
meios Schneider pH 6,7 e 54 do que nos que foram realizados com leishméanias
cultivadas nos meios RPMI pH 7,2 e 5,4.

Demonstramos ainda que, independente do meio de cultura das leishmanias, os
macrofagos que foram incubados com um maior nimero de parasitos apresentaram um
indice de infeccdo mais elevado do que os que haviam sido incubados com um menor
namero de leishmanias (figuras 2A e 2D). Essa diferenca foi devido ao maior percentual
de macréfagos infectados pelos parasitos (figuras 2B e 2E) e um maior nimero de
leishmanias por macréfagos (figuras 2C e 2F) nos ensaios de infec¢do que foram feitos
com um maior niamero de parasitos do que quando foram realizados com um menor
namero de leishméanias. Contudo, esse efeito foi mais evidente quando os parasitos
utilizados na infeccdo dos macréfagos foram cultivados nos meios Schneider pH 6,7 e
5,4 do que quando foram cultivados nos meios RPMI pH 7,2 e 5,4.

Também observamos que, independente do nimero de leishmaénias utilizado na
infeccdo dos macrofagos, a transferéncia dos parasitos para meios de cultura que
apresentavam pH 5,4 nas 24 horas que antecederam a incubacdo das leishmanias com os
macrofagos, aumentou discretamente o indice de infeccdo dos macréfagos que foram
incubados com leishmanias cultivadas em meio RPMI (figuras 2A e 2D), devido ao
aumento do percentual de macrdfagos infectados pelos parasitos (figuras 2B e 2E),

porém reduziu o indice de infeccdo dos macrofagos que foram incubados com
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leishmanias cultivadas em meio Schneider (figuras 2A e 2D), devido tanto a uma
diminuicdo do percentual de macréfagos infectados pelas leishménias (figuras 2B e 2E)
quanto a uma diminuigdo do nimero de parasitos por macréfago (figuras 2C e 2F).

Concluimos que, independente do pH do meio de cultura, 0 meio Schneider gera
promastigotas de L. (L.) amazonensis com maior capacidade para infectar os
macréfagos do que o meio RPMI e que é possivel aumentar o parasitismo dessas células
com ambos 0s meios de cultura realizando-se ensaios de infecgdo com uma maior
propor¢do de parasitos por macréfago. Concluimos também que a mudanga das
leishménias para um meio de cultura com pH 5,4 nas 24 horas que antecedem o0s
ensaios de infeccdo ndo aumenta substancialmente o indice de infeccdo dos macréfagos.

Nossas observacfes monstraram que as condicdes do meio de cultivo das
leishméanias interferiam na capacidade de infeccdo do macrofago. Como na infecgédo
natural pela leishméania tem sido descrito que o indculo é pequeno (Rogers et al., 2004),
em alguns experimentos testamos as respostas em condic¢Bes subotimas (com indculo
menor com leishmanias cultivadas em meio RPMI 1640) e outros em condi¢des 6timas
(com in6culo maior com parasitos cultivados em Schneider).

Os experimentos deste trabalho foram portanto separados em trés grandes grupos,
1) experimentos que foram realizadas apenas em condicGes subdtimas de cultivo, 2)
experimentos que foram realizados apenas em condi¢bes Otimas do cultivo, 3)
experimentos que foram realizados tanto em condigdes subdtimas quanto Otimas de
cultivo. Estes experimentos foram realizados procurando aumentar a possibilidade de
compreensdo referente as possiveis situacdes do encontro inicial da leishmania com os
macrofagos do hospedeiro, que poderiam ocorrer em situacdo Otima, com uma
inoculacdo de maior numero de parasitas com maior capacidade infectiva e em
condicdes subdtimas, com uma inoculacdo de menor nimero de parasitas com menor
capacidade infectiva. Considerando, entretanto, que sdo apenas modificacdes das
situacOes de cultivo.

N&o pudemos realizar todos os experimentos em condi¢fes subotimas e Gtimas por
limitacBes no nimero de animais e reagentes, por isso, em alguns experimentos que em
nosso julgamento eram mais criticos para a compreensdo do fendmeno inicial da
interacdo entre a leishméania e o macr6fago na presenca das drogas antiretrovirais 0s
experimentos foram realizados apenas em condi¢Ges subdtimas e outros apenas em

condigdes otimas.
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Fig. 2. Efeito do meio de cultura e do nimero de leishmanias por macréfago sobre o indice de infeccéo.
Cada grupo consistiu de 3camundongos BALB/c. Os dados estdo representados como média + desvio
padrdo. Na coluna da esquerda encontram-se 0s ensaios de infeccdo feitos com 4x10° parasitos e na
coluna da direita os ensaios de infeccdo que foram efetuados com 2x10° parasitos. Em A e D encontra-se
o indice de infec¢do, em B e E o percentual de macréfagos infectados por L. (L.) amazonensiseem Ce F
0 nimero médio de L. (L.) amazonensis por macréfago.
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3.6 Indice de infecgdo dos macrofagos apds incubagio com leishmanias

3.6.a Em condicGes subdtimas

O indice de infeccdo e o nimero de macréfagos aderidos as laminulas foram
avaliados ap6s os macréfagos obtidos dos camundongos tratados com antiretrovirais
serem incubados ou ndo in vitro com leishmanias na proporcéo de 4x10° promastigotas
de L. (L.) amazonensis para 2x10° macréfagos peritoneais. Os parasitos utilizados
nesses ensaios foram cultivados em meio RPMI completo, a 26°C, durante 5 dias e 0
ensaio de infeccdo dos macrdfagos, assim como a determinacgdo do indice de infeccdo
foi feito como descrito no tépico 3.5. Para a determinacdo do numero total de
macrdfagos aderidos em cada laminula, foi contado o numero de macro6fagos em 10%
da area total da laminula de 13 mm, e o valor obtido foi multiplicado por 10 (Adaptado
de Paula Jr, 2003; Muniz-Junqueira et al., 2008; Alvarez-Rueda et al., 2009).

3.6.b Em condicGes 6timas

Para verificar se uma maior proporcdo de leishmanias por macrofago poderia
interferir no indice de infeccdo ou no numero de macréfagos aderidos as laminulas,
avaliamos o indice de infeccdo e o nimero de macrofagos aderidos as laminulas quando
2x10° macréfagos peritoneais obtidos dos camundongos tratados com antiretrovirais
foram incubados ou ndo in vitro com 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis.
Resumidamente, aos macrofagos peritoneais aderidos em laminulas de 13 mm foram
incubados em 500 pL de RPMI completo contendo ou ndo 2x10° promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis. As leishméanias empregadas nesses enaios foram
cultivadas em meio Schneider (Sigma), pH 6,7, suplementado com 40 pg/mL de
gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias. As placas foram
incubadas em ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 6 h para permitir a
fagocitose das promastigotas de L. (L.) amazonensis e a infeccdo dos macréfagos.
Decorrido o tempo de incubacéo, os pocos foram lavados com 5 mL de STF, pH 7,2, a
37°C, sob aspiracdo continua para remover os parasitos ndo aderidos ou ingeridos pelos
macrofagos e em cada poco foram acrescentados 500 pL de RPMI completo. As placas
foram incubadas em ambiente umidificado, com 5% de CO», a 37°C, por mais 24 h. Os
sobrenadantes das culturas foram coletados para determinacdo de citocinas e do 6xido

nitrico e os macréfagos aderidos as laminulas foram lavados, corados e avaliados como
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descrito no tépico 3.4 (Adaptado de Paula Jr, 2003; Muniz-Junqueira et al., 2008;
Santos et al., 2009; Macedo-Silva et al., 2011).

3.7. Viabilidade dos macréfagos apo6s incubacdo com leishménias em condigdes
otimas

Com o objetivo de verificar se o tratamento com 0s antiretrovirais e/ou a infecgéo
por L. (L.) amazonensis interferia na sobrevivéncia dos macrofagos, avaliamos a
viabilidade dos macrdfagos apds serem incubados in vitro na auséncia ou presenca de
leishmanias. Para esse experimento utilizamos em cada poco 2x10° macr6fagos
peritoneais para 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis cultivadas em meio
Schneider (Sigma), pH 6,7, suplementado com 40 pg/mL de gentamicina e 20% de soro
fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias. As placas contendo as laminulas com os
macrofagos aderidos incubados ou ndo com as leishménias por 30 h, foram colocadas
sobre 0 gelo e os pogos foram lavados trés vezes, com STF, pH 7,2. Posteriormente,
foram adicionados 250 pL de laranja de acridina (Merck) por poco, diluida em STF, pH
7,2 (5 mg/mL) e aguardou-se 20 min para que 0 corante pudesse interagir com 0s
macrofagos. Depois disto, os pogos foram lavados duas vezes com STF, pH 7,2 e os
macrofagos foram fixados por 30 min com paraformaldeido a 4% em STF, pH 7,2.
Entdo, foram realizadas mais duas lavagens com STF, pH 7,2, as laminulas foram
removidas dos pocos, montadas sobre laminas de microscopia contendo STF, pH 7,2
como meio de montagem e suas extremidades foram seladas com esmalte incolor
(Risqué). O percentual de macrofagos viaveis foi determinado contando-se 100
macrofagos utilizando o microscopio de fluorescéncia Axiophot (Zeiss, Alemanha), em
aumento de 400X. Os macrofagos foram considerados viaveis quando apresentavam
citoplasma alaranjado e nucleo verde e ndo viaveis quando estavam apoptoticos, que
foram caracterizados por apresentarem cromatina condensada e/ou fragmentada e com

citoplasma sem coloracdo. (Adaptado de Laufs et al., 2002; Prado, 2005).

3.8. Viabilidade das leishméanias em condicdes 6timas apds incubacdo com 0s
macréfagos

Este experimento foi realizado com o intuito de analisar se o tratamento de
camundongos BALB/c com antiretrovirais influenciava a sobrevivéncia dos parasitos
co-cultivados com os macréfagos. Para esse ensaio utilizamos por pogo 2x10°

macréfagos peritoneais para 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis que foram
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cultivadas em meio Schneider (Sigma), pH 6,7, suplementado com 40 pg/mL de
gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias. Os pocos contendo
macréfagos aderidos incubados com as leishménias por 30 h foram lavados trés vezes,
com STF, pH 7,2 e o meio foi substituido por 1 mL de meio Schneider, pH 6,7,
suplementado com 40 pg/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino. A seguir as
placas foram incubadas a 26°C durante 5 dias. Este meio é adequado para a
sobrevivéncia das leishmanias, mas o pH baixo e a temperatura sdo incompativeis com a
sobrevivéncia dos macréfagos. Diariamente foi feita a quantificacdo, em camara de
Neubauer, das promastigotas geradas a partir dos parasitos contidos nos macréfagos. O
resultado foi expresso como nimero de promastigotas por mL de meio Schneider. Esta

técnica foi realizada conforme descrito por Khouri et al., 2010.

3.9. Determinacédo da producdo de Oxido nitrico apés incubacdo dos macrofagos
com leishmanias em condigdes subdtimas e dtimas

A producéo do oxido nitrico foi avaliada pela quantificacdo do nitrito contido nos
sobrenadantes das mesmas culturas utilizadas para a avaliacdo do indice de infec¢éo.
Para efetuarmos essa dosagem, 100 pL dos sobrenadantes foram distribuidos em
duplicata, em placas de 96 pocos, e acrescentado, em volume igual, o reagente de Griess
(Green et al., 1981). Apds 10 min foi feita leitura em espectrofotdmetro (Spectramax®
Plus 384, Molecular Devices) em comprimento de onda de 540 nm. Para determinacéo
da concentracdo de nitrito contida em cada poco, foi feita, paralelamente, uma curva
padrdo com nitrito diluido em RPMI completo nas concentracdes de 100 uM, 50 uM,

25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM e 1,56 uM.

3.10. Determinacédo da producdo de peroxido de hidrogénio apds incubacdo dos
macréfagos com leishméanias em condicBes 6timas

Esse experimento foi realizado para verificar a influéncia de uma maior proporc¢éo
de leishmanias por macréfago sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos
macrofagos de camundongos BALB/c tratados com antiretrovirais. Resumidamente,
macréfagos peritoneais (1,5x10° células por 200 puL de RPMI incompleto) de
camundongos tratados com salina, lopinavir/ritonavir e atazanavir foram distribuidos,
em duplicata, em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas em ambiente

umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 2 h para permitir a aderéncia dos macrofagos.
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Os pogos foram lavados uma vez, com STF, pH 7,2, a 37°C para remover as células ndo
aderentes e o meio foi reposto com RPMI completo contendo ou ndo 1,5x10°
promastigotas de L. (L.) amazonensis, cultivadas em meio Schneider, pH 6,7, com 40
pg/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias. Em seguida,
as placas foram incubadas, em ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 6 h.
Decorrido o tempo de incubagéo, os pogos foram lavados duas vezes, com STF, pH 7,2,
a 37°C para remover os parasitos ndo aderidos ou ingeridos pelos macrofagos, foram
adicionados 200 puL de RPMI completo e as placas foram novamente incubadas em
ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por mais 24 h. Posteriormente, foram
feitas mais duas lavagens com STF, pH 7,2, a 37°C, seguida pela adicdo de 140 pL de
tampao fosfato suplementado com 5,5 mM de dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol e
19 unidades por mL de peroxidase tipo Il (Sigma) e as placas foram novamente
incubadas por 1 h, em ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C. Decorrido o
tempo de incubagdo, foram adicionados 10 pL de NaOH para interromper a reacdo
catalisada pela peroxidase tipo Il. A placa foi homogeneizada suavemente e foi feita a
leitura em espectrofotometro (Spectramax® Plus 384, Molecular Devices) em
comprimento de onda de 620 nm. Para determinacdo da concentracdo de peroxido de
hidrogénio contida em cada poco foi feita, paralelamente, uma curva padrdo com
peréxido de hidrogénio diluido em tampdo fosfato suplementado com 55 mM de
dextrose, 0,5 mM de vermelho de fenol e 19 unidades por mL de peroxidase tipo Il nas
concentracdes de 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,12 uM, 1,56 uM (Pick
& Mizel, 1981).

3.11. Determinacdo da producdo de IL-1B e IL-6 apds incubacédo dos macréfagos
com leishmanias em condic¢des subdtimas

A producéo das citocinas IL-1p e IL-6 pelos macréfagos de camundongos tratados
com os antiretrovirais foi determinada apds incubacédo in vitro na auséncia ou presenca
de 4x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis para 2x10° macr6fagos peritoneais. As
leishmanias utilizadas nesse experimento foram cultivadas em meio RPMI 1640, pH
7,2, suplementado com 20 mM de HEPES, 2 mM de L-glutamina, 20% de soro fetal
bovino e 40 pug/mL de gentamicina, a 26°C, durante 5 dias.

As dosagens das citocinas IL-1p e IL-6 foram realizadas nos sobrenadantes das

culturas utilizadas para a determinagdo do indice de infeccdo e da taxa de aderéncia. Os
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sobrenadantes foram mantidos a - 80°C até a determinacdo e descongelados apenas uma
vez. Empregou-se o kit comercial Ready-Set-Go ELISA kits (eBioscience) e seguiu-se
as instrucOes do fabricante. Resumidamente, 100 pL por pogo de anticorpo de captura
diluido em STF, pH 7,2, foram aderidos em placas de 96 pocos (Coat Corning Costar
9018, Corning, NY, USA) pela incubagéo por 24 h, a 4°C. A seguir, 0s pogos foram
lavados 5 vezes com 250 pL de STF, pH 7,2, com 0,05% de Tween-20. Foram
acrescentados em cada pogo 200 pL de STF, pH 7,2, suplementado com soro fetal
bovino para bloquear a ligacdo inespecifica de anticorpos aos pocos e as placas foram
incubadas em temperatura ambiente, por 1 h. Apds isto, os pocos foram lavados 5 vezes
com 250 pL de STF, pH 7,2, com 0,05% de Tween-20. Posteriormente, foram
adicionados 100 uL por poco de solucdo padréo e de sobrenadante de cultura e as placas
foram incubadas por mais 24 h, a 4°C. Depois disto, os pocos foram lavados 5 vezes
com 250 pyL de STF, pH 7,2, com 0,05% de Tween-20 e foram adicionados 100 pL por
poco de anticorpo de deteccdo conjugado com biotina diluido em STF, pH 7,2, com
soro fetal bovino. Novamente, os pocos foram lavados, 5 vezes, com 250 yL de STF,
pH 7,2, com 0,05% de Tween-20 e foram adicionados 100 pL por pogo de avidina-
peroxidase. Entdo, as placas foram incubadas por 30 min em temperatura ambiente e
lavadas 5 vezes, com 250 pL de STF, pH 7,2, com 0,05% de Tween-20. A seguir, foram
adicionados 100 pL por poco de tetrametilbenzidina e as placas foram incubadas por 15
min em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50 pL de &cido
fosférico (1M) e realizada a leitura em espectrofotdmetro (Spectramax® Plus 384,
Molecular Devices) em comprimento de onda de 450 nm (Mattos et al., 2010;
Magalhaes et al., 2010).

