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“Quando vocé sabe alguma coisa, reconhecer que;sgbe
quando vocé ndo sabe alguma coisa, reconhecer gae n
sabe. Isso é conhecimento.”

Confucio (século IV A.C.)

“O valor de praticar com rigor, por algum tempo, uma
ciéncia rigorosa nao esta propriamente em seusltados:
pois eles sempre serdo uma gota infima, ante o daar
coisas dignas de saber. Mas isso produz um aunamto
energia, de capacidade dedutiva, de tenacidadegerage-
se a alcancar um fim de modo pertinente. Nestadsest
valioso, em vista de tudo o que se fara depoissithy um
homem de ciéncia.”

Nietzsche (1878)
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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca parasitaria que affan8lhdes de pessoas em todo o
mundo e vem emergindo como uma infec¢ao oportufristgiente em pacientes de AIDS.
O curso da infeccdo pdareishmaniadepende de um balanco entre funcdes microbicidas e
supressoras dos macrofagos, associadas a essatélgiptativas do parasito. A producéo
de oxido nitrico (NO) representa o principal mesam efetor para a eliminacdo da
Leishmaniapor macrofagos, e a producdo de IL-10 & capaznier iesta resposta,
favorecendo a infecgcdo. PKR (proteina cinase depgadde dupla-fita de RNA), uma
classica proteina de resposta anti-viral, é capazgular uma série de vias de transducao
de sinais e funcdes dos macrofagos. No presem@hig investigamos o possivel papel de
PKR na modulacdo da infeccdo dagishmania Em ensaios com células monociticas
THP-1 diferenciadas e macrofagos humanos derivddd3BMCs (células mononucleares
de sangue periférico) verificamos que o tratamexxim a dupla-fita de RNA sintética
poly(l:C), um potente indutor de PKR, levou ao agraento da infeccdo paeishmania
amazonensie este efeito foi revertido pelo tratamento comn#nopurina, um inibidor
farmacoldgico de PKR. O aumento da proliferacacgagdular delL. amazonensis
promovido pelo poly(l:C) também foi revertido pelapressdo do dominante negativo de
PKR (DN-PKR) em células Raw. Similar ao observad@p. amazonensjs infec¢cédo por

L. chagasitambém é favorecida pelo tratamento com poly(If@gs ndo a infeccéo pbr
major. LPS, um outro indutor de PKR, também favorecenfex¢cdo de.. amzonensis L.
chagasi Analises de EMSA demonstraram gueamazonensig® capaz de modificar a
ativacdo do fator de transcricdo MB-dependente de PKR, o que levou a inibicdo da
expressao de iNOS (Oxido nitrico sintase induzigedp producdo de NQ. majornéo foi
capaz de subverter esta via. O favorecimento dec¢gab porl. amazonensipode ser
devido a producéo de IL-10 e IFN | dependente dB BKservada. De forma interessante,
a infeccdo pol. amazonensignduziu a modulagédo dos niveis de PKR e sua &oag
Consistente com este dado, em macrofagos oriurel@eamundongos 129sv/ev PKR-KO
ou células Raw expressando DN-PKR, a infec¢cad pamazonensié reduzida, mesmo na
auséncia de outros indutores desta cinase. Andlisegivo demonstraram que em
camundongos PKR-KO, a lesédo causadalpamazoneni€m 4 semanas de infeccdo é
menor, comparada aos animais WT. Este dado cameacom uma maior producao de
IFN-y, citocina associada a um perfil de resposta, Téth animais PKR-KO apés 2
semanas de infec¢do pbr amazoneni® pode explicar o titulo de parasitas reduzido no
baco de animais PKR-KO observado em estagios raaisos de infeccdo. Em suma,
nossos dados demonstram pela primeira vez o papdPKR na resposta imune a
leishmaniose e abre perspectivas para a investigdedta molécula como um fator
importante no curso de infeccbes parasitarias.
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic disease that affésfisndillion people around of the world and
is emerging as a frequent opportunistic infectioAIDS patients. The courdeeishmania
infection depends on the balance between micraddicdsupressor macrophage functions,
associated with parasitic adaptsteategies. The production of nitric oxide (NO)nesgents
the main effector mechanism fdreishmania elimination by macrophages, and the
production o IL-10 can inhibit this response, famgi_eishmaniainfection. PKR (dsRNA-
activated protein kinase R), a classic host améihresponse protein, is able to regulate a
series of signalling pathways and macrophage fanstiThe present work investigated the
possible role of PKR irLeishmaniainfection modulation. In assays with differengict
THP-1 cells and human PBMCs macrophages (Periptaoald Mononuclear Cell) we
verified that the treatment with the synthetic deutirand RNA poly(l:C), a potent PKR
inducer, aggravatdseishmania amazonendisfection and this effect was reverted by the
treatment with 2-aminopurine, a pharmacologicalibitbr of PKR. The increased
intracellular proliferation olL. amazonensipromoted by poly(l:C) was also reverted by
expression of the dominant negative of PKR (DN-PKR)Raw cells. Similar toL.
amazonensis, L. chagasifection was also favored by poly(l:C) treatmebitit not the
infection caused bl. major. LPS, an other PKR inducer, has also favdredmazonensis
andL. chagasiinfection. EMSA analyses have demonstrated thamazonensigas able