3.12. Determinagdo da producdo de TNF-a, IL-12, IL-23 e IL-10 apoés incubagéo
dos macrdéfagos com leishmanias em condicgdes étimas

A producdo das citocinas TNF-o, IL-12, IL-23 e IL-10 pelos macrofagos de
camundongos tratados com os antiretrovirais foi determinada nos sobrenadantes das
culturas ap6s incubaco in vitro na auséncia ou presenca 2x10° promastigotas de L. (L.)
amazonensis para 2x10° macréfagos peritoneais. As leishmanias utilizadas nesses
experimentos foram cultivadas em meio Schneider, pH 6,7, com 40 pg/mL de

gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias.
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As dosagens das citocinas TNF-a, IL-12, 1L-23 e IL-10 foram realizadas nos
sobrenadantes das culturas utilizadas para a determinacdo do indice de infeccdo e da
taxa de aderéncia que foram mantidos a - 80°C até a determinacdo e descongelados
apenas uma vez. Empregou-se o kit comercial Ready-Set-Go ELISA Kits (eBioscience)
e seguiu-se a metodologia descrita no topico 3.11.

3.13. Expressdao da subunidade p65 do NF-kB pelos macrofagos que foram
incubados com leishménias em condicdes subdtimas

Realizamos esse experimento para investigar se o tratamento com antiretrovirais
interferia nas vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na resposta inflamatoria. A
imunomarcacao da subunidade p65 do fator nuclear kapa B (NF-kB) nos macréfagos
dos camundongos tratados com os antiretrovirais foi feita apds incubacéo in vitro na
auséncia ou presenca de 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis para 1x10°
macrofagos peritoneais.

Foi feito um pool dos macréfagos peritoneais de seis camundongos e 1x10° células
por mL foram distribuidas em duplicata, em placas de 24 pocos. As placas foram
incubadas em ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 2 h para permitir a
aderéncia dos macrofagos. Os pocos foram lavados duas vezes, com STF, pH 7,2, a
37°C para remover as células ndo aderentes e a foram adicionados em cada poc¢o 1000
pL de RPMI completo contendo ou ndo 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis,
cultivadas em meio RPMI 1640, pH 7,2, suplementado com 20 mM de HEPES, 2 mM
de L-glutamina, 20% de soro fetal bovino e 40 pg/mL de gentamicina, a 26°C, durante 5
dias. Depois disto, as placas foram incubadas, em ambiente umidificado, com 5% de
CO,, a 37°C, por 1 h, 4 h e 24 h para a interacdo dos macrofagos com as leishmanias.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes, com STF, pH 7,2, 37°C e 0s
macrofagos foram fixados as laminulas com paraformaldeido 4% em STF, pH 7,2, por
10 min, em temperatura ambiente. Foram realizadas mais trés lavagens com STF, pH
7,2, e 0s macréfagos foram permeabilizados pela incubacdo com Triton a 0,2% em STF,
pH 7,2, por 20 min. A seguir, foram realizadas trés lavagens com STF, pH 7,2, e, para
bloguear a ligacdes inespecificas de anticorpos aos macréfagos, foi colocada albumina
sérica bovina a 2% em STF, pH 7,2, por 20 min, a temperatura ambiente. Entdo, foram
adicionados os anticorpos primarios (IgGs policlonais produzidas em coelho) diluidos

na propor¢do de 1:200 em albumina sérica bovina a 2% em STF, pH 7,2 contra a

36



subunidade p65 do fator nuclear kapa b (NF-xB) (Santa Cruz Biotechnology) e as
laminulas foram incubadas por uma noite, & 4°C. Cada pogo foi lavado mais trés vezes
com STF, pH 7,2 e em seguida foram colocados os anticorpos secundarios conjugados
com Alexa Fluor 546 (Invitrogen) diluidos em STF, pH 7,2 e feita incubacdo por mais 1
h, em temperatura ambiente. Foram realizadas mais trés lavagens com STF, pH 7,2 e os
macrofagos foram incubados com 500 pL de 4,6-diamidino-2-fenil-indol (DAPI)
(Sigma) diluido na proporgdo de 1:5000 em STF, pH 7,2, por 5 min. As laminulas
foram lavadas mais trés vezes com STF, pH 7,2 e montadas em laminas de vidro com
meio de montagem (Prolong Gold®, Invitrogen, Eugene, OR, USA). As imagens foram
capturadas utilizando o microscépio confocal Leica TCS SP5 (Leica Microsystems,
Mannheim, Alemanha). Pinhole de 95,5 um, velocidade de digitalizacdo de 100 Hz,
média de trés linhas e um quadro foram utilizados. O ganho e a compensacdo do
fotomultiplicador foi ajustado para dar sub-saturacdo da intensidade de fluorescéncia
com sinal ideal de ruido. As imagens foram processadas utilizando o software ImageJ
1.47q (http://rsb.info.nih.gov/ij) (Magalhdes et al., 2010).

3.14. Expressdo da subunidade RelB do NF-kB e do PPAR-y pelos macrdofagos que
foram incubados com as leishménias em condigdes otimas

A imunomarcagdo subunidade RelB do NF-«xB e do receptor gama ativado pelo
proliferador do peroxissoma (PPAR-y) nos macrofagos de camundongos tratados com
os antiretrovirais foi feita ap6s incubacdo in vitro na auséncia ou presenca de 5x10°
promastigotas de L. (L.) amazonensis para 5x10° macréfagos peritoneais.

Foi feito um pool com as células peritoneais de seis animais e 5x10° células por mL
foram distribuidas em duplicata em placas de 24 pocos. As placas foram incubadas em
ambiente umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 2 h para permitir a aderéncia dos
macrofagos. Entdo, os pogos foram lavados duas vezes, com STF, pH 7,2, a 37°C para
remover as células ndo aderentes e a seguir cada poco foi preenchido com 1000 pL de
RPMI completo contendo ou ndo 5x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis cultivadas
em meio Schneider, pH 6,7, com 40 pug/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino,
a 26°C, durante 5 dias. Em seguida, as placas foram incubadas, em ambiente
umidificado, com 5% de CO,, a 37°C, por 6 h. Decorrido o tempo de incubacdo, os
pocos foram lavados duas vezes, com STF, pH 7,2, a 37°C para remover 0s parasitos

ndo aderidos ou ingeridos pelos macréfagos, foram adicionados 1000 pL de RPMI
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completo e as placas foram novamente incubadas em ambiente umidificado, com 5% de
CO,, a 37°C, por mais 24 h. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes, com
STF, pH 7,2, 37°C e os macrofagos foram fixados as laminulas com paraformaldeido
4% em STF, pH 7,2, por 10 min, em temperatura ambiente. Foram realizadas mais trés
lavagens com STF, pH 7,2, e os macréfagos foram permeabilizados pela incubag¢do com
Triton a 0,2% em STF, pH 7,2, por 20 min. A seguir, foram realizadas mais trés
lavagens com STF, pH 7,2, e, para bloquear ligacGes inespecificas de anticorpos aos
macréfagos, foi colocada albumina sérica bovina a 2% em STF, pH 7,2, por 20 min, a
temperatura ambiente. Entdo, foram adicionados os anticorpos primarios (IgGs
policlonais produzidas em coelho) diluidos na proporcdo de 1:200 em albumina sérica
bovina a 2% em STF, pH 7,2 contra a subunidade RelB do fator nuclear kapa b (NF-kB)
(Santa Cruz Biotechnology) e contra o fator gama ativado pelo proliferador do
peroxissoma (PPAR-y) e as laminulas foram incubadas por uma noite, a 4°C. Cada
poco foi lavado mais trés vezes com STF, pH 7,2 e em seguida foram colocados o0s
anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (Invitrogen) diluidos em STF,
pH 7,2 e feita incubagdo por mais 1 h, em temperatura ambiente. Foram realizadas mais
trés lavagens com STF, pH 7,2 e os macrofagos foram incubados com 500 pL de 4,6-
diamidino-2-fenil-indol (DAPI) (Sigma) diluido na proporcdo de 1:5000 em STF, pH
7,2, por 5 min. As laminulas foram lavadas mais trés vezes com STF, pH 7,2 e
montadas em laminas de vidro com meio de montagem (Prolong Gold®, Invitrogen,
Eugene, OR, USA). As imagens foram capturadas por microscopia confocal e

processadas utilizando o software ImageJ 1.47q (Magalhaes et al., 2010).

3.15. Quantificacdo da translocacdo do citoplasma para o nucleo do NF- kB e do
PPAR-y

Esta técnica foi adaptada do trabalho descrito por Noursadeghi et al (2008) e foi
executada utilizando-se o software |ImageJ 1.47q (http://rsh.info.nih.goVv/ij).
Resumidamente, foram obtidas cinco imagens DAPI e NF-kB de cada grupo estudado.
Na imagem DAPI foi aplicado um filtro mediano com 3x3 pixels para remover o ruido e
para aproximar a intensidade da coloracdo de um valor mediano. A seguir, por meio do
algoritmo Isodata, a imagem DAPI foi convertida em uma mascara binaria que foi
aplicada sobre a imagem NF-kB original para a obtencdo da intensidade média de

fluorescéncia nuclear do NF-xB. Posteriormente, foi obtida a intensidade média de
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fluorescéncia total do NF-«xB pela analise da imagem NF-kB original. Os dados foram
exportados para o Excel e, a seguir foi subtraida a intensidade média de fluorescéncia
nuclear da intensidade média de fluorescéncia total para a obtencdo da intensidade
média de fluorescéncia citoplasmatica do NF-«xB. Para excluir a possibilidade de ligacdo
inespecifica, cinco imagens de macrdfagos controle corados apenas com o anticorpo
secundério conjugado com Alexa Fluor 546 foram analisadas de maneira semelhante e
os valores obtidos foram descontados dos valores das imagens previamente analisadas.
Para evitar desvios nos resultados ocasionados por diferencas no nimero de células
analisadas, a intensidade média de fluorescéncia total, nuclear e citoplasmatica de cada
imagem foi expressa por 100 células. A quantificacdo da translocacdo nuclear do
PPAR-y foi feita empregando-se a mesma metodologia utilizada para o estudo da

translocacédo nuclear do NF-«xB.

3.16. Expressdo de corpusculos lipidicos detectada pela sonda BODIPY quando os
macrofagos foram incubados com leishménias em condigdes 6timas

Realizamos este experimento para verificar se o tratamento com os antiretrovirais ou
a infeccdo pela Leishmania influenciava a expressdo dos corpusculos lipidicos nos
macrofagos peritoneais.

A marcacéo dos corpusculos lipidicos dos macréfagos de camundongos tratados com
os antiretrovirais foi feita ap6s incubacdo in vitro na auséncia ou presenca de 5x10°
promastigotas de L. (L.) amazonensis para 5x10° macréfagos peritoneais. As
leishméanias empregadas foram cultivadas em meio Schneider, pH 6,7, com 40 pg/mL
de gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias. Resumidamente,
macrofagos peritoneais incubados ou ndo com leishmanias por 30 h, como descrito no
topico 3.15, foram fixados as laminulas com paraformaldeido a 4% em STF, pH 7,2, por
10 min, em temperatura ambiente. A seguir, as células foram lavadas trés vezes, com
STF, pH 7,2 e incubadas com a sonda fluorescente BODIPY (Invitrogen) diluida na
proporcao de 1:400 em STF, pH 7,2. Depois disto, as células foram novamente lavadas
com STF, pH 7,2 e a seguir incubadas com 500 pL de DAPI diluido na proporcéo de
1:5000 em STF, pH 7,2, por 5 min. Entdo, foram realizadas mais trés lavagens com
STF, pH 7,2 e as laminulas montadas sobre laminas de vidro contendo meio de
montagem. As imagens foram capturadas por microscopia confocal e processadas

utilizando o software ImageJ 1.47q (Magalhées et al., 2010).
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3.17. Expressdo de corpusculos lipidicos detectada pela marcacdo com Oil Red
guando os macrofagos foram incubados com leishméanias em condicGes 6timas

A quantificacdo dos corpusculos lipidicos expressos pelos macrofagos de
camundongos tratados com os antiretrovirais foi feita apds incubagdo in vitro na
auséncia ou presenca de 5x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis para 5x10° células
peritoneais. As leishmanias empregadas foram cultivadas em meio Schneider, pH 6,7,
com 40 pg/mL de gentamicina e 20% de soro fetal bovino, a 26°C, durante 5 dias.
Brevemente, macréfagos infectados ou ndo com L. (L.) amazonensis como descrito no
topico 3.15 foram fixados com paraformaldeido 4% em PBS, pH 7,2, por 30 min,
lavados duas vezes com PBS, pH 7,2 e uma vez com alcool isopropilico 60% em agua
destilada. Posteriormente, foram corados por 15 min com uma solucéo de Oil Red O
0,5% em alcool isopropilico 80%, lavados uma vez com alcool isopropilico 60% e duas
vezes com agua destilada. Entdo, as células foram coradas com hematoxilina de Mayer
durante 5 min, lavadas duas vezes com agua destilada e as laminulas foram montadas
sobre laminas de microscopia utilizando-se resina sintética (Entellan®, Merck). As
células foram analisadas por microscopia oOtica em aumento de 1000X e as que foram
positivas apresentaram corpusculos corados em vermelho no citoplasma. Foram
contados 200 macréfagos para a obtencdo do indice de corpuasculo lipidico que foi
calculado multiplicando-se 0 nimero medio de corpusculos lipidicos por macréfago
pelo percentual de macréfagos que expressaram corpusculos lipidicos (Adaptado de

Muniz-Junqueira, 2008).

3.18. Anélise estatistica

Apos a avaliacdo da normalidade e das variancias das amostras foram aplicados
testes estatisticos paramétricos para 0s grupos com distribuicdo normal ou ndo
paramétricos para 0s grupos com distribuicdo ndo normal para analise comparativa entre
0s grupos. Para dois grupos independentes foram aplicados o teste t ou Mann-Whitney.
Para os dados pareados foram utilizados os testes t pareado ou Wilcoxon. Para
comparacdo de mais do que dois grupos foram utilizados os testes ANOVA para 0s
grupos com distribuicdo normal e o Kruskal-Wallis para as que ndo tiveram distribuicao

normal. Os dados foram avaliados pelo software Prism® (Graphpad, USA, 2005).
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RESULTADOS



4.1. Lopinavir/ritonavir e atazanavir diminuiram o numero de células recuperadas

no lavado peritoneal

Observamos que nos grupos tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir o nimero
de células recuperadas no lavado peritoneal foi, respectivamente, 54% e 45% menor do
que 0 nimero de células recuperadas do lavado peritoneal do grupo tratado com salina
(p=0,003,Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn), sendo que a mediana do
namero de células recuperadas por mL de salina tamponada com fostato (STF) foi de
6,4x10°/mL, no grupo tratado com salina, de 3,4x10°/mL, no grupo tratado com
lopinavir/ritonavir e de 3,1x10°, no grupo tratado com atazanavir (figura 3).
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Fig. 3. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre o
numero de células recuperadas no lavado peritoneal de camundongos BALB/c. O grupo controle consistiu
de 10 camundongos tratados com salina tamponada com fosfato, o grupo LPV/RTV consistiu de 10
animais tratados com lopinavir/ritonavir (200mg/50mg/kg/dia) e o grupo ATV foi formado por 10
animais tratados com atazanavir (90mg/kg/dia). Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e
extremos do nimero de células recuperadas por mL de salina tamponada com fosfato. O ndmero de
células recuperadas no lavado peritoneal nos grupos tratados com lopinavir/ritonavir (p=0,003, Kruskal-
Wallis+Dunn) e com atazanavir (p=0,003,Kruskal-Wallis+Dunn) foi menor do que o nimero de células
recuperadas no grupo tratado com salina.

43



4.2. Influéncia dos antiretrovirais sobre o indice de infec¢ao

4.2.a Lopinavir/ritonavir aumentou o indice de infeccdo dos macrdéfagos apos
incubacéo com leishméanias em condicfes subdtimas

Numa menor proporcdo de leishmanias por macréfago, o grupo tratado com
lopinavir/ritonavir apresentou um maior indice de infec¢do, do que o controle tratado
com salina (figura 4), sendo a mediana do indice de infec¢do do grupo tratado com
lopinavir/ritonavir 5,5 vezes maior do que o grupo controle tratado com salina
(p=0,0005, Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn). Essa diferenca foi ocasionada
tanto pelo aumento do percentual de macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis,
sendo de 2,25 para o grupo tratado com salina e de 8,5 para o grupo tratado com
lopinavir/ritonavir (p=0,001, Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn), quanto pelo
aumento do namero médio de L. (L.) amazonensis por macrofago, que foi de 1,0 para o
grupo tratado com salina e de 1,42 para o grupo tratado com lopinavir/ritonavir
(p=0,004, Kruskal-Wallis seguido do método de Dunn).
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Fig. 4. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre o
indice de infecgdo apds incubagdo dos macréfagos com leishmanias em condigdes subdétimas. Cada grupo
consistiu de 10 camundongos. Os dados estdo representados como a mediana, quartis e extremos. Em (A)
encontra-se o indice de infec¢do, em (B) o percentual de macrdfagos infectados por L. (L.) amazonensis e
em (C) o nimero médio de L. (L.) amazonensis por macrdéfago. Em (A), (B) e (C) LPV/RTV > Salina
(p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn).
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4.2.b. Lopinavir/ritonavir and atazanavir aumentaram o indice de infeccdo dos
macrofagos apds incubacao com leishméanias em condigdes 6timas

Observamos que em uma maior proporcao de leishmanias por macréfago, tanto o
grupo tratado com lopinavir/ritonavir (p=0,004, Kruskal-Wallis seguido do método de
Dunn), quanto com o atazanavir (p=0,004, Kruskal-Wallis seguido do método de
Dunn), apresentaram um maior indice infeccdo do que o grupo tratado com salina,
sendo a mediana do indice de infecgdo de 338,0, no grupo tratado com salina, de 434,3,
no grupo tratado com lopinavir/ritonavir e de 446,8, no grupo tratado com atazanavir
(figura 5). Esse aumento foi ocasionado pela elevacdo do percentual de macrofagos
infectados por L. (L.) amazonensis (figura 5), sendo a mediana do percentual de
macréfagos infectados por L. (L.) amazonensis de 38,0, no grupo tratado com salina, de
51,5, no grupo tratado com lopinavir/ritonavir (p=0,02, ANOVA seguido do teste de
Student-Newman-Keuls) e de 49,0, no grupo tratado com atazanavir (p=0,02, ANOVA
seguido do teste de Student-Newman-Keuls). Diferentemente, os antiretrovirais nio

influenciaram o nimero médio de L. (L.) amazonensis por macrofago.
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Fig. 5. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre o
indice de infec¢do apds incubacdo dos macréfagos com leishménias em condigdes 6timas. Cada grupo
consistiu de 10 animais. Os dados estdo representados como a mediana, quartis e extremos. Em (A)
encontra-se o indice de infeccdo, em (B) o percentual de macréfagos infectados por L. (L.) amazonensis e
em (C) a média de L. (L.) amazonensis por macréfago. Em (A) LPV/RTV e ATV > Salina (p=0,004,
Kruskal-Wallis+Dunn). Em (B): LPV/RTV e ATV > Salina (p=0,02, ANOVA+Student-Newman-Keuls).
Em (C) LPV/RTV=ATV=Salina (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls).
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Portanto, concluimos que apenas os macrofagos de camundongos tratados com
lopinavir/ritonavir aumentaram o indice de infeccdo dos macrofagos pelas leishmanias
quando testado em condic¢Bes sub6timas, enquanto que em condi¢cdes dtimas, ambas as
drogas foram capazes de aumentar o indice de infeccdo dos macréfagos pelas

leishmanias

4.3. Os antiretrovirais ndo modificaram a viabilidade dos macrofagos apds a
incubacédo das células com leishméanias em condig¢fes 6timas

Para verificarmos se o tratamento com as drogas influenciava a viabilidade dos
macréfagos em cultura, quantificamos o nimero de macr6fagos vivos ou mortos apés
30 h de incubacdo na presenca ou auséncia das leishmanias apds coloracdo com laranja
de acridina. Pela analise ao microscopio de fluorescéncia, os macrofagos viaveis
apresentavam citoplasma alaranjado e nucleo verde e as células apoptéticas
apresentavam cromatina condensada e/ou fragmentada e citoplasma sem coloracgéo.
Tanto na auséncia quanto na presenca de L. (L.) amazonensis, ndo observamos
diferencas (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls) na viabilidade dos macrofagos
dos camundongos BALB/c entre os grupos tratados com salina, lopinavir/ritonavir ou
atazanavir (figuras 6 e 7). A infeccdo pelas leishméanias ndo modificou a viabilidade dos

macrofagos em nenhum dos grupos estudados (p>0,05, teste t pareado).
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Fig. 6. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
viabilidade dos macréfagos incubados ou ndo com leishmanias em condicGes 6timas. Cada grupo foi
composto por 10 animais. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo do percentual de
macréfagos viaveis apés coloracdo com laranja de acridina (5mg/mL). Verificamos que nenhum dos
tratamentos empregados influenciou a viabilidade dos macréfagos incubados na auséncia ou presenca de
L. (L.) amazonensis (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls). A infeccdo pelas leishmanias néo
modificou a viabilidade dos macrdfagos em nenhum dos grupos estudados (p>0,05, teste t pareado).
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Fig. 7. Microscopia de fluorescéncia mostrando macréfagos peritoneais de camundongos tratados com
salina, lopinavir/ritonavir e atazanavir incubados ou ndo com leishméanias em condi¢des 6timas corados
com laranja de acridina (5mg/mL). A esquerda da figura encontram-se os macréfagos na auséncia dos
parasitos e no lado direito, na presenca das leishmanias. Foram consideradas células viaveis aquelas que
apresentaram citoplasma alaranjado e ndcleo verde e células apoptoticas aquelas com cromatina
condensada e/ou fragmentada e com citoplasma sem coloragdo. Aumento de 400X.
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4.4. NUmero de células aderidas as laminulas

4.4.a. Os antiretrovirais ndo apresentaram toxicidade para os macrdéfagos em
condicBes subdtimas

Para verificar se havia toxicidade para os macréfagos pela infeccdo pelas
leishmanias ou pelo tratamento com as drogas antiretrovirais quantificamos o nimero
de macrofagos que permaneceram aderidos as laminulas na auséncia ou presenca da
infeccdo pela leishméania, apds 24 h de incubagdo com os parasitos.

Quando avaliamos o numero de macr6fagos aderidos apés a infeccdo pela
leihsménia, observamos que os grupos tratados com lopinavir/ritonavir (p=0,02,
ANOVA+Student-Newman-Keuls) e com atazanavir (p=0,02, ANOVA+Student-
Newman-Keuls) apresentaram um maior nimero de macrofagos aderidos as laminulas
do que o grupo tratado com salina (figura 8B), sendo a média = DP de 7.352 + 3.739
macrofagos, no grupo tratado com salina, de 13.300 £ 7.303 macrofagos, no grupo
tratado com lopinavir/ritonavir e de 15222 + 5312 macrofagos, no grupo tratado com
atazanavir. Diferentemente, ndo houve diferenca no nimero de macrofagos aderidos as
laminulas, entre os grupos estudados, na auséncia dos parasitos (figura 8A).

Ao compararmos 0 numero de macrdfagos aderidos as laminulas, na auséncia e
presenca de L. (L) amazonensis (figura 9), observamos que houve uma tendéncia a uma
diminuicdo do nimero de macrofagos aderidos as laminulas na presenca dos parasitos
no grupo tratado com salina (12.563 = 5.941 versus 7.352 + 3.739) (p=0,096, teste t
pareado), mas ndo nos grupos tratados com lopinavir/ritonavir (p=0,644, teste t pareado)

e atazanavir (p=0,905, teste t pareado).
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Fig. 8. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre o
numero de células aderidas as laminulas quando os macréfagos foram incubados ou ndo com leishmanias
em condicdes subdtimas. Cada grupo consistiu de 10 animais. Nos gréficos estdo representados a media +
desvio padrdo do nimero de macréfagos aderidos as laminulas. Em (A): Na auséncia das leishmanias
LPV/RTV=ATV=Salina (p=0,767, ANOVA+Student-Newman-Keuls). Em (B): Na presenca dos
parasitos, LPV/RTV e ATV > Salina (p=0,027, ANOVA+Student-Newman-Keuls).
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Fig. 9. Influéncia da infeccdo com leishméanias em condi¢Oes subétimas sobre o nimero de células
aderidas as laminulas quando os macréfagos foram obtidos camundongos BALB/c tratados ou ndo com
lopinavir/ritonavir e atazanavir. Cada grupo estudado consistiu de 10 animais. Os dados foram
apresentados como média + desvio padrdo do nimero de macréfagos aderidos as laminulas. Houve uma
tendéncia a diminuicdo do nimero de macréfagos aderidos as laminulas na presenca das leishmanias no
grupo tratado com Salina (p=0,096, teste t pareado), mas ndo nos grupos tratados com LPV/RTV
(p=0,644, teste t pareado) e ATV (p=0,905, teste t pareado).
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4.4.b Os antiretrovirais ndo apresentaram toxicidade para os macrofagos em
condicBes Gtimas

Para verificarmos se uma maior proporcéo de leishménias por macréfago também
influenciava 0 nimero de macréfagos aderidos as laminulas, incubamos 2x10°
macréfagos com 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Diferentemente do que aconteceu quando os ensaios de aderéncia foram feitos com
uma menor proporcdo de parasitos por macrofago, ndo foram observadas diferencas
(p>0,05, ANOVA ou Kruskal-Wallis) no numero de macr6fagos aderidos as laminulas
entre os grupos tratados com salina, lopinavir/ritonavir ou atazanavir quando 0S
macréfagos foram incubados na auséncia e/ou na presenca de uma maior proporc¢do de
leishmanias por macréfago (figura 10). A infeccdo dos macrdfagos pelas leishmanias
ndo modificou o numero de macrofagos aderidos em nenhum dos grupos estudados
(p>0,05, teste t pareado ou teste de Wilcoxon).

Em conclusdo, o tratamento com lopinavir/ritonavir e atazanavir levou a um
aumento do numero de macrofagos aderidos as laminulas apenas quando as células
foram incubadas com leishmanias em condi¢cdes subotimas, porém ndo alterou a
capacidade de aderéncia das células incubadas apenas com o meio de cultura ou com

leishméanias em condi¢6es Gtimas.
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Fig. 10. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre o
namero de células aderidas as laminulas quando os macréfagos foram incubados ou ndo com leishmanias
em condigdes 6timas. Cada grupo consistiu de 10 animais. Os dados foram apresentados como mediana,
quartis e extremos do nimero de macréfagos aderidos as laminulas. Quando analisamos o nimero de
macréfagos aderidos as laminulas entre os grupos estudados, na auséncia e/ou presenca das leishmanias,
verificamos que LPV/RTV=ATV=Salina (p>0,05, ANOVA ou Kruskal-Wallis). A infeccdo pelas
leishmaénias ndo alterou 0 nimero de macréfagos aderidos as laminulas em nenhum dos grupos de estudo
(p>0,05, teste t pareado e teste de Wilcoxon).

55



4.5. Lopinavir/ritonavir e atazanavir aumentaram a recuperagdo de leishmanias

apos a incubacao com os macrofagos em condicgdes o6timas

Para verificarmos se o tratamento com o0s antiretrovirais influenciava a
sobrevivéncia das leishmanias apds o co-cultivo com os macréfagos, recuperamos 0s
parasitos intracelulares que sobreviveram ap6s 30 horas de incubagdo com o0s
macrdofagos e avaliamos o seu crescimento diariamente durante cinco dias.

Ao sobrepormos as curvas de crescimento, verificamos que nos grupos tratados
com lopinavir/ritonavir e atazanavir houve um maior crescimento parasitario em todos
os dias analisados (figura 11). No terceiro dia de cultivo, houve 45,1% (p=0,001,
Kruskal-Wallis+método de Dunn) e 56,4% (p=0,001, Kruskal-Wallis+Dunn) mais
promastigotas/mL, respectivamente, nos grupos tratados com lopinavir/ritonavir e

atazanavir que no grupo tratado com salina.
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Fig. 11. Curvas de crescimento de L. (L.) amazonensis que sobreviveram apds o co-cultivo com os
macréfagos. O grupo controle consistiu de 10 camundongos tratados com salina tamponada com fosfato,
0 grupo LPV/RTV consistiu de 10 animais tratados com lopinavir/ritonavir e o grupo ATV foi formado
por 10 animais tratados com atazanavir. Cada ponto expressa a mediana do nimero de promastigotas por
mL de meio Schneider por dia de cultura. Os grupos tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir
apresentaram um maior crescimento parasitario do que o grupo tratado com salina em todos os dias
analisados.
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4.6. Producéo de 6xido nitrico pelos macrofagos

4.6.a O lopinavir/ritonavir recuperou em parte a depressao na producdo do NO
pelos macrofagos determinada pelas leishméanias em condic6es subétimas

Avaliamos a producdo do 6xido nitrico pelos macréfagos nas primeiras 24 h em
cultura, na auséncia ou presenca de uma menor proporcao de parasitos por macréfago,
para analisarmos a influéncia das drogas antiretrovirais sobre a capacidade de producao
de moléculas leishmanicidas.

Observamos que as leishmanias diminuiram a producdo de o6xido nitrico pelos
macréfagos do grupo tratado com salina (figura 12), sendo que a mediana da producéo
de 6xido nitrico basal foi de 0,830 UM e a mediana da producdo de Oxido nitrico
estimulada pelos parasitos foi de 0,145 uM (p=0,054, teste de Wilcoxon).

Quando analisamos a producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos tratados com
antiretrovirais verificamos que as leishméanias também reduziram a producéo de oxido
nitrico, no grupo tratado com o atazanavir (figura 12), sendo a mediana da producéo
basal de 2,94 uM, enquanto que a mediana da producdo estimulada foi de 1,21 puM
(p=0,004, teste t pareado). Diferentemente, ndo observamos modificacbes entre a
producdo basal e estimulada do 6xido nitrico, no grupo tratado com lopinavir/ritonavir
(figura 12), sendo que a mediana da producdo de Oxido nitrico sob a acéo exclusiva da
droga foi de 2,27 uM, enquanto que a mediana da producdo estimulada pelas
leishmanias foi de 1,88 uM (p=0,194, teste t pareado).

Ao compararmos a producdo estimulada pelas leishmanias nos trés grupos
estudados, verificamos que o grupo tratado com lopinavir/ritonavir produziu mais 6xido
nitrico do que o grupo tratado com salina, sendo que a mediana do grupo tratado com
lopinavir/ritonavir foi de 1,89 uM (p=0,03, Kruskal-Wallis seguido do método de
Dunn) enquanto que a do grupo tratado com salina foi de 0,145 uM (figura 13B). Nao
observamos diferencas na producdo basal do Oxido nitrico entre os trés grupos
estudados (figura 13A).
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Fig. 12. Influéncia da infeccdo pelas leishmanias em condi¢Bes subdtimas sobre a produgdo de oxido
nitrico pelos macréfagos de camundongos BALB/c tratados ou ndo com lopinavir/ritonavir e atazanavir.
Cada grupo de estudo consistiu de 10 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e
extremos da producdo de 6xido nitrico. Nos grupos tratados com salina (p=0,054, teste de Wilcoxon) e
ATV (p=0,004, teste t pareado) a producdo de déxido nitrico estimulada pelas leishmanias foi menor do
que a producdo basal. Diferentemente, no grupo tratado com LPV/RTV a producdo de dxido nitrico
estimulada pelos parasitos foi semelhante a producédo basal (p=0,194, teste t pareado).
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Fig. 13. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos incubados ou ndo com leishmanias em condicfes sub6timas.
Cada grupo de estudo consistiu de 10 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e
extremos da producdo de dxido nitrico. Em (A): Na auséncia das leishmanias LPV/RTV=ATV=Salina
(p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn). Em (B): Na presenca dos parasitos LPV/RTV > Salina (p=0,03,
Kruskal-Wallis+Dunn).
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4.6.b. Menor producdo de Oxido nitrico pelos macrofagos de camundongos
tratados com atazanavir ap6s incubagdo com leishméanias em condicGes 6timas

Numa maior propor¢do de leishménias, os macréfagos do grupo tratado com
atazanavir produziram menos 6xido nitrico quando incubados com as leishmanias,
sendo que a mediana da producdo basal foi de 1,656 uM, enquanto a mediana da
producdo estimulada pela leishménia foi de 0,947 uM (p=0,032, teste t pareado). J& no
grupo tratado com lopinavir/ritonavir (figura 14) houve apenas uma tendéncia a menor
producdo de Oxido nitrico na presenca dos parasitos, sendo que a mediana da producgdo
basal foi de 1,394 uM, enquanto a mediana da producdo estimulada foi de 1,028 uM
(p=0,063, teste t pareado). N&o foram observadas diferencas ao compararmos a
producdo basal e a produgéo estimulada pelas leishmanias entre os grupos estudados
(p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn).

Né&o verificamos diferenca entre a producéo de 6xido nitrico basal e estimulada pela
leishménia no grupo controle tratado com salina (figura 14), sendo que a mediana da
producdo basal foi de 0,923 pM, engquanto que a mediana da producédo estimulada foi de
1,209 uM (p=0,843, teste de Wilcoxon).
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Fig. 14. Influéncia da infeccdo pelas leishmanias em condicdes 6timas sobre a producdo de oxido nitrico
pelos macréfagos de camundongos BALB/c tratados ou ndo com lopinavir/ritonavir e atazanavir. Cada
grupo foi composto por 10 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e extremos da
producdo de éxido nitrico. Verificamos que ndo houve diferenca entre a producdo basal e estimulada do
Oxido nitrico, no grupo tratado com salina (p=0,843, teste de Wilcoxon). Diferentemente, no grupo
tratado com ATV, ocorreu uma reducdo da producdo do Oxido nitrico na presenca das leishmanias
(p=0,032, teste t pareado). J& no grupo tratado com LPV/RTV ocorreu uma tendéncia a diminuicdo da
producdo estimulada pelas leishmanias de éxido nitrico (p=0,063, teste t pareado). Nao foram observadas
diferencas na producdo de éxido nitrico basal e estimulada pelas leishmanias entre os grupos estudados
(p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn).