to modify PKR-dependent activation of transcriptidactor NF«B, leading to the
inhibition of INOS (inducible nitric oxide synthgsgromoter activity and NO poductiob.
major was not able to subvert this pathway. The favodhh. amazonensisfection may
be due to the PKR-dependent IL-10 and IFN | pradactinterestingly, the infection with
L. amazonensideads to increased levels of PKR and its activatiGonsistently, in
macrophages from PKR-KO 129sv/ev mice or Raw egmgsDN-PKRL. amazonensis
infection was reduced, even in the absence of stimelucers of this kinase. Analysies
vivo demonstrated that in PKR-KO mice, the lesion cdulsd.. amazonenismfection was
smaller at 4 weeks compared to WT animals. Thiemasion correlates with increased
production of Thl response associated cytokine yHNPKR-KO animals after 2 weeks of
L. amazonenisnfection and can explain the reduction of paeasiiad in the spleen of
PKR-KO mice at late stagies. Taken together, tasa indicate for the first time that PKR
is not only an anti-viral protein, but can also miade parasitic infection.
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INTRODUCAO

1.a) Leishmaniose

Os parasitas do génekeishmaniasdo agentes de zoonoses que infectam humanos
em regides tropicais e subtropicais do Novo e Véllumdo, causando doencas do sistema
fagocitico mononuclear (SFM). Os hospedeiros veatdds incluem uma grande variedade
de mamiferos (Neves, 2005). Em funcdo da espéumadara da infeccdo, a leishmaniose
apresenta diversas manifestacdes clinicas: les@myativas de pele (leishmaniose
cutanea), inflamacdes destrutivas das mucosasrflaiiose mucocutanea) e infeccao
visceral disseminada (leishmaniose visceralkala aza). Ocorrem também indmeras
variacbes epidemiologicas e imunopatologicas dangletendo em vista a enorme
variedade de areas endémicas em que se manifasteafidt al 2005).

A transmissdo da doenca se da através da picaddiptieros da subfamilia
Phlebotominaddos génerofhlebotomusu Lutzomyiad no momento da hematofagia (De
Almeidaet al, 2003).

A leishmaniose é endémica em 88 paises e 5 corgmdAfrica, Asia, Europa,
América do Norte e América do Sul), com um total38@ milhdes de pessoas sob risco.
Mais de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas |gslamaniose no mundo, sendo
estimados 1,5 a 2 milhdes de novos casos anualmssitdo que apenas 600 mil sé&o
oficialmente declarados. Atualmente, a leishmanésensiderada pela OMS uma das seis

mais importantes endemias do mundo (WHO, 2003).



1.b) O GéneroLeishmania(Ross, 1903)

Os agentes causadores das leishmanioses humangwotdpoarios da ordem
Kinetoplastida familia Trypanosomatidaee génerolLeishmania(Schmidt & Roberts,
2000).

Os tripanosomatideos apresentam alternateciformas celulares em seus ciclos
bioldgicos, sobretudo na transicdo entre hospeslengrtebrados e invertebrados. Os
estagios do géneroeishmaniaencontrados parasitando os insetos vetores flelioems
sdo as formapromastigotas alongadas com flagelo livre a partir da porcatersor da
célula. Nos vertebrados, a forma encontradaaéastigota forma arredondada ou oval,
com flagelo curto. As leishmanias apresentam-selaainas formasparamastigota,
arrendadas ou ovaiaderidas a por¢cao anterior do trato digestivo dorvé&inalmente, as
formas infectivas para o hospedeiro vertebradasemtes livres nas por¢cdes anteriores do
trato digestivo dos insetos vetores, denomingmtasnastigotas metaciclicossdo bem
alongadas, possuem flagelo muito longo e intenshilit@de (Dominguezt al, 2003;
Neveset al, 2005).

Apesar de todas akeishmania sppexibirem morfologia similar, elas diferem
clinicamente, biologicamente e sorologicamente.