Concluimos que o tratamento com lopinavir/ritonavir e o atazanavir ndo influenciou
a producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos incubados apenas com o meio de cultura.
Esses medicamentos, também ndo estimularam a producdo de éxido nitrico pelos
macrofagos incubados com leishméanias em condi¢fes 6timas, e embora a producédo de
oxido nitrico dos macrofagos dos animais tratados com os antiretrovirais incubados com
parasitos em condi¢des subdtimas tenha sido mais elevada, a quantidade produzida ou
foi semelhante ou foi menor do que a dos macrofagos incubados apenas com o meio de

cultura.
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4.7. Os antiretrovirais ndo influenciaram a producdo de peréxido de hidrogénio

pelos macrofagos incubados com as leishméanias em condigdes 6timas

Para verificarmos se uma maior proporcéo de leishmanias por macréfago também
influenciava a producéo de peréxido de hidrogénio pelos macréfagos, incubamos 2x10°
macréfagos com 2x10° promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Observamos que ndo houve diferenca entre a producdo de perdxido de hidrogénio
basal e estimulada pelas leishménias (figura 15) nos grupos tratados com salina,
lopinavir/ritonavir e atazanavir (p>0,05, teste t pareado). Também ndo observamos
diferencas entre 0s grupos estudados tanto na presenca quanto na auséncia de L. (L.)
amazonensis (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls).
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Fig. 15. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de peroxido de hidrogénio pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com leishmanias em
condicdes 6timas. Cada grupo foi constituido por 10 animais. Os dados estdo representados como a média
+ desvio padrdo da producéo de peroxido de hidrogénio. Ndo observamos diferencas entre a produgdo de
peroxido de hidrogénio basal e estimulada pelas leishmanias (p>0,05, teste t pareado) em nenhum dos
tratamentos empregados. N&o observamos diferencas entre os grupos estudados (p>0,05,
ANOVA+Student-Newman-Keuls).
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4.8. Maior produacdo producdo de IL-1B pelos macrofagos tratados com
atazanavir e lopinavir/ritonavir (condic6es subotimas)

Verificamos que o grupo tratado com atazanavir produziu maior quantidade IL-1p
do que o grupo tratado com salina, sendo que a mediana da producgdo basal (figura
16A), no grupo tratado com atazanavir, foi de 78,0 pg/mL, enquanto que no grupo
tratado com salina foi de 0,0 pg/mL (p=0,02, Kruskal-Wallis+Dunn). O mesmo ocorreu
quando a producdo foi avaliada apds o estimulo com as leishmanias, sendo que a
mediana foi de 133,0 pg/mL de IL-1f3, no grupo tratado com atazanavir, enquanto que
no grupo tratado com salina foi de 12,0 pg/mL de IL-1B (p=0,003,ANOVA+Student-
Newman-Keuls) (figura 16B).

N&o observamos diferencas entre a producdo de IL-13 basal ou estimulada pelas
leishmanias, no grupo tratado com salina (figura 17), sendo que a mediana da producao
basal foi de 0,0 pg/mL, enquanto que a da producédo estimulada foi de 12,0 pg/mL
(p=0,250, teste de Wilcoxon). O mesmo acorreu com 0 grupo tratado com atazanavir
(figura 17), sendo que a mediana da producéo basal foi de 78,0 pg/mL, enguanto que a
da producédo estimulada pela leishmania foi de 133,0 pg/mL (p=0,172, teste t pareado).
Diferentemente, no grupo tratado com lopinavir/ritonavir (figura 17), houve um
aumento da producdo de IL-1p na presenca das leishmanias, sendo que a mediana da
producdo basal foi de 11,0 pg/mL, enquanto que a da producdo estimulada pela

leishmania foi de 61,0 pg/mL (p=0,013, teste t pareado).
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Fig. 16. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de IL-1B pelos macrofagos que foram incubados ou ndo com leishménias em condicdes
sub6timas. Cada grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis
e extremos da producdo de IL-1B. Ao compararmos os resultados entre os grupos estudados, verificamos

que o grupo tratado com ATV apresentou uma maior producdo de IL-1 B basal (p=0,02, Kruskal-
Wallis+Dunn) e estimulada pela leishmania (p=0,003,ANOVA+Student-Newman-Keuls) do que o grupo

tratado com salina.
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Fig. 17. Influéncia da infeccdo pelas leishméanias em condigBes subdtimas sobre a producédo de I1L-1(3
pelos macréfagos de camundongos BALB/c tratados ou ndo com lopinavir/ritonavir e atazanavir. Cada
grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e extremos da
producdo de IL-1B. N&o observamos diferencas entre a produgdo de IL-1p, basal e estimulada pelas
leishmaénias, no grupo tratado com salina (p=0,250, teste de Wilcoxon) e ATV (p=0,172, teste t pareado).

Diferentemente, houve um aumento da producéo de IL-1f na presenca das leishmanias, no grupo tratado
com LPV/RTV (p=0,013, teste t pareado).
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4.9 A producdo de IL-6 n&o foi infuenciada pelos antiretrovirais (condigOes
subdtimas)

A produgdo de interleucina-6 (figura 18) nédo foi influenciada pelo tratamento com
salina, lopinavir/ritonavir e atazanavir (p=0,862, ANOVA seguido do teste de Student-
Newman-Keuls).

68



15001

p>0,05
1000 —|— —
£
[@)]
£
©
=
500-
0

Salina  Salinatleish ~ LPV  LPV+leish ATV ATV+leish

Fig. 18. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de IL-6 pelos macrofagos que foram incubados ou ndo com leishméanias em condicGes
subétimas. Cada grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como média + desvio
padrdo da producdo de IL-6. A producdo de IL-6 ndo foi influenciada pelo tratamento com salina,
LPV/RTV e ATV (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls).
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Concluimos que ambos os antiretrovirais ndo influenciaram a producdo de IL-6
tanto na auséncia quanto na presenca das leishmanias, porém o tratamento com
atazanavir aumentou a producdo de IL-1p pelos macréfagos na auséncia dos parasitos e,
tanto o lopinavir/ritonavir quanto o atazanavir aumentaram a producdo de IL-1p pelos

macrdfagos incubados com as leishménias em condic6es subdtimas.

4.10. Producdo de IL-12p70, TNF-a e IL-23 pelos macrofagos (em condicbes

6timas)

4.10.a 1L-12p70

Ao avaliarmos a influéncia do tratamento com os antiretrovirais sobre a producao
de IL-12, observamos que na auséncia de parasitos, 0 tratamento com atazanavir
aumentou significativamente a producéo de IL-12 em relagdo ao grupo controle tratado
com salina (p=0,023, Kruskal-Wallis+Dunn), sendo que a mediana da producéo de IL-
12 foi de 0,0 pg/mL no grupo tratado com salina e de 29,0 pg/mL no grupo tratado com
ATV (figura 19). Diferentemente, nenhum dos tratamentos empregados alterou a
producdo de IL-12 pelos macrofagos peritoneais na presenca das leishmanias
(p=0,630,Kruskal-Wallis+Dunn).

Quando comparamos a producdo de IL-12 basal e estimulada pelas leishmanias,
observamos que, no grupo tratado com atazanavir, a infeccdo dos macrofagos pelas
leishméanias determinou um decréscimo da producdo de IL-12 (p=0,058, teste t
pareado), sendo que a mediana da producdo basal foi de 29,0 pg/mL e a da producéo
estimulada pelos parasitos foi de 0,0 pg/mL (figura 19). Diferentemente, a infeccéo dos
macrofagos pelos leishmanias, ndo alterou a producao de IL-12 nos grupos tratados com
salina e LPV/RTV (p>0,05, teste de Wilcoxon).
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Fig. 19. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a produgéo de
IL-12p70 pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com leishmanias em condicfes 6timas. Cada
grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e extremos da
producdo de IL-12. ATV > Salina (p=0,023,Kruskal-Wallis+Dunn) e ATV > ATV+leish (p=0,058, teste t
pareado).
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4.10.b TNF-a

Quando o grupo tratado com salina foi comparado com o grupo tratado com
atazanavir, observamos que o tratamento com o antiretroviral diminui a producdo de
TNF-a pelos macréfagos que ndo estavam infectados pelas leishmanias (p<0,0001,
ANOVA+Student-Newman-Keuls), sendo que a média + DP foi de 49,4 + 6,26 pg/mL
no grupo tratado com salina e de 28,0 £ 4,24 pg/mL no grupo tratado com atazanavir
(figura 20). Diferentemente, nenhum dos inibidores da protease do VIH alterou a
producdo de TNF-a na presenca das leishménias (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-
Keuls).

Ao analisarmos as diferencas entre a producdo de TNF-a basal e estimulada pelas
leishmanias, observamos que a infeccdo dos macréfagos pelos parasitos promoveu uma
diminuicdo na producdo de TNF-a no grupo tratado com salina (p=0,047, teste t
pareado), sendo que a média = DP da producéo basal foi de 49,4 + 6,26 pg/mL e da
producdo estimulada pelas leishménias foi de 40,4 + 2,7 pg/mL (figura 20). De maneira
oposta, no grupo tratado com atazanavir, a infeccdo dos macréofagos pelas leishmanias
ocasionou uma elevacao da producéo de TNF-a (p=0,025, teste t pareado), sendo que a
média + desvio padrdo da producdo basal foi de 28,0 + 4,24 pg/mL e a da producao
estimulada pelos parasitos foi de 38,6 £ 8,5 pg/mL (figura 20). Diferentemente, a
producdo de TNF-a pelos macréfagos do grupo tratado com LPV/RTV néo foi afetada

pela infeccdo com L. (L.) amazonensis (p=0,167, teste t pareado).
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Fig. 20. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de TNF-o pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com leishmanias em condicdes
6timas. Cada grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como média * desvio

padrdo da producdo de TNF-a. ATV < Salina (p<0,0001,ANOVA+Student-Newman-Keuls), Salina >
Salina+leish (p=0,047, teste t pareado) e ATV < ATV+leish (p=0,025, teste t pareado).
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4.10.c IL-23

A produgdo de IL-23 (figura 21) néo foi influenciada nem pelo tratamento com os
antiretrovirais nem pela infeccdo com os parasitos (p>0,05, ANOVA+Student-
Newman-Keuls). Também ndo houve diferenca entre a producdo de IL-23 basal e
estimulada pelas leishménias em nenhum dos grupos estudados (p>0,05, teste t
pareado).
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Fig. 21. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de IL-23 pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com leishméanias em condigdes étimas.
Cada grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como média + desvio padrdo da
producdo de IL-23. Salina=LPV/RTV=ATV (p>0,05, ANOVA+Student-Newman-Keuls). Ndo houve
diferenca entre a producdo basal e estimulada pelas leishmanias em nenhum dos grupos estudados

(p>0,05, teste t pareado).

75



Em conclusdo, ndo houve influéncia dos antiretrovirais sobre a producéo de I1L-23,
na auséncia e na presenca dos parasitos. Porém, o tratamento com atazanavir aumentou
a producéo de IL-12p70 e reduziu a producdo de TNF-a pelos macrofagos incubados
apenas com o meio de cultura. Contudo, a infeccdo com leishmanias em condigcOes
6timas suprimiu a producdo de IL-12p70 e aumentou a producdo de TNF-o pelos

macréfagos dos animais tratados com atazanavir.

4.11. Producao de IL-10 pelos macrofagos (em condigdes 6timas)

Quando avaliamos a influéncia do tratamento com o0s antiretrovirais sobre a
producdo de IL-10, observamos que na auséncia de parasitos, o tratamento com
lopinavir/ritonavir e atazanavir diminuiram significativamente a producéo de IL-10 em
relagdo ao grupo controle tratado com salina (p=0,01, Kruskal-Wallis+Dunn), sendo que
a mediana da producdo de IL-10 foi de 100,5 pg/mL no grupo tratado com salina, de 0,0
pg/mL no grupo tratado com lopinavir/ritonavir e de 0,0 pg/mL no grupo tratado com
ATV (figura 22). Diferentemente, nenhum dos tratamentos empregados alterou a
producdo de IL-10 pelos macrofagos peritoneais na presenca das leishmanias
(p=0,39,Kruskal-Wallis+Dunn).

Quando comparamos a producdo de IL-10 basal e estimulada pelas leishmanias,
observamos que, no grupo tratado com salina, a infeccdo dos macrofagos pelas
leishmanias determinou um decréscimo da producdo de IL-10 (p=0,01, teste t pareado),
sendo que a mediana da producéo basal foi de 100,5 pg/mL e a da producao estimulada
pelos parasitos foi de 13,0 pg/mL (figura 22). Diferentemente, a infeccdo dos
macrofagos pelas leishmanias, ndo alterou a producédo de IL-10 nos grupos tratados com
LPV/RTV e ATV (p>0,05, teste de Wilcoxon).
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Fig. 22. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
producdo de IL-10 pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com leishmanias em condicGes 6timas.
Cada grupo foi composto por 5 animais. Os dados estdo representados como mediana, quartis e extremos
da producéo de IL-10. ATV e LPV/RTV< Salina (p=0,01,Kruskal-Wallis+Dunn).
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Portanto, concluimos que o tratamento com ambos os antiretrovirais reduziu a
producédo de IL-10 pelos macré6fagos incubados com o meio de cultura, que se manteve
baixa mesmo quando os macrofagos foram incubados com leishmanias em condigdes

otimas.

4.12. Expressao dos corpusculos lipidicos em macréfagos (em condicbes 6timas)

Para verificarmos a influencia das drogas antiretrovirais ou das leishmanias sobre a
expressao dos corpusculos lipidicos, analisamos a expressdo dos corpusculos apés 30 h
de incubacdo dos macrdfagos, na auséncia ou presenca dos parasitos.

As imagens obtidas por microscopia confocal apds a coloragdo dos macréfagos
com a sonda fluorescente Bodipy (figura 23) e a quantificacdo dos corpusculos lipidicos
por microscopia Otica ap6s a coloragdo dos macréfagos com Oil Red (Tabela 1; p>0,05,
Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn) mostraram que ndo houve diferenca
entre a expressao dos corpusculos lipidicos dos grupos tratados com antiretrovirais
quando comparada a do grupo tratado com salina, tanto na auséncia quanto na presenca

das leishmanias (p>0,05, Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn).
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Tempo de incubagéo: 30 horas

RPMI RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV

Fig. 23. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
expressdo dos corpusculos lipidicos em macro6fagos incubados ou ndo com leishmanias em condicdes
6timas. Macrofagos peritoneais incubados ou n&o por 30 h com 5x10° promastigotas de L. (L.)
amazonensis foram fixados com PFA 4%. A seguir, as células foram sequencialmente incubadas com
sonda fluorescente Bodipy (1:400) e DAPI (1:5000) para analise por microscopia confocal. A esquerda da
figura estdo os macrofagos na auséncia dos parasitos e no lado direito, na presenca das leishméanias. Apds
30 h de incubacdo, ndo observamos diferengas na expressdo dos corpusculos lipidicos entre os grupos
estudados, tanto na auséncia quanto na presenca das leishmanias. Velocidade: 100 Hz. Pinhole: 95,5 um.
Zoom 4.5x.
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Tabela. 1. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre
a expressao dos corpusculos lipidicos em macréfagos incubados ou ndo com leishmanias em condices

Gtimas
indice de corpusculos lipidicos
Salina LPV ATV Salina+Leish LPV+Leish ATV+leish
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
36(15-71) | 25(0,5-6,5) | 3,9(25-55) | 0,0(0,0-7,1) | 1,0(0,0-1,5) | 3,0(0,0-12,01)
p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn
Namero médio de corpusculos lipidicos por macréfago
Salina LPV ATV Salina+Leish LPV+Leish ATV+leish
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
1,2(1,0-47) | 10(1,0-16) | 1,5(1,3-16) | 0,0(0,0-4,7) | 1,5(0,0-3,0) | 1,5(0,0-3,43)
p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn
Percentual de macréfagos expressando corpusculos lipidicos
Salina LPV ATV Salina+Leish LPV+Leish ATV+leish
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
15(15-30) | 25(05-4,0) | 3,0(15-35) | 0,0(0,0-15) | 0,0(0,0-0,5) 2,0(0,0-3,5)

p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn

p>0,05, Kruskal-Wallis+Dunn
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4.13. Imagens representativas da translocacdo da subunidade p65 do NF-kB para

0s nucleos de macréfagos (em condicbes subotimas)

Para avaliarmos se o tratamento com lopinavir/ritonavir e atazanavir influenciava as
vias de sinalizagdo dos macrdfagos envolvidas na defesa contra as leishmanias,
analisamos por microscopia confocal a translocacdo NF-xB (p65) para os nucleos dos
macrdfagos incubados por 1 h, 4 h e 24 h, na auséncia ou presenca das leishménias.
Realizamos também cortes ortogonais dos nucleos, para obtencdo das imagens
considerando o eixo Z, que marca a profundidade do corte, para confirmar que o fator
de transcricdo NF-xB p65 encontrava-se no interior do ndcleo.

Observamos que, tanto o grupo tratado com salina quanto o grupo tratado com
lopinavir/ritonavir, apresentaram translocacdo da subunidade p65 do NF-xB para os
nucleos dos macrofagos apds 4 horas (figuras 27 e 29) e 24 horas (figuras 30 e 31) de
incubagdo com os parasitos. Entretanto, o tratamento com atazanavir promoveu a
translocacdo do NF-kB (p65) para os nucleos dos macréfagos mais precocemente, ja
ocorrendo apos 1 hora (figuras 24 e 26) e 4 horas (figuras 27 e 29) de incubagdo dos
macrofagos com as leishmanias.