As leishmanias que infectam humanos sdo agrupadaeis subgénero¥ianniae
Leishmania No subgénerd/iannia encontramos as espécies causadoras da leishmaniose
tegumentar americana que sao agrupadas no “compkigbmania brasiliensis Neste
grupo encontramos k. (V.) brasiliensisL. (V.) guyanensjs.. (V.) panamensjd.. (V.)
peruviana.A espéciel. (V.) brasiliensisesta relacionada a leishmaniose mucocutanea,

causando lesGes oro-faringébaisson & Shaw, 1994; Rey, 2001, Murreatyal, 2005).



J& o subgénerbeishmania é composto pelo “complexibeishmania mexicaria
gue compreende espécies causadoras da leishmantésea (ou cutaneo-difusa) do Novo
Mundo (. (L.) mexicanaL. (L.) pifanoj L. (L.) amazonensj4. (L.) venezuelensis. (L.)
garnham); pelo “complexolLeishmania donovahi cujas espécies sdo causadoras da
leishmaniose visceralL( (L.) donovaniL. (L.) infantumou chagasj onde os parasitas
proliferam em macréfagos do figado, baco, meduseaspulmdes, mucosa intestinal e
sistema nervoso; e pelagishmaniasutaneas do Velho Munda.((L.) tropicaeL. (L.)
major) (Rey, 2001 & Murraet al, 2005).

A Leishmania amazonensigrincipal alvo de analise em nosso estudo, élipecu
Bacia Amazonica, também sendo encontrada nas Reyidieleste, Centro-Oeste e Sudeste
do Brasil, mas também ha relatos em Trinidad, Cblane Panama. Esta espécie causa
lesBes cutaneas nodulares e verrugosas Unicas pagrano nimero, que poucas vezes se
curam espontaneamente. Nao estd associada a etastacosas, estando, entretanto,
relacionada a formas cutaneo-difusas ou formaemissdas (anérgicas) em individuos

com deficiéncia inata da resposta imune (Silveiral, 2005; Gramiccia & Gradoni, 2005).

1.c) Ciclo Biolégico daLeishmania

A infeccdo dos hospedeiros vertebrados ocorre dpdormas promastigotas
metaciclicas ddeishmaniasdo inoculadas pela fémea do inseto vetor duramepasto
sanguineo (de Almeidat al, 2003).

Leishmanias apresentam, nas diferentes formas texady uma variedade de
moléculas em sua superficie fundamentais paraeandietacéo de viruléncia, infectividade,
sobrevivéncia e patogénese. As duas principaisliémmie moléculas de superficie de

promastigotas, gp63 e as fosfoglicanas, sdo o<ipais ligantes para a adesdo aos



macrofagos. gp63 € um metaloprotease presente rbutiente na superficie de
promastigotas. A familia de fosfoglicanaslagshmaniacompreende glicolipideos, como
lipofosfoglicana (LPG) e as proteinas fosfoglicadds, como as fosfatases-acidas
secretadas e proteofosfoglicanas (PPG). Ambas decuatms podem também estar
presentes em formas amastigotas de algumas espétieshmanialHandman & Bullen,
2002).

A internalizacdo daeishmaniase dé através de endocitose mediada por receptores
de superficie do macrofago. Os receptores de conapi® (CR)1 e CR3 séo fundamentais
neste processo. CR4, receptor de fibronectina eptec de manose também estédo
implicados na invasdo (Handman & Bullen, 2002).

Apos a internalizagéo, o promastigota metaci@diaoicialmente encontrado em um
fagossoma contiguo a membrana do macréfago. O dag@s € entdo modificado pela
passagem de enzimas dos lisossomas para 0 mesulbando no vacuolo parasitéforo
(PV). O parasito, entéo, diferencia-se para a foamastigota, capaz de se desenvolver e
multiplicar no meio &cido. O amastigota dentro daciwlo sofre, entdo, sucessivas
divisdes, havendo entdo a ruptura da célula hospedediberacdo dos amastigotas. As
formas amastigotas livres também sdo capazes @gliingutros macréfagos através de
receptores Fc para imunoglobulina G, CR3 e rece¢omanose (Handman & Bullen,
2002).

A infeccdo do inseto vetor ocorre no momento dasepsanguineo em individuos
ou animais infectados. Formas amastigotas saoidagejuntamente com o sangue e/ou a
linfa intersticial. No intestino anterior ou médim inseto, o alimento € envolvido pela
matriz periotréfica, uma membrana quitinosa sedeefzelas células epiteliais do intestino

gue promove uma barreira a enzimas secretadasirgekiino. Em algumas espécies, a



colonizacdo pode ocorrer no intestino posterionsgAquatro a cinco dias de multiplicagéo
dos parasitas ocorre a transformacdo em formasgstayotas. A matriz € rompida e 0s
parasitas liberados migram para porcdes toraxicasntbstino do inseto enquanto se
diferenciam em formas promastigotas metaciclicas méo alcancar a proboscide e

reiniciar o ciclo (Pimentat al, 1997; Neveegt al, 2005).

1.d) A resposta imune na leishmaniose: ResisténciaSuscetibilidade

De uma forma geral, a imunidade protetora conti@ishmaniose é mediada pela
classica resposta imune mediada por célula (CMijjJuanto a doenca ndo curavel é
associada a uma forte resposta humoral, na ausé@eci@MI. Estudos imunoldgicos
analisando perfis de resisténcia ou suscetibilidademodelos murinos deram origem a
identificagcdo de uma dicotomia Th1/Th2 de resis&#rascetibilidade no desenvolvimento
das respostas imunes. Um conjunto especifico deimits secretadas por células TCD4
IFN-y e IL-12 ou IL-10 e IL-4, caracterizam as respostag e Th2, respectivamente.
Entretanto, este paradigma foi largamente detedoingilizandoL. major como modelo,
onde €, sobretudo, reconhecido o papel de IL-124erio direcionamento destas respostas.
Mais especificamente, acredita-se atualmente goueig@dade protetora a esses organismos
seja mediada por uma resposta do tipo 1, embatensificacdo de uma papel arquétipo de
suscetibilidade conferido pelas citocinas do tipgritla ndo esteja muito claro (McMahon-
Pratt & Alexander, 2004).

Até recentemente, uma resposta do tipo 1 indyzadaL-12 (interleucina 12) foi
aceita como promotora de imunidade protetora caisas as espécies deishmania
(Sypek et al, 1993). IL-12 ativa células NKnétural killer), que produzem IFN-

y (interferony). Estas citocinas ndo apenas controlam a resiatématia a infeccéo atraves



da inducdo da producdo de NO (6xido nitrico) petacrofagos (Liew & O Donnell,
1993), como influenciam a iniciacdo de uma respdstéipo | por células Thl (Scharton-
Kerstenet al, 1995). Paradoxalmente, um estudo ¢ormexicanasugere que a resisténcia
a este parasito é independente de IL-12, apesdembndente de STAT4 (signal transducer
and activator of transcription 4) (Buxbawnal, 2002).

Estudos conL. major sugerem que uma resposta do tipo 2 induzida pet IL
contrapde a resposta do tipo 1 e consequenten@rdealuma lesdo ndo curavel. Outros
estudos, entretanto, sugerem que a ndo-cura, hdackg é devida a uma auséncia de
resposta Thl, e como conseqiéncia, falha em produmsponder a IL-12. Apesar de
estudos demonstrarem que IL-4 pode diminuir a sgd@de IL-12 e seu receptor, estudos
recentes indicam que este efeito pode ser causadmgranismos independentes de IL-4
(McMahon-Pratt & Alexander, 2004).

Diferente do perfil observado pata major, parasitas do complexio. mexicana
produzem infec¢des cronicas na maioria das lintmgdencamundongo (Blackwell, 1996).
Ao contrario do papel inconclusivo para as infescperL. major, IL-4 desempenha um
papel importante em impedir a cura da infecgdo lpomexicanaem linhagens de
camundongo (Satoskat al, 1997). Em contrapartida, a suscetibilidade amazonensjs
espécie fortemente relacionad&.amexicanaparece ter um papel insignificante de IL-4.
Consistente com este fato, a inibicdo de ILfi2Rconsiderada o principal mecanismo de
prevencdo do desenvolvimento de uma resposta @oltig cura da infeccdo par.
amazonensj® independente de IL-4 (Joretsal, 2000).

Ao contrario do descrito até agora para as infeegtaneas, no caso da infeccéo

por L. donovani a resposta do tipo 2 pode promover resisténdrdeacao. IL-4 parece



importante para a eliminagdo dos parasitos no digadaco e para a manutencdo da
producdo de IL-12 e IFN-(Alexanderet al 2000). Aparentemente a suscetibilidade a
infeccao visceral pac. donovani assim como erh. major, parece ser, em parte, mediada
por IL-10 (Murphyet al, 2001).

Estas aparentes contradicdes nos mecanismospistaesna realidade, ilustram que
a diversidade evolutiva dos protozoarios parasitas géneroLeishmania determina
diferentes adaptacbes e fatores de viruléncia o lgua a profundas diferencas em
mecanismos imunes de resisténcia/suscetibilidad&fegacdo e patologias associadas a
doenca.