Diferentemente, ndo houve translocacdo da subunidade p65 do NF-xB para os
nucleos dos macrofagos dos camundongos nao incubados com as leishmanias que foram
tratados apenas com salina e lopinavir/ritonavir em qualquer tempo avaliado (figuras 24,
27 e 30). Entretanto, nos animais tratados com o atazanavir, a translocacdo do NF-«xB
(p65) ja foi detectada apos 1 hora (figuras 24 e 25) e 4 horas (figuras 27 e 28) de

incubacgdo dos macrdfagos em meio de cultura.
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Tempo de incubagéo: 1 hora

RPMI RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV

0 ym 75

Fig. 24. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
translocacdo da subunidade p65 do NF-kB para os nlcleos dos macréfagos incubados ou ndo com
leishmanias em condi¢Bes subotimas. Macrofagos foram fixados com PFA 4%. A seguir, foram
sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-p65 (1:200), anticorpos secundarios
conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por microscopia confocal.
Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul marca o nicleo pelo DAPI. A
esquerda da figura estdo os macrdfagos na auséncia dos parasitos e no lado direito na presenca das
leishmanias. Os macrdfagos do grupo tratado com ATV apresentaram translocacdo do NF-xB (p65) para
o0s nucleos, tanto na auséncia quanto na presenca das leishmanias. Velocidade: 100Hz. Pinhole: 95,5 um.
Zoom 4x.
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Tempo de incubagéo: 1 hora

ATV

Fig. 25. Corte ortogonal de nlcleo de macréfago peritoneal de camundongo BALB/c tratado com
atazanavir incubado por 1 h com RPMI. Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e
em azul indica a marcacédo do ntcleo pelo DAPI. Observamos a presenca de marcacdo para o alexa fluor
(vermelho) no interior do nucleo, confirmando a presenca do do NF-kB (p65) no interior do nicleo do
macrofago. Velocidade: 400Hz. Pinhole: 246 um. Zoom 4x.

RPMI + Leishmania

ATV

Fig. 26. Corte ortogonal de nlcleo de macréfago peritoneal de camundongo BALB/c tratado com
atazanavir incubado por 1 h com leishmanias em condic¢fes subdtimas. Marcagdo em vermelho indica
positividade para o0 alexa fluor e em azul indica a marcacao do nucleo pelo DAPI. Observamos a presenca
de marcacdo para o alexa fluor (vermelho) no interior do nucleo, confirmando a presenca do NF-«kB (p65)
no interior do nucleo do macroéfago. Velocidade: 400Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 4x.
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Tempo de incubacédo: 4 horas

RPMI RPMI + Leishmania

B . .
- . .
ATV . .

Fig. 27. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
translocacdo da subunidade p65 do NF-kB para os nucleos de macrdfagos incubados ou ndo com
leishmanias em condicfes subdtimas. Macrdfagos peritoneais incubados ou néo por 4 h com leishméanias
foram fixados com PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-
p65 (1:200), anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para
andlise por microscopia confocal. Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul
indica a marcacdo do nlcleo pelo DAPI. A esquerda da figura estdo os macréfagos na auséncia dos
parasitos e no lado direito, na presenca das leishmanias. Na presenga das leishmanias, houve translocacao
do NF-xB (p65) para os nucleos dos macrdfagos em todos os grupos analisados, entretanto, na auséncia
dos parasitos, sé ocorreu transloca¢do do NF-xB (p65) para os nucleos dos macréfagos no grupo tratado
com o atazanavir. Velocidade: 100Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 4x.
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Tempo de incubacédo: 4 horas

RPMI

ATV

Fig. 28. Corte ortogonal de ndcleo de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com
atazanavir incubados por 4 h com meio RPMI. Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa
fluor e em azul indica a marcacéo do nucleo pelo DAPI. Observamos a presenca de marcacéo para o alexa
fluor (vermelho) no interior do nucleo, confirmando a presenca do NF-xB (p65) no interior do nucleo do
macrofago. Velocidade: 400Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 4x.
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Tempo de incubacédo: 4 horas

RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV

Fig. 29. Cortes ortogonais de nucleos de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c tratado com
salina, lopinavir/ritonavir e atazanavir e incubados por 4 h com leishméanias em condicfes subétimas.
Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a marcacdo do nucleo pelo
DAPI. Observamos a presen¢ga de marcagdo para o alexa fluor (vermelho) no interior do nucleo,
confirmando a presenca do NF-kB (p65) no interior do ndcleo do macréfago. Velocidade: 400Hz.
Pinhole: 95,5 um. Zoom 4x.
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Tempo de incubagéo: 24 horas

RPMI RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV
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Fig. 30. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
translocacdo da subunidade p65 do NF-kB para os nucleos de macrdfagos incubados ou ndo com
leishmanias em condigBes sub6timas. Macrdfagos peritoneais incubados ou ndo por 24 h com leishméanias
foram fixados com PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-
p65 (1:200), anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para
andlise por microscopia confocal. Marcacgdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul
indica a marcacdo do nicleo pelo DAPI. A esquerda da figura estdo os macréfagos na auséncia dos
parasitos e no lado direito, na presenca das leishmanias. Apds 24 horas de incubagdo com as leishmanias,
observamos a translocacdo do NF-kB (p65) para os nucleos de macrdfagos do grupo tratado com salina e
LPV/RTV, mas ndo nos macrdfagos do grupo tratado com ATV. N&o encontramos o fator de transcri¢do
nos nucleos dos macréfagos incubados apenas com o meio de cultura. Velocidade: 100Hz. Pinhole: 95,5
pm. Zoom 4x.
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Tempo de incubagéo: 24 horas

RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

Fig. 31. Corte ortogonal de ndcleos de macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c tratados com
salina e lopinavir/ritonavir incubados por 24 h com leishménias em condicbes subo6timas. Marcacdo em
vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a marcacdo do nicleo pelo DAPI.
Observamos a presencga de marcacdo para o alexa fluor (vermelho) no interior do nucleo, confirmando a
presenca do NF-kB (p65) no interior do nlcleo do macrofago. Velocidade: 400Hz. Pinhole: 95,5 pm.
Zoom 4x.

Em conclusédo, apenas o tratamento com o atazanavir estimulou a translocacdo da
subunidade p65 do NF-kB do citoplasma para os nucleos dos macréfagos incubados
com o meio de cultura e favoreceu a translocacdo mais precoce desse fator de
transcricdo para os nucleos dos macrofagos incubados com leishmanias em condicoes

subdtimas.
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4.14. Imagens representativas e quantificagdo da expressdo da subunidade RelB do

NF-kB em macro6fagos (condicbes 6timas)

Para verificarmos a influencia das drogas antiretrovirais ou das leishmanias sobre a
expressao da subunidade RelB do NF-«B, analisamos a expressdo do RelB apds 30 h de
incubacdo dos macréfagos, na auséncia ou presenca dos parasitos por microscopia
confocal e quantificamos utilizando o software ImageJ.

As imagens obtidas por microscopia confocal monstraram que houve uma
diminuicdo na expressdo total de RelB nos macréfagos do grupo tratado com
lopinavir/ritonavir em relacdo ao grupo tratado com salina, tanto na auséncia (figura
32A versus B) quanto na presenca das leishmanias (figura 32D versus E). Ja os
macrofagos do grupo tratado com atazanavir, tanto na auséncia (figuras 32A e B versus
C), quanto na presenca das leishméanias (figuras 32D e E versus F), exibiram expressdo
total aumentada de RelB, tanto em relagdo aos macréfagos do grupo tratado com salina,
quanto em relacdo as células do grupo tratado com lopinavir/ritonavir. Nas imagens
ampliadas (Figura 33), observamos que, na presenca das leishmanias, houve ainda uma
diminuicdo da expressdo nuclear de RelB nos macrofagos dos camundongos tratados
com salina (figura 33D) e lopinavir/ritonavir (figura 33E), mas ndo nos macrofagos dos

camundongos tratados com atazanavir (figura 33F).

89



Tempo de incubagéo: 30 horas

RPMI RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV
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Fig. 32. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
expressdo da subunidade RelB do NF-xB em macrdfagos incubados ou ndo com leishménias em
condigBes Gtimas. Macrdfagos peritoneais incubados ou ndo por 30 h com leishmanias foram fixados com
PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-RelB (1:200),
anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por
microscopia confocal. Marcagdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a
marcagéo do ntcleo pelo DAPI. A esquerda da figura estdo os macréfagos na auséncia dos parasitos e no
lado direito, na presenga das leishmanias. Houve diminuicdo da expressdo total do NF-kB (RelB) no
grupo tratado com LPV/RTV, na auséncia de parasitos, e um aumento da expressdo total do RelB, no
grupo tratado com ATV, na presenca dos parasitos, em relacdo ao grupo tratado com salina. Velocidade:
100 Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 1x.
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Tempo de incubagéo: 30 horas

RPMI RPMI + Leishmania

SALINA

LPV/RTV

ATV
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Fig. 33. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
expressdo da subunidade RelB do NF-xB em macrdfagos incubados ou ndo com leishménias em
condigBes Gtimas. Macrdfagos peritoneais incubados ou ndo por 30 h com leishmanias foram fixados com
PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primérios anti-RelB (1:200),
anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por
microscopia confocal. Marcagdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a
marcagéo do ntcleo pelo DAPI. A esquerda da figura estdo os macréfagos na auséncia dos parasitos e no
lado direito, na presenca das leishmanias. Foi observado que na presenga dos parasitos houve diminuigao
da expressdo nuclear do NF-kB (RelB) nos macréfagos nos grupos tratados com salina e LPV/RTV, mas
ndo no grupo tratado com ATV. Velocidade: 100 Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 4,5x.
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Ao quantificarmos a expressdo do RelB utilizando o software ImageJ 1.47q,
verificamos que a infeccdo com a leishménia dos macréfagos do grupo tratado com
salina acarretou uma diminuicdo da expressdao nuclear do RelB (0,56 versus 0,39,
p=0,003, teste t pareado, figura 34B) sem modificar sua expressao citoplasmatica, o que
foi confirmado pela diminuigdo da razdo nucleo:citoplasma do fator de transcri¢do nos
macréfagos infectados do grupo tratado com salina (0,54 versus 0,23; p<0,0001, teste
de Wilcoxon; figura 34D).

Similarmente, no grupo tratado com lopinavir/ritonavir, a infeccdo pelas
leishméanias acarretou a diminuicdo da expressdo nuclear do RelB (0,50 versus 0,15;
p=0,0001, teste t pareado; figura 34B) sem modificar sua expressdo citoplasmatica, o
que foi confirmado pela reducéo da razdo nucleo:citoplasma do fator de transcri¢do nas
células infectadas do grupo tratado com lopinavir/ritonavir (0,69 versus 0,15; p=0,0002,
teste de Wilcoxon; figura 34D).

Diferentemente, no grupo tratado com atazanavir, a infeccdo pelos parasitos
aumentou a expressdo citoplasmatica do RelB (0,87 versus 2,35; p=0,0003, teste t
pareado; figura 34A), entretanto sem promover a translocacdo da molécula do
citoplasma para o nucleo, o que foi confirmado pela diminuicdo da razéo
nucleo:citoplasma do fator de transcricdo nas células parasitadas do grupo tratado com
atazanavir (0,61versus 0,27; p<0,0001, teste t pareado; figura 34D).

Quando analisamos o efeito dos diferentes tratamentos sobre a expressdo de RelB,
observamos que o0s macrofagos dos animais tratados com o lopinavir/ritonavir
apresentavam constitutivamente uma menor expressao citoplasmatica deste fator
nuclear do que o grupo controle tratado com salina (1,19 versus 0,70; p=0,03, ANOVA
seguido do teste de Student-Newman-Keuls, figura 34A), mas isto ndo foi verificado no
nacleo do macrofago, o que foi confirmado pela maior relagdo nucleo/citoplasma
observado nestes animais (1,85 versus 1,16; p=0,04, ANOVA seguido do teste de
Student-Newman-Keuls; figura 34D).
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Fig. 34. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
expressdo da subunidade RelB do NF-xB em macréfagos incubados ou ndo com leishmanias em
condices Gtimas. Macrdfagos peritoneais incubados ou ndo por 30 h com leishmaénias foram fixados com
PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-RelB (1:200),
anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por
microscopia confocal. Imagens foram adquiridas utilizando um microscépio Leica SP5 com um pinhole
de 246 um e uma velocidade de varredura de 100Hz. As imagens foram analisadas utilizando o software
ImageJ 1.47q. Os dados estdo representados como mediana, quartis e extremos de 5 imagens adquiridas
com um amplo campo de visdo. As diferencas na expressao total, citoplasmatica e nuclear de RelB, assim
como na razao nucleo:citoplasma entre os tratamentos empregados foram analisadas utilizando os testes
ANOVA ou Kruskal-Wallis e o efeito da infeccdo pelas leishménias em cada grupo estudado foi
investigado utilizando os testes t pareado e de Wilcoxon. Os dados foram considerados significativos
quando p<0,05.

Portanto, o tratamento com lopinavir/ritonavir diminuiu a expressao citoplasmatica
de RelB nos macréfagos que foram incubados com o meio de cultura, sem no entanto
afetar a translocacdo do RelB para os ndcleos dos macréfagos. Contudo, a infeccdo dos
macrofagos dos camundongos tratados com lopinavir/ritonavir com leishmanias em
condicBes Otimas determinou uma reducdo da translocacdo de RelB para os nucleos
dessas células, o que ndo aconteceu com os macrdfagos dos animais tratados com

atazanavir.
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4.15. Imagens representativas e quantificacdo da expresséo do PPAR-y nos

macrofagos (em condigdes dtimas)

Para verificarmos a influencia das drogas antiretrovirais ou das leishmanias sobre a
expressao do PPAR-y, analisamos a expressdo do PPAR-y ap6s 30 h de incubacdo dos
macrofagos, na auséncia ou presenca dos parasitos.

As imagens obtidas por microscopia confocal mostraram que, tanto na auséncia
quanto na presenca das leishmanias, houve uma diminuicdo da expresséo total (figura
35) e nuclear (Figura 36) do PPAR-y no grupo tratado com atazanavir em relacdo aos

grupos tratados com salina e lopinavir/ritonavir.
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Tempo de incubagéo: 30 horas

RPMI RPMI + Leishmania
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Fig. 35. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
via do PPAR-y em macro6fagos incubados ou ndo por 30 h com leishménias em condigdes étimas.
Macréfagos peritoneais incubados ou ndo por 30 h com leishménias foram fixados com PFA 4%. A
seguir, foram sequencialmente incubados com anticorpos primérios anti-PPAR-y (1:200), anticorpos
secundéarios conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por microscopia
confocal. Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a marcacdo do
nucleo pelo DAPI. A esquerda da figura estdo os macréfagos na auséncia dos parasitos e no lado direito,
na presenca das leishmanias. Ap6s 30 h de incubacdo, observamos uma diminuicdo da expressdo do
PPAR-y no grupo tratado com ATV, tanto na auséncia quanto na presenca das leishménias. Velocidade:
100 Hz. Pinhole: 95,5 um. Zoom 1x.
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Fig. 36. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
via do PPAR-y em macrdfagos incubados ou ndo com leishméanias em condi¢es 6timas. Macréfagos
peritoneais incubados ou ndo por 30 h com leishménias foram fixados com PFA 4%. A seguir, foram
sequencialmente incubados com anticorpos primarios anti-PPAR-y (1:200), anticorpos secundrios
conjugados com Alexa Fluor 546 (1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por microscopia confocal.
Marcacdo em vermelho indica positividade para o alexa fluor e em azul indica a marcagéo do ndcleo pelo
DAPI. A esquerda da figura estdo os macrGfagos na auséncia dos parasitos e no lado direito, na presenca
das leishménias. Ap6s 30 h de incubacdo, observamos uma diminuicdo da expressdo nuclear do PPAR-y
no grupo tratado com ATV, tanto na auséncia quanto na presenga das leishménias. Velocidade: 100 Hz.
Pinhole: 95,5 um. Zoom 4,5x.
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Ao quantificarmos a expressdao do PPAR-y utilizando o software ImageJ 1.47q,
observamos que, a infeccdo dos macrofagos dos animais tratados com salina pelas
leishméanias aumentou da expressdo citoplasmatica do PPAR-y (4,78 versus 7,55;
p=0,05, teste t pareado; figura 37A), entretanto, houve uma reducdo concomitante na
expressdo nuclear (1,35 versus 0,70; p = 0,007, teste t pareado; figura 37B), que foi
confirmada pelo reducdo da razdo nucleo:citoplasma do fator de transcricdo nos
macréfagos infectados do grupo tratado com salina (0,25 versus 0,09; p=0,0003, teste t
pareado; figura 37D). Isto indica que ndo houve translocacdo do citoplasma para o
nacleo do PPAR-y.