Especial atencdo vem sendo dada a um subtipoialsgeccélulas T, as CD4
CD25' regulatérias (T reg). As T reg sdo capazes denhsm®er antigenos proprios em
desordens auto-imunes e antigenos ndo prépriosoemcas infecciosas, diminuindo as
respostas Thl e Th2, respectivamente (Sakaguc®8; Zccirillo and Thornton, 2004).
Fenotipicamente, as Treg sdo caracterizadas pelesséo de CTLA-4phenotypically
glucocorticoid-induced TNF receptdqiGITR), CD86 e FoxP3 (um fator transcricional)
(Ramsdell, 2003). Muitos estudos vém sendo realzatsando avaliar o papel das células
T reg no controle da imunidade em modelos de id@eeg resultados interessantes foram
demonstrados no modelo de infec¢do pomajor. Células T reg suprimem células Thl
dominantes e previnem a completa eliminacab.daajorem camundongos B6 e também
suprimem as células Th2 dominantes e o desenvattom@a doenca em camundongos
BALB/c (Belkaid et al, 2002; Xuet al, 2003). Ji e colaboradores (2005) demonstraram que

apos a infeccdo pot. amazonensjsocorre um aumento de células Treg no sitio da



infeccdo e nos linfonodos drenantes. Além dissoastraram que estas células podem

limitar a imunopatogénese causadalpatmazonensis.

1.e) Interacdo daleishmania com macrofagos: a subversdo de vias de sinalizacdo

intracelular

No hospedeiro vertebrado, as espécies ldgshmania sdo encontradas
majoritariamente no interior de macrofagos, podanb equilibrio entre funcgbes
microbicidas e supressoras dos macrofagos, bem casn@stratégias de subverséo
associadas ao parasita irdo ditar, em grande pastezesso do processo infeccioso.

A producdo de o6xido nitrico (NO) pela isoformaunivel da 6xido nitrico sintase
(INOS ou NOS2) representa um dos principais meoargsefetores para a eliminacédo de
Leishmaniaspp por macréfagos humanos e de camundongo. @spais indutores desta
enzima sdo IFNs como ja mencionado, e TNE-citocinas liberadas principalmente por
células CD4+ do tipo Thl (Bogdan & Rollinghoff, B39Bogdan, Rollinghoff &
Diefenbach, 2000). Entretanto, citocinas do tipo2,Tltomo IL-4, IL-10 e TGF-

B (transforming growth fact@), irdo ndo so inibir a morte do parasita mediaoialpN-
y(Kane & Mosser2001; Vouldoukis et al 1997), como favorecer diretamente o
crescimento déeishmaniano interior de macrofagos através da producaootianpinas
(Iniesta, Gomez-Nieto & Corraliza, 2001; Iniestaal, 2002; Iniestat al, 2005).

Tanto a producdo de NO quanto de poliaminas regumeetabolizacdo da arginina.
Enquanto iINOS catalisa a conversdo da L-arginind@re citrulina, a arginase catalisa a
conversdo da arginina em ornitina e uréia. Um dosirthos metabdlicos da ornitina é a

sintese de poliaminas através da ornitina descidgsbdDC). O balanco da ativagdo entre



as duas enzimas é competitivamente regulado polaséThl e Th2: citocinas o tipo Thl
induzem a ativacao de INOS, enquanto citocinaspdo2 induzem a arginase I. A inducao
de uma dessas enzimas é acompanhada pela supdessdidra através de metabolitos
intermediarios e deplecéo de substrato (Modeledll, 1995).

Apesar do sequestro daishmaniano interior dos macréfagos representar um
mecanismo de escape de diversas respostas imusesdeoas, para que o parasita
sobreviva dentro destas células sdo necessariossarigde mecanismos de escape no
sentido de inibir as fungdes leishmanicidas. D&staa, os préprios parasitas sdo capazes
de inibir INOS e a producédo de NO em reposta a &®8 INFy (Proudfootet al, 1995,
1996); inibir moléculas envolvidas com a apreséage antigenos, como MHC-II (De
Almeida et al, 2003) e B7-1 (moléculas co-estimulatéria paraesgmtacdo de antigeno)
(Kaye et al, 1994); inibir a produgédo de citocinas, particolante as envolvidas com o
processo inflamatério, como TNFF{Descoteaux & Matlashewski, 1989) e na regulagho d
resposta imune celular, como IL-12 (Carreed al 1996); e induzir