A infecgdo pelas leishménias ndo influenciou a expressiéo do PPAR-y nos
macr6fagos do grupo tratado com lopinavir/ritonavir, porém, diferentemente, nos
macrofagos do grupo tratado com atazanavir, a infeccdo pelos parasitos aumentou a
expressédo total (2,29 versus 4,13; p=0,04, teste t pareado; figura 37C) e citoplasmatica
(1,78 versus 3,66; p=0,02, teste t pareado; figura 37A) do PPAR-y, entretanto ndo
alterou sua expressao nuclear (0,31 versus 0,33; p=0,39, teste de Wilcoxon; figura 37B),
o que foi confirmado pela reducdo da razdo ndcleo:citoplasma do PPAR-y nos
macrofagos infectados do grupo tratado com atazanavir (0,21 versus 0,08; p=0,0086,
teste de Wilcoxon; figura 37D). O aumento do PPAR-y citoplasmatico ndo foi
acompanhado de translocacgéo paralela da molécula para o nucleo da célula.

Quando comparamos o efeito dos diferentes tratamentos sobre a expressdo de
PPAR-y, observamos que o tratamento dos animais com o atazanavir induziu uma uma
reducdo na expressao total (5,84 versus 2,29; p<0,0001, ANOVA seguido do teste de
Student-Newman-Keuls; figura 37C), citoplasmatica (4,78 versus 2,32, p=0,0002;
ANOVA seguido do teste de Student-Newman-Keuls, figura 39A) e nuclear (1,35
versus 0,31, p=0,0001; Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn; figura 37B)
constitutiva do PPAR-y em relacdo aos macrofagos do grupo tratado com salina, que

ndo foi observada pelo tratamento com o lopinavir/ritonavir.
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Fig. 37. Influéncia do tratamento de camundongos BALB/c com lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre a
expressdo do receptor-gama ativado pelo proliferador do peroxissoma (PPAR-y) em macrdfagos
incubados ou ndo com leishménias em condicbes Gtimas. Macrdfagos peritoneais incubados ou néo por
30 h com leishménias foram fixados com PFA 4%. A seguir, foram sequencialmente incubados com
anticorpos primarios anti-PPAR-y (1:200), anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 546
(1:3000) e DAPI (1:5000) para andlise por microscopia confocal. Imagens foram adquiridas utilizando
um microscépio Leica SP5, com um pinhole de 246 um e uma velocidade de varredura de 100Hz. As
imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ 1.47g. Os dados estdo representados como
mediana, quartis e extremos de 5 imagens adquiridas com um amplo campo de visdo. As diferencas na
expressdo total, citoplasmatica e nuclear de RelB, assim como na razdo nucleo:citoplasma entre os
tratamentos empregados foram analisadas utilizando os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis e o efeito da
infeccdo pelas leishméanias em cada grupo estudado foi investigado utilizando os testes t pareado e de
Wilcoxon. Os dados foram considerados significativos quando p<0,05.

Portanto, o tratamento com lopinavir/ritonavir ndo alterou a expressdao ou a
translocacdo do PPAR-y para os nucleos dos macrofagos, tanto na auséncia quanto na
presenca das leishmanias. Entretanto, o tratamento com atazananavir reduziu a
expressdo e a translocacdo do PPAR-y para os nucleos dos macréfagos que foram
incubados com o meio de cultura e diminuiu a expresséo citoplasmatica do PPAR-y nas

células que foram incubadas com as leishmanias em condicdes 6timas.
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Analisamos neste trabalho se o tratamento de camundongos BALB/c com o0s
inibidores da protease do VIH lopinavir/ritonavir e atazanavir poderia influenciar os
mecanismos de imunidade inata envolvidos na primeira interacdo entre os macréfagos e
0s parasitos L. (L.) amazonensis, para aumentar a compreensdo das possiveis influéncias
desses medicamentos sobre o controle da Leishmania, considerando que individuos co-
infectados pelo VIH e as leishmanias necessariamente utilizardo estes medicimentos.
Nossos resultados mostraram pela primeira vez que o tratamento oral prévio com
lopinavir/ritonavir e atazanavir influenciou os mecanismos de defesa dos macréfagos
contra as leishménias em sua primeira interagdo com os parasitos.

Avaliamos alguns parametros da imunidade inata utilizando leishmanias cultivadas
em meio Schneider pH 6,7, que quando mantidos a 26°C, geraram parasitos capazes de
infectar um percentual maior de macrofagos, como também utilizando leishméanias
cultivadas com RPMI pH 7,2, que quando mantidas a 26°C, geraram parasitos capazes
de infectar um percentual menor de macréfagos. Esta segunda situacdo poderia
mimetizar mais adequadamente o curso natural da infeccdo, pois tem sido demonstrado
que os flebotomineos liberam menos do que 1000 promastigotas metaciclicas durante o
repasto sanguineo (Rogers et al., 2004), sendo, portanto, esperado que na fase inicial da
infeccdo apenas uma pequena parte dos macrofagos cutaneos seja inicialmente infectada
pelos parasitos.

Nossos resultados mostraram que o tratamento oral prévio de camundongos
BALB/c tanto com lopinavir/ritonavir quanto com atazanavir diminuiu o nimero de
macrofagos recuperados da cavidade peritoneal (figura 3). N&o esta ainda esclarecido
por quais mecanismos esses farmacos induziram essa alteracdo, porém é possivel que
tenham ocasionado uma reducdo do influxo de novas células para a cavidade peritoneal,
pois o indinavir, um dos inibidores da protease do VIH, quando adicionado ao meio de
cultura, promoveu uma reducdo da migracdo transendotelial de células dendriticas
imaturas derivadas de mondcitos humanos por meio da diminuicdo da expressdo de DC-
SIGN, uma lectina tipo C, que se liga a ICAM-2 presente na superficie das células
endoteliais (Whelan et al., 2003). Esse farmaco também alterou a capacidade das células
dendriticas interagirem com a matriz extracelular, pois diminuiu sua ligacdo com a
fibronectina, que é uma glicoproteina que medeia a migracdo transendotelial por meio
da ligacdo com as integrinas, VLA-4 e VLA-5, expressas na superficie das células
dendriticas (Whelan et al., 2003). E ainda Ruggieri et al. (2011) verificaram que, 0

indinavir e o ritonavir determinaram uma reducdo da quimiotaxia de monocitos
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humanos direcionada pela proteina-1 quimiotatica para mondécitos (MCP-1), apds o
tratamento ex vivo com os inibidores da protease do VIH.

A capacidade dos macrdfagos responderem a estimulos quimiotaticos € importante
para o controle das leishménias. Foi demonstrado que a estimulagdo in vitro dos
macrdéfagos de camundongos BALB/c infectados com L.(L.) donovani com proteina-1
quimiotatica para monocitos (MCP-1) e proteina-1 alfa inflamatoria de macrdfago
(MIP-1a;) promoveu um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (Dey et al., 2005). Quando essas quimiocinas foram administradas in vivo
aos camundongos BALB/c infectados por L. (L.) donovani houve controle da carga
parasitaria tanto no figado quanto no bago (Dey et al., 2005). Similarmente, macréfagos
humanos infectados in vitro com L. (L.) infantum produziram maior quantidade de
oxido nitrico quando foram ativados por MIP-1a. e MCP-1 (Brandionisio et al., 2002).
Esse aumento elevou o controle parasitario nos macréfagos estimulados com as
quimiocinas para niveis comparaveis aos dos macrofagos humanos estimulados com
IFN-y (Brandionisio et al., 2002). Portanto, a possiblidade de que os inibidores da
protease do VIH possam modular a capacidade de resposta dos macréfagos aos
estimulos migratorios, faz com que haja a possibilidade de que possam colaborar para a
manutencdo de parasitos viaveis no organismo dos individuos coinfectados pelo VIH e
Leishmania.

Nossos dados mostraram que o lopinavir/ritonavir aumentou o indice de infec¢édo
dos macrofagos, tanto quando as células foram incubadas in vitro com um menor
nimero de parasitos como quando foram incubadas com um maior namero de
leishmanias (figuras 4 e 5). Em ambos 0s casos, essa diferenca foi ocasionada por um
aumento do percentual de macrofagos infectados, porém quando a infeccdo foi feita
com um menor nimero de parasitos, também deveu-se a uma elevacdo do ndmero
médio de parasitos interiorizados pelos macréfagos. Diferentemente, o atazanavir
somente aumentou o indice de infeccdo dos macréfagos que foram incubados com um
maior numero de leishmanias (figura 5) e esse aumento foi ocasionado por uma
elevacdo do percentual de células infectadas pelos parasitos.

N&o estd esclarecido ainda os mecanismos pelos quais esses antiretrovirais
aumentaram o indice de infeccdo dos macrdfagos, mas € possivel que possam ter
modificado a expressdo dos receptores dos macrofagos envolvidos na fagocitose e

colaborado para o aumento do percentual de macréfagos infectados por L. (L.)
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amazonensis. De fato, j& foi demonstrado que os inibidores da protease do VIH sdo
capazes de influenciar a interiorizacdo de particulas pelos fagdcitos, pois aumentou a
endocitose do colesterol por macrofagos peritoneais de camundongos sem LDLR,
macréfagos THP-1 e células mononucleares do sangue periférico humano devido ao
aumento da expressdo de CD36 (Dressman et al., 2003). O CD36 é um receptor
expresso pelos fagdcitos que medeia a fagocitose de componentes préprios alterados,
tais como fosfolipideos oxidados, células apoptéticas e proteinas amildides (Stewart et
al., 2009). Um dos ligantes reconhecidos pelo CD36 € a fosfatidilserina, um
fosfolipideo encontrado na superficie externa de células apoptdticas (Kawasaki et al.,
2002). Os macrofagos sdo capazes de interiorizar L. (V.) braziliensis e L. (L.)
amazonensis, através do reconhecimento da fosfatidilserina expressa na superficie dos
parasitos (Farias et al., 2013). Os receptores dos macrofagos que reconhecem a
fosfatidilserina expressa pelas leishménias precisam ainda ser melhor caracterizados,
mas, dada a natureza do ligante, é possivel que envolva a participacdo de CD36, cuja
expressdo pode ser modulada pelos inibidores da protease do VIH. Assim, é possivel
que, NOS NOSSOS experimentos, o tratamento com 0s antiretrovirais possa ter alterado o
numero de macrofagos que expressavam o receptor CD36 ou outro receptor fagocitico
na cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c. Isto pode ter contribuido para que
uma maior proporcao de macréfagos dos animais tratados com os inibidores da protease
do VIH tenham sido capazes de interiorizar 0s parasitos durante a incubagdo dos
macrofagos com as leishmanias.

Outra possibilidade para explicar o aumento no indice de infeccdo é que o
tratamento com o0s antiretrovirais possa ter alterado as subpopulacées de macrofagos
residentes capazes de interiorizar os parasitos. Tem sido demonstrado a presenca de
duas subpopulacdes de macréfagos na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
Uma é composta por células maiores que expressam niveis elevados de CD11b e F4/80
e a outra é composta por células menores que expressam niveis elevados do complexo
principal de histocompataibilidade da classe Il (Ghosn et al., 2010). Essas
subpopulacBes apresentaram capacidade diferenciada para fagocitar E. coli e para
produzir éxido nitrico apds estimulacdo com lipopolissacarideos (LPS) (Ghosn et al.,
2010). Enquanto a subpopulacdo de células menores é derivada dos mondcitos
sanguineos, a origem das células maiores é ainda desconhecida (Ghosn et al., 2010).
Portanto, como o lopinavir/ritonavir e atazanavir podem ter reduzido o influxo de

celulas para a cavidade peritoneal, é possivel que possam ter reduzido a migracdo dos
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mondcitos, que sdo células mais jovens, para essa regido, aumentando relativamente a
subpopulacdo de macréfagos capazes de reconhecer e interiorizar a Leishmania mais
eficientemente, ocasionado assim o aumento do indice de infeccdo que foi observado
em nossos ensaios.

O fato de termos encontrado um maior nimero de macréfagos infectados pelas
leishménias nos grupos tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir do que no grupo
tratado com salina poderia estar relacionado com uma alteragcdo na viabilidade dos
macréfagos ou no nimero de macréfagos aderidos as laminulas. E de fato, quando
utilizamos uma menor quantidade de leishméanias por macrofago (figura 9), houve um
maior nimero de células aderidas nos grupos tratados com os antiretrovirais do que no
grupo tratado com salina (figura 8). Entretanto, quando incubamos os macréfagos com
um maior nimero de leishmanias (figura 10), que poderiam ser citotoxicas para 0s
macrofagos, ainda observamos um aumento no indice de infecgdo, sem, no entanto,
encontrarmos diferencgas na viabilidade apos coloragcdo com laranja de acridina (figuras
6 e 7) e no nimero de macréfagos aderidos as laminulas (figura 10). Portanto, a
alteracdo da viabilidade e do nimero de macrofagos aderidos as laminulas ndo foram
responsaveis pelo aumento do indice de infeccéo.

N&o estdo esclarecidos ainda os mecanismos pelos quais houve uma diferenca na
aderéncia apenas quando os macrofagos foram incubados com uma menor quantidade
de parasitos, entretanto € possivel que as diferentes metodologias empregadas para a
infeccdo dos macrofagos tenham ocasionado esses resultados, pois quando incubamos
0s macréfagos com uma menor quantidade de parasitos, cultivamos as leishméanias em
meio RPMI, pH 7,2 e os parasitos permaneceram em contato com o0s macréfagos
durante 24 horas, enquanto que quando incubamos os macr6fagos com uma maior
quantidade de parasitos, cultivamos as leishménias em meio Schneider, pH 6,7,
deixamos os parasitos em contato com os macrofagos por 6 horas, aspiramos o meio de
cultura contendo os parasitos que ndo foram fagocitados, preenchemos os pocos das
placas com meio RPMI fresco e, entdo, as células foram incubadas por mais 24 horas.

Ao compararmos 0s percentuais de macréfagos infectados obtidos utilizando-se os
diferentes meios de cultivo e as diferentes condi¢des de infeccdo, verificamos que 0 uso
do RPMI levou a um menor percentual de macréfagos infectados (salina: 2,25% versus
38%; LPV/RTV: 8,5% versus 51,5%; ATV: 3% versus 49%), o que pode ter colaborado
para a manutencdo de um maior nimero de parasitos livres no meio de cultura que

podem ter produzido metabdlitos toxicos para os macrofagos e induzindo a perda dessas
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celulas. Outra possibilidade que pode ter colaborado para a diferenca observada nos
ensaios em que o meio RPMI foi empregado € que talvez tenha ocorrido uma menor
perda das células que haviam sido expostas aos antiretrovirais, pois 0s inibidores da
protease do VIH em concentragfes terapéuticas apresentam propriedades anti-
apoptéticas (Rizza & Badley, 2008), podendo, assim, ter protegido os macréfagos da
morte induzida pelos metabdlitos liberados pelos parasitos no meio de cultura.

Os nossos resultados também mostraram que os inibidores da protease do VIH
recuperaram em parte a depressdo da producgédo de NO ocasionada pelas leishménias em
condi¢cdes subodtimas (figura 13), porém ao compararmos a producdo de NO dos
macréfagos infectados com a producéo de NO das células incubadas apenas com 0 meio
de cultura, verificamos que a producdo desse reativo de nitrogénio pelos macréfagos
infectados em nenhum momento foi maior do que a producdo de NO das células
incubadas apenas com o meio de cultura, tanto nos macrofagos infectados com
leishméanias cultivadas em condi¢des subotimas (figura 12) como naqueles infectados
com leishmanias cultivadas em condigdes Otimas (figurald). Além disso, observamos
uma reducdo da producédo de 6xido nitrico pelos macrofagos dos animais tratados com
atazanavir tanto quando os macrofagos foram infectados por leishmanias cultivadas em
condicdes subotimas quanto 6timas (figuras 12 e 14). Nossos dados foram semelhantes
aos publicados por Petersen et al. (2012) que mostraram que a infeccdo de macrofagos
de camundongos CBA por 24 a 48 h com L. (L.) amazonensis ndo disparou a producédo
de NO pelos macrofagos. Também foram semelhantes aos observados por Balestieri et
al. (2002) que mostraram que a producdo NO estimulada pelo LPS em macréfagos J774
foi suprimida pela infecgdo com L. (L.) amazonensis. Porém, ndo foi possivel saber se o
aumento ou a diminuicdo da producdo do NO determinada pelas drogas antiretrovirais
tenha tido um papel fisiologico significante nem na defesa nem na toxicidade
determinada por este radical.

O tratamento com os inibidores da protease do VIH nédo influenciou a producédo de
H,0, pelos macréfagos infectados ou ndo pelas leishméanias em condi¢bes 6timas
(figura 15). Nossos dados foram similares aos previamente observados por Almeida et
al. (2012), que mostraram que macrofagos peritoneais de camundongos CBA ndo
produziram O, e H,0O, quando infectados pela L. (L.) amazonensis. Entretanto, houve
producdo de grande quandidade desses reativos quando essas células foram infectadas

pela L. (L.) major. Portanto, nossos resultados mostraram que apesar do tratamento com
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0s antiretrovirais terem aumentado a interiorizagdo dos parasitos pelos macréfagos, nao
ficou claro sua influéncia sobre a producdo dos radicais microbicidas por essas células.

Os mecanismos microbicidas para as leishmanias sdo estimulados quando os
macr6fagos sdo ativados por citocinas oriundas do ramo de linfécitos Tal, tais como
IFN-y e TNF-a, que estimulam a producdo da sintase do 6xido nitrico (iNOS), enzima
que cataboliza L-arginina para gerar o 6Oxido nitrico (NO) que é tdxico para as
amastigotas intracelulares (Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009). Por outro lado,
facilitacdo da multiplicacdo desses parasitos ocorre quando os macréfagos séo ativados
por citocinas oriundas do ramo de linfocitos Ta2, tais como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
que induzem a expressao e atividade da arginase-1, uma enzima que cataboliza a L-
arginina para gerar poliaminas, que sdo nutrientes utilizados para o crescimento
intracelular dos parasitos (Wanasen & Soong, 2008). Além do NO, espécies reativas de
oxigénio (ROS), tais como o anion superdxido (O2) e o peroxido de hidrogénio (H20,),
também estdo envolvidos na defesa contra as leishmanias. Foi observado por Sousa-
Franco et al. (2006) que amastigotas de L.(V.) guyanensis morrem dentro de macréfagos
de camundongos BALB/c através de um processo semelhante a apoptose que é mediado
por ROS induzidas pelos parasitos. Da mesma forma, foi demonstrado que a morte de L.
(V.)braziliensis e L.(L.) amazonensis é dependente de O, (Khouri et al., 2010) e que a
inibicdo da liberacdo de O, induzida pelo IFN-B aumentou a carga parasitaria dos
macrofagos humanos (Khouri et al., 2009). Foi observado também que camundongos
que sdo incapazes de ativar o metabolismo oxidativo pela administracdo regular da
apocinina, um inibidor da NADPH-oxidase, ndo controlam a infeccdo por L. (V.)
guyanensis como 0s animais ndo tratados (Horta et al., 2012).

Nossos dados sugerem gque como a capacidade leishmanicida dos macréfagos nédo
foi estimulada pela infeccdo ou pelo tratamento com 0s antiretrovirais, 0s parasitos
sobreviveram ap6s 30 h de co-cultivo com os macréfagos e parasitos vivos foram
recuperados dos macrofagos dos camundongos tratados tanto com salina como com
lopinavir/ritonavir e atazanavir (figura 11). Entretanto, como o tratamento com o0s
inibidores da protease do VIH aumentou o percentual de células infectadas, é possivel
que isto tenha refletido no maior nimero de parasitos que foram recuperados dos
macrofagos dos grupos tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir. Portanto, esta
maior recuperacdo de leishméania pode ter sido devido tanto a incapacidade dos

mecanismos microbicidas, como também pelo maior indice de infecgdo dos macréfagos.
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Diferentemente, alguns estudos tém mostrado uma acdo leishmanicida dos
inibidores da protease do VIH, utilizando L. (L.) amazonensis, L. (L.) major, L. (L.)
infantum, L. (L.) donovani, L.(L.) mexicana e L. (V.) braziliensis (Savoia et al., 2005;
Trudel et al., 2008; Santos et al., 2009; Demarchi et al., 2012; Santos et al, 2013).
Também ja& foram detectadas alteraces estruturais por microscopia eletronica em L.
(L.) amazonensis ap0s o tratamento direto dos parasitos com lopinavir e nelvinavir
(Santos et al, 2009). Um dos fatores que pode ter colaborado para as diferengas nos
resultados foi o fato destes pesquisadores abordarem a influéncia dos antiretrovirais de
maneira oposta a nossa. Enquanto que em nosso trabalho os macréfagos foram
submetidos por dez dias as concentracdes terapéuticas das drogas pelo tratamento por
via oral dos animais e incubados in vitro com as leishmanias, estes pesquisadores
trataram 0s parasitos in vitro com as drogas e em seguida incubaram com macrofagos
normais, ou entdo permitiram a interacdo entre as leishmanias e os macrofagos e em
seguida incubaram as células infectadas com os antiretrovirais. Outro aspecto a ser
considerado € que, como inibidores da protease do VIH que apresentaram efeito
inibitério acentuado sobre as leishmanias foram utilizados em concentracGes elevadas
(Savoia et al., 2005; Trudel et al., 2008; Santos et al., 2009; Demarchi et al., 2012), é
possivel que em nossos ensaios ndo tenhamos observado acdo antiparasitaria com
nenhum dos inibidores da protease do VIH testados pelo fato de os medicamentos
estarem em concentracGes intracelulares inadequadas para exercerem acéo direta sobre
as leishmanias, pois os camundongos BALB/c receberam as medicacfes apenas uma
vez ao dia.

Por outro lado, como estudos farmacocinéticos tém indicado que as concentracdes
plasmaticas maximas de alguns inibidores da protease do VIH sdo baixas nos individuos
em utilizacdo de terapia antiretroviral (Taylor et al., 2000; Burger et al., 2003; Ribera et
al., 2004; Cressey et al., 2005; Hentig et al., 2008; Pawinski et al., 2008; Haberl et al.,
2010; Jackson et al., 2010), ndo atingindo 0s niveis necessarios para que possam exercer
a acdo antiparasitaria direta, € possivel que uma modulacdo da resposta imunitaria por
exposicdo continuada a baixas concentracdes de inibidores da protease do VIH possa ser
o principal mecanismo pelo qual esses medicamentos poderiam modificar o curso da
coinfeccdo entre o VIH e a Leishmania.

A recorréncia das leishmanioses é um problema frequente nos pacientes infectados
pelo VIH (Alvar et al., 2008), ocorrendo em 27% dos individuos apds os 6 primeiros

meses e em 60% dos individuos apds 12 meses do término do tratamento anti-
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Leishmania (Cruz et al., 2006). Portanto, a possibilidade de que os inibidores da
protease do VIH possam aumentar a interiorizagdo das leishméanias pelos macréfagos
sem que haja um aumento concomitante dos mecanismos microbicidas dessas células
poderia colaborar para a manutencdo de parasitos viaveis nos tecidos dos individuos
coinfectados, favorecendo assim a recorréncia das leishmanioses apds a interrupcéo da
terapia anti-Leishmania.

Diferentemente, o tratamento com os inibidores da protease do VIH influenciou
substancialmente a producéo de citocinas pelos macréfagos. Observamos que as células
dos animais tratados com lopinavir/ritonavir e atazanavir produziram maior quantidade
de IL-1B na presenca das leishmanias (figura 17). E que a producdo de IL-1p do grupo
tratado com atazanavir foi superior a do grupo tratado com lopinavir/ritonavir e ja se
encontrava elevada mesmo na auséncia das leishméanias (figura 16). Os nossos dados
foram semelhantes aos de Lagathu et al. (2007) que demonstraram que o tratamento de
macrofagos THP-1 estimulados com PMA e com lopinavir e nelfinavir estimulou a
liberacdo de IL-1p por essas células. A IL-13 é uma citocina pro-inflamatoria que
apresenta diversas fungdes biologicas, dentre elas a de estimular a producdo do NO
pelos macrofagos (Cunha et al., 1994). Entretanto, apesar dos macréfagos dos animais
tratados com o atazanavir estarem produzindo uma quantidade mais elevada de IL-13
do que a dos macrofagos tratados com salina, tanto na presenga quanto na auséncia das
leishméanias, o tratamento com esses medicamentos ndo foi capaz de aumentar
significantemente a producdo de NO pelos macréfagos. O mesmo ocorreu com 0S
macrofagos dos animais tratados com lopinavir/ritonavir quando incubados com as
leishméanias. Ainda ndo estdo esclarecidos os mecanismos pelos quais isso aconteceu. Ja
foi demonstrado que é necessario uma cooperagdo entre TNF-a, IL1- e IFN-y para
aumentar a atividade da sintase do oxido nitrico em células endoteliais de veia umbilical
humana (Rosenkranz-Weiss, 1994). Sendo assim, é possivel que nos nossos ensaios as
concentragdes mais elevadas de IL-p produzidas pelos macréfagos dos animais tratados
com os atiretrovirais ndo tenham funcionado como um sinal potente o suficiente para
estimular a producdo de NO, entretanto essa producdo mais elevada de IL-1f pode ter
colaborado para aumentar a ativacdo dos macrofagos, que por sua vez pode ter
contribuido para o aumento da interiorizacdo dos parasitos por essas células.

Foi demonstrado que pacientes coinfectados pelo VIH e Leishmania podem

produzir niveis mais elevados de IL-1p do que os pacientes infectados pelo VIH ou pela
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Leishmania isoladamente (Santos-Oliveira et al., 2013). N&o esta ainda esclarecido se a
producdo aumentada de IL-1B pelos coinfectados pelo VIH e Leishmania poderia
contribuir para manifestagdes clinicas mais graves de leishmaniose nesses individuos.
Em camundongos BALB/c ja foi demonstrado que a IL-1B é importante para o
desenvolvimento de lesGes cutédneas e para a ocorréncia de respostas inflamatorias
sisttmicas em camundongos BALB/c infectados por L. (L.) major (Voronov et al.,
2010). Como o lopinavir/ritonavir e o atazanavir, aumentaram a producdo de IL-18
pelos macrofagos dos animais tratados com os inibidores da protease do VIH, é possivel
que possam colaborar para aumentar a producdo dessa citocina nos individuos
coinfectados pelo HIV e Leishmania e, portanto, para exacerbar a resposta inflamatéria
responsavel pelas manifestacdes clinicas de leishmaniose tegumentar e visceral nos
portadores dessa coinfeccao.

O tratamento com o atazanavir reduziu a producdo de TNF-a pelos macrofagos
incubados com o meio de cultura, enquanto que na presenca dos parasitos houve um
aumento da producdo dessa citocina pelos macrofagos. Contudo, a producdo de TNF-a
pelos macréfagos do grupo tratado com atazanavir na presenca das leishméanias nao foi
maior que a dos macréfagos infectados do grupo controle tratado com salina (figura 20),
que por sua vez apresentou uma producdo de TNF-o reduzida apds a incubagdo com os
parasitos. Os nossos resultados foram diferentes dos observados por Lagathu et al.
(2007) que mostraram que o tratamento de macréfagos THP-1 estimulados com PMA
com lopinavir e nelfinavir estimulou a liberacdo de TNF-a por essas células. Entretanto,
a metodologia empregada por esses pesquisadores foi diferente da que utilizamos.
Enguanto, eles utilizaram macrofagos THP-1 que foram incubados in vitro com 0s
antiretrovirais por 24 a 48 h, nds utilizamos macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c que foram tratados durante 10 dias com o medicamento por via oral.
Possivelmente, diferencas nas concentracGes das drogas a que os macrofagos foram
submetidos possam ser responsaveis por estas diferencas que foram observadas.

No modelo murino, o TNF-o € uma citocina considerada indispensavel para o
controle das leishmanias, pois camundongos C57BL/6, que sdo resistentes a infeccao
por L. (L.) major, desenvolvem infecgdo fatal por este parasito na auséncia de TNF-a
(Wilhelm et al., 2001). Nos seres humanos, 0 TNF-a também ¢ importante para a
conferir protecdo contra os parasitos, pois a auséncia de expressdo de RNA, de TNF-a

em lesBes cutaneas de pacientes portadores de leishmaniose cutdnea difusa parece estar

108



relacionada com o estado de ndo responsividade desses individuos contra os parasitos
(Caceres-Dittmar et al., 1993). Uma das func¢des biologicas do TNF-o é estimular a
producdo de NO (Liew et al., 1990, Guerrero et al., 2012) pelos macréfagos que é
toxico para as amastigotas intracelulares. Portanto, é provavel que a incapacidade dos
macréfagos dos distintos grupos de tratamento para produzir NO quando infectados
pelas leishménias tenha sido ocasionada pela fato dessas células ndo terem sido capazes
de produzir quantidades substanciais de TNF-a na presenga dos parasitos. 1sso pode ter
colaborado para a sobrevivéncia dos microrganismos no interior dos macréfagos.

Diferentemente, o tratamento com os antiretrovirais ndo alterarou a producéo de IL-
6 (figura 18), tanto na auséncia quanto na presenca das leishménias. Chen et al. (2009)
observaram um efeito oposto, e mostraram que o tratamento com lopinavir aumentou a
producdo de IL-6 por linhagem de macrofagos J774 A.1 tratados in vitro com 0s
medicamentos, enquanto que 0s nossos resultados foram obtidos com macrofagos
peritoneais coletados apos tratamento oral com os farmacos durante 10 dias. E possivel
que as diferencas no tipo de macrofago analisado tenham sido responsaveis pelos
distintos resultados observados.

Assim como o TNF-o, a IL-6 € essencial para o controle da infeccdo pelas
leishmanias, pois camundongos C57BL/6 que ndo produzem IL-6 desenvolvem lesbes
cutaneas maiores com elevada carga parasitaria apos inoculacao de L.(L.) major na pele
dos pavilhdes auriculares (Wu et al., 2009). Nos seres humanos, a IL-6 também ¢é
importante para a defesa contra os parasitos, pois foi observado uma auséncia de
expressdo de RNAn, de IL-6 em lesbes cutaneas de pacientes portadores de leishmaniose
cutanea difusa que parece estar relacionada com a nao responsividade desses individuos
contra os parasitos (Caceres-Dittmar et al., 1993). O fato da infeccdo pelas leishmanias
ndo ter estimulado a producdo de IL-6 pelos macrofagos dos camundongos tratados ou
ndo com os antiretrovirais pode ter colaborado para sobrevivéncia dos parasitos
observada em nossos ensaios, pois assim como a IL-1p e o TNF-qo, a IL-6 estimula a
producdo de NO pelos macréfagos (Guerrero et al., 2012), auxiliando também na defesa
contra 0s parasitos.

Ja foi demonstrado que individuos infectados pelo VIH com leishmaniose visceral
apresentam niveis séricos mais elevados de TNF-a e IL-6 do que os infectados pelo
VIH e/ou pela Leishmania isoladamente (Santos-Oliveira et al., 2013). E possivel que

este aumento na produgdo de TNF-a e IL-6 nos individuos coinfectados pelo HIV e
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Leishmania ndo tenha sido ocasionado pelo tratamento com os antiretrovirais, desde que
ndo observamos modificagOes destas citocinas por essas drogas.

Os inibidores da protease do VIH também ndo influenciaram a producéo de IL-23
(figura 21), tanto na auséncia quanto na presenca dos parasitos. Até 0 momento, ndo era
conhecido se esses medicamentos influenciavam a producéo de 1L-23 pelos macréfagos.
Em camundongos, foi demonstrado que a auséncia de 1L-23 pode facilitar o crescimento
das leishméanias, pois foi observado que animais que ndo produzem essa citocina
apresentaram um aumento da carga parasitaria no figado quando infectados por L. (L.)
donovani (Murray et al., 2003). Similarmente, em seres humanos a IL-23 também
parece estar relacionada com a cura das leishmanioses, pois foi observada uma maior
producdo dessa citocina pelos macréfagos dos pacientes que evoluiram para a
cicatrizacdo das lesdes cutaneas causadas por L. (L.) major do que naqueles que ndo
cicatrizaram suas lesdes (Tolouei et al., 2012). Embora tenha sido demonstrado que a
IL-23 auxilia no controle das leishmanias, os mecanismos pelos quais exerce esse efeito
ainda ndo foi elucidado (Murray et al., 2003). No entanto, sabe-se que a IL-23 estimula
a producdo de IL-1B e TNF-a pelos macrofagos, estimula a resposta de células T de
memoria e o desenvolvimento de células Tal7 (Langrish et al., 2004). ), assim, a
auséncia do estimulo pela IL-23 pode ter colaborado para a menor producédo do TNF-a
gue observamos neste trabalho.

Embora os medicamentos ndo tenham alterado a producdo de IL-23, houve um
aumento substancial da producdo de I1L-12p70 pelos macréfagos provenientes do grupo
tratado com atazanavir na auséncia das leishmanias (figura 19), que, entretanto foi
completamente bloqueada pela interacdo dos parasitos com os macréfagos. Até onde
conseguimos Vverificar, até o momento, ainda ndo era conhecido se os inibidores da
protease do VIH apresentavam algum efeito sobre a producdo de IL-12p70 pelos
macrofagos. A IL-12p70 deve participar da defesa contra as leishmanias porque
estimula o desenvolvimento dos linfocitos Tal que secretam IFN-y e TNF-a e induzem
macrofagos infectados a produzirem NO, que é tdxico para as amastigotas intracelulares
(Stebut, 2007; Sharma & Singh, 2009). Nossos dados mostraram que mMesmo nos
macrofagos previamente ativados pelo atazanavir, os parasitos inibiram a producdo de
IL-12p70 para niveis comparaveis aos do controle tratado com salina. Pelo fato das
células dos camundongos tratados com os inibidores da protease do VIH terem
apresentado uma capacidade aumentada para interiorizar as leishmanias, sem que
houvesse uma elevacdo em sua capacidade para produzir IL-12p70, é possivel que esses
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farmacos possam favorecer a sobrevivéncia dos parasitos, pois apesar de mais
parasitadas, essas celulas ndo serdo boas indutoras da resposta Tal, que é a responsavel
pelo controle das leishmanias, passando desse modo a servir, na auséncia de outras
fontes de IL-12 que favoregcam a aquisicdo de uma resposta anti-Leishmania, como
reservatdrios dos parasitos.

Raros trabalhos abordaram a influéncia da coinfeccéo pelo VIH e Leishmania sobre
a producdo de IL-12. Foi verificado que individuos VIH positivos que desenvolveram
leishmaniose visceral apresentaram reducdo dos niveis plasmaticos de I1L-12 (Olivier et
al., 2003). Wolday et al (2000) também observaram que, ap0s estimulacdo in vitro com
antigenos de Leishmania, a producéo de IL-12 e IL-18 por células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs) de pacientes com leishmaniose visceral, VIH ou ambas as
infeccdes foi menor do que a de doadores saudaveis. Portanto, como 0s nossos dados
mostraram que o tratamento com os inibidores da protease do VIH aumentaram a
interiorizacdo dos parasitos sem estimular a producdo de IL-12p70 pelos macréfagos
murinos infectados, é possivel que também possam elevar a interiorizagdo dos parasitos
sem que haja estimulacdo da producdo de 1L-12p70 pelos macrofagos dos pacientes
coinfectados pelo VIH e Leishmania.

Ambos os inibidores da protease do VIH promoveram um decréscimo da producéao
de IL-10 pelos macréfagos, que permaneceu baixa mesmo na presenca das leishmanias
(figura 22). Até onde conseguimos verificar, nenhum trabalho avaliou a influéncia
destes antiretrovirais sobre a producdo de IL-10, que é uma citocina que modula
negativamente varias fungdes dos macrofagos (Couper et al., 2008). Portanto, o fato de
o0 tratamento com os antiretrovirais ter reduzido substancialmente a producéo de IL-10
pelos macrofagos, tanto na auséncia quanto na presenca das leishmanias, pode ter sido
um dos fatores que colaborou para o aumento da capacidade pro-inflamatéria dos
macrofagos dos camundongos BALB/c, que foi evidenciada, no caso do tratamento com
lopinavir/ritonavir, pelo aumento da interiorizacdo das leishménias e pela producao
aumentada de IL-1B na presenca dos parasitos, e no caso do tratamento com o
atazanavir, pelo aumento da produgdo de IL-1p e de IL-12p70, na auséncia dos
parasitos, e pelo aumento da interiorizacdo dos parasitos e pela producdo aumentada de
IL-1B, na presenca das leishménias. Como a diminui¢do da producgdo de IL-10 pelos
macrofagos tratados com os antiretrovirais ndo foi seguida do aumento dos mecanismos

microbicidas dos macrofagos, pode ter ocorrido ingresso seguro dos parasitos nos
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macrofagos, que resultou na recuperacdo de uma grande quantidade de parasitos viaveis
a partir dos macréfagos dos animais tratados com os antiretrovirais durante os ensaios
que realizamos avaliando a viabilidade das leishmanias. Se este fendmeno se repetir nas
células dos seres humanos, € possivel que esse mecanismo possa favorecer a
sobrevivéncia das leishméanias nos macr6fagos dos pacientes coinfectados pelo VIH e
Leishmania e possa possibilitar a recorréncia da doenca, assim que o tratamento anti-
parasitario for interrompido. Além disso, como a IL-10 auxilia a reduzir os danos
teciduais durante a resposta imunitaria contra os agentes infecciosos, por modular
negativamente as fun¢bes dos linfécitos Tal, células NK e macrdfagos (Couper et al.,
2008), um aumento da capacidade pré-inflamatéria dos macréfagos devido a uma
reducdo da producdo de IL-10 pelos macrofagos em fungdo do tratamento com os
inibidores da protease do VIH poderia também colaborar para o aumento das lesGes
apresentadas pelos pacientes coinfectados pelo VIH e Leishmania. E de fato, Posada-
Vergara et al. (2005) relataram que, apds o inicio da HAART, um paciente apresentou
lesbes tegumentares disseminadas, enquanto que em outro as lesbes pré-existentes se
agravaram e tornaram-se mais amplas. Chrusciak-Talhari et al (2009) também
observaram, que ap0s 0 inicio da terapia antiretroviral, um paciente desenvolveu
diversas lesbes cutaneas que foram detectadas na face, térax, dorso, membros superiores
e inferiores e na bolsa escrotal.

Embora tenham influenciado substancialmente a producdo de citocinas, verificamos
que os antiretrovirais ndo influenciaram a expressdo dos corpusculos lipidicos pelos
macrofagos, tanto na presenca quanto na auséncia das leishméanias (figura 25). Essas
organelas sdo responsaveis pela producdo das prostaglandinas e leucotrienos e se
acumulam no citoplasma dos macrofagos quando essas células sdo ativadas por diversos
estimulos, tais como acidos graxos insaturados, PAF, MCP-1, LPS, M. bovis, M. leprae,
M. tuberculosis e Dengue virus (Melo et al., 2011). Recentemente, foi observado que
houve acumulo de corpusculos lipidicos em células dendriticas provenientes de
camundongos C57BL/6 que foram infectadas in vitro por L. (L.) amazonensis (Lecoeur
et al., 2013), entretanto, ainda ndo esta esclarecido se a infec¢do pelas leishmanias €
capaz de estimular o acumulo dessas vesiculas nos macréfagos. Embora ja tenha sido
observado que mondcitos humanos e linhagem de células monociticas humanas
produzem mais prostaglandina E2 quando infectados pelo VIH ou por L. (L.) donovani
(Foley et al.,, 1992; Matte et al., 2000), ainda ndo foi avaliada a expresséo dos

corpusculos lipidicos nos macrdfagos dos pacientes coinfectados pelo VIH e
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Leishmania. Porém, como ndo observamos diferencas na expressdo dos corpusculos
lipidicos pelos macréfagos dos camundongos tratados com os antiretrovirais, é possivel
que esses medicamentos ndo influenciem a expressdo dessas organelas pelos
macréfagos dos pacientes coinfectados pelo VIH e Leishmania.

Os inibidores da protease do VIH também influenciaram as vias de sinalizagdo
intracelular dos macréfagos. Enquanto o atazanavir estimulou a translocacdo do NF-xB
p65 do citoplasma para 0s nucleos dos macréfagos incubados ou ndo com um menor
namero de parasitos (figuras 24 e 27), o lopinavir/ritonavir diminuiu a translocacéo do
NF-kB RelB do citoplasma para 0s nlcleos dos macréfagos e a expressao
citoplasmatica do NF-kB RelB apenas nas células incubadas com um maior nimero de
leishménias (figura 34). O atazanavir também reduziu a translocacdo do PPAR-y do
citoplasma para o nucleo dos macrofagos incubados apenas com o meio de cultura e
diminuiu a expressdo do PPAR-y no citoplasma dos macrofagos incubados ou ndo com
um maior numero de parasitos (figura 37).

Essas vias de sinalizacdo intracelular sdo antagdnicas, pois enquanto o NF-kB p65
estimula diversas fun¢des dos macrofagos, tais como fagocitose, producdo de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNF-a, IL-12), quimiocinas, espécies reativas de
nitrogénio e apresentacdo de antigenos (Hayden et al., 2006; Han et al., 2009; Park &
Kim, 2009), o PPAR-y inibe essas mesmas fungdes (Chung et al., 2000; Delerive et al.,
2001; Bouhlel et al., 2007), sendo auxiliado em algumas delas pelo NF-xB RelB
(Martucci et al., 2007). Portanto, considerando as funcGes bioldgicas destes fatores de
transcricdo, podemos supor que os inibidores da protease do VIH aumentaram a
capacidade pro-inflamatoria dos macréfagos, s6 que por mecanismos distintos.
Enguanto o tratamento com o atazanavir aumentou a sinalizacdo pro-inflamatéria
mediada pelo NF-kB p65 e reduziu a sinalizacdo anti-inflamatéria mediada pelo PPAR-
Y, 0 tratamento com lopinavir/ritonavir apenas diminuiu a sinalizacdo anti-inflamatdria
mediada pelo NF-kB RelB. E possivel que a ativacio da via estimulatéria do NF-kB
p65 e a inibicdo da via reguladora do PPAR-y pelo tratamento com atazanavir possa ter
colaborado para que, na auséncia dos parasitos, os macréfagos tenham produzido uma
maior quantidade de IL-12p70 e IL-1B3 e uma menor quantidade de IL-10. Essas
mudancas nas vias de sinalizacdo dos macréfagos tratados com atazanavir podem ainda
ter colaborado para que um maior percentual de células tenha interiorizado as

leishmanias, que ao ingressarem nos macrofagos inibiram a producdo de I1L-12p70,
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porém ndo alteraram a producdo de IL-1p e de IL-10 por essas células. Similarmente, €
possivel que a inibicdo da via do NF-xB RelB pelo tratamento com lopinavir/ritonavir
possa ter colaborado para que um maior percentual de macrdéfagos tenha interiorizado 0s
parasitos e ainda para que essas células tenham produzido uma maior quantidade de IL-
1B e uma baixa quantidade de IL-10, mesmo na presenca das leishméanias. Por outro
lado, essas mudancas nas vias de sinalizacdo dos macréfagos que foram induzidas pelo
tratamento com ambos o0s antiretrovirais ndo conseguiram disparar uma producgéo
elevada de TNF-a pelos macrofagos infectados pelas leishmanias. E possivel que em
funcdo disso, ndo tenha ocorrido uma elevacdo da producdo de NO pelos macréfagos
dos camundongos tratados com os inibidores da protease do VIH, o que pode ter
favorecido a sobrevivéncia dos parasitos que estavam no interior dessas células.
Portanto, 0s nossos resultados mostraram que o tratamento oral com os inibidores
da protease do VIH lopinavir/ritonavir e atazanavir influenciou varias funcbes dos
macrofagos de camundongos BALB/c em seu primeiro contato com as leishmanias.
N&o ocorreram diferencas na resposta dos macrofagos dos animais tratados com 0s
antiretrovirais que foram incubados com os diferentes inoculos de leishmanias, pois
independentemente do ndmero de parasitos, o tratamento com lopinavir/ritonavir e
atazanavir, embora por mecanismos distintos, ocasionou um aumento do indice de
infeccdo e da capacidade pré-inflamatoria dos macrofagos, sem aumentar 0s
mecanismos microbicidas dessas células. Portanto, nossos dados sugerem que nas
primeiras interacGes entre os macrofagos e as leishmanias, o tratamento com esses
medicamentos favorece a entrada e a sobrevivéncia dos parasitos nos macrofagos.
Como as células dos seres humanos apresentam caracteristicas que se assemelham com
a dos camundongos, € possivel que essas mesmas modificacbes que observamos no
modelo murino, possam ocorrer nos individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania
que utilizam esses medicamentos. Entretanto, €& preciso considerar que estas
possibilidades sdo apenas inferéncias, pois estudamos apenas o modelo murino. Mas
como nossos resultados sugerem uma influéncia dos antiretrovirais sobre funcdes
importantes na defesa antiparasitaria, esses dados precisam ser reavaliados em seres
humanos. Além disso, como avaliamos o efeito dos inibidores da protease do VIH sobre
as funcdes dos macrofagos apenas na presenca das leishmanias, e nos individuos
coinfectados os macréfagos estdo sofrendo tanto as influéncias das leishmanias como

também do VIH, é preciso considerar que estas interacbes possam ocorrer de modo

114



diferenciado do que observamos neste trabalho, o que é uma limitagdo do nosso
trabalho. Entretanto, fez-se necessario analisar inicialmente a influéncia dos inibidores
da protease do VIH na auséncia do virus para esclarecermos, sem tendenciosidade, as
modificagdes ocasionadas apenas pelo uso dos inibidores da protease do VIH, pois na
presenca do virus ndo poderiamos excluir as influéncias sobre o sistema imunitério
determinadas pela prépria infeccdo viral. Também ndo esta ainda esclarecido se as
modificag0es que observamos foram o resultado da acgdo direta dos inibidores da
protease do VIH sobre os macrdfagos ou se resultaram indiretamente de uma
translocagdo de microrganismos provenientes da microbiota intestinal para a cavidade
peritoneal, ja que foi demonstrado que o tratamento oral com os inibidores da protease
do VIH pode romper a integridade da barreira epitelial intestinal (Wu et al., 2007).
Novos estudos precisardo ser conduzidos para esclarecer essas questdes, no entanto
0 nosso trabalho demonstrou que os inibidores da protease do VIH lopinavir/ritonavir e
atazanavir foram capazes de influenciar diversos mecanismos envolvidos na defesa
inata contra as leishmanias e, portanto, sugere que o tratamento com esses
antiretrovirais pode influenciar o curso clinico das leishmanioses nos individuos

coinfectados pelo VIH e Leishmania.
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CONCLUSOES



Os resultados obtidos com esse trabalho permitiram as seguintes conclusoes:

1. Os antiretrovirais reduziram o nimero de células recuperadas da cavidade peritoneal

dos camundongos BALB/c.

2. O tratamento com lopinavir/ritonavir aumentou o indice de infec¢do dos macrofagos
que foram incubados com leishméanias em condi¢des subdtimas e Otimas, porém o
tratamento com atazanavir somente aumentou o indice de infeccdo das células que

foram incubadas com leishméanias em condi¢des 6timas.

3. Ambos os antiretrovirais aumentaram o nimero de células aderidas as laminulas
quando os macrofagos foram incubados com leishménias em condigdes subotimas,
porém ndo alteraram o namero de células aderidas as laminulas quando os macréfagos

foram incubados com leishméanias em condi¢des Gtimas.

4. A viabilidade das leishmanias nao foi alterada pelo tratamento com os antiretrovirais.
Foi recuperado um maior namero de leishmanias dos macrofagos dos grupos tratados
com lopinavir/ritonavir e atazanavir do que dos macréfagos do grupo tratado com

salina, quando analisado em condicGes 6timas.

5. A infeccdo com as leishmanias deprimiu a producdo do NO. O tratamento com
lopinavir/ritonavir aumentou a producdo de oxido nitrico pelos macrofagos incubados
com leishmanias em relacdo aos macrofagos dos animais incubados com as leishmanias

mas que foram tratados com salina.

6. Os antiretrovirais ndo influenciaram a producdo de peroxido de hidrogénio e a
expressao dos corpusculos lipidicos pelos macréfagos que foram incubados ou ndo com

leishmanias em condi¢fes étimas.
7. Houve aumento da producdo da IL-1B quando os macrofagos dos camundongos

tratados com o lopinavir/ritonavir foram incubados com as leishmanias em condicdes

subdtimas. Os antiretrovirais ndo influenciaram a producéo de IL-6.
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8. Houve depresséo da producédo da IL-12 p70 quando os macréfagos dos camundongos

tratados com o atazanavir foram incubados com as leishméanias em condi¢des 6timas.

9. A infeccdo pelas leishmanias de macréfagos de camundongos tratados com salina
deprimiu a producdo do TNF-o. O tratamento dos camundongos com o atazanavir
deprimiu a producdo do TNF-o pelos macréfagos, entretanto houve aumento da
producdo do TNF-a apos incubagdo in vitro com as leishmanias, porém, sem ultrapassar
0s niveis maximos observados nos animais ndo tratados. Os antiretrovirais néo

influenciaram a producéo de IL-23.

10. Tanto a incubagdo com as leishmanias, como o tratamento com os antiretrovirais

diminuiram a produgdo da IL-10 pelos macrofagos.

11. O tratamento com o0 atazanavir estimulou a translocacdo do NF-xB p65 do
citoplasma para os ndcleos dos macrofagos incubados apenas com o meio de cultura e
favoreceu a translocacdo mais precoce desse fator de transcricdo para os nucleos dos

macrofagos incubados com leishmanias em condic¢des subotimas.

12. A infeccdo com a leishmania diminuiu a expressdo nuclear do RelB nos animais
tratados com o lopinavir/ritonavir. A infeccdo com a leishmania aumentou a expressao
citoplasmaética do RelB nos animais tratados com o atazanavir, mas ndo influenciou a

expressdo nuclear desta molécula.

13. A infeccdo com a leishménia aumentou a expressdo citoplasmatica do PPAR-y nos

animais tratados com o atazanavir, sem modificar a expresséo nuclear.

14. O nosso trabalho demonstrou que os inibidores da protease do VIH
lopinavir/ritonavir e atazanavir foram capazes de influenciar diversos mecanismos
envolvidos na defesa inata contra as leishmanias e, portanto, sugere que o tratamento
com esses antiretrovirais pode influenciar o curso clinico das leishmanioses nos

individuos coinfectados pelo VIH e Leishmania.

15. As conclusdes estdo resumidas na tabela 2.
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Tabela 2. Sumario dos resultados da influéncia do tratamento oral com os inibidores da protease do VIH
lopinavir/ritonavir e atazanavir sobre fungdes dos macrdéfagos de camundongos BALB/c incubados in
vitro com L. (L.) amazonensis em condi¢des de subGtimas e Gtimas.

Condicoes da infecgdo

Tratamento

NP

2

NA

NA

NA=N3o alterou T=Aumentou {=Diminuiu NP=N3o pertinente (-)=N4o avaliado

Subétimas

/]\

NA

NA

NA

NA

Salina LPV/IRTV ATV

NA

NA

NA

NA

NA

Otimas

Salina LPVIRTV ATV

NP

NA

NA

NP

NA

NA

NA

NA

NA

2
NA
NA
T
NA

NA

NA
NA
NA

NA

NA

NA

T
NA

NA

T

NA

NA

NA

NA
NA

NA
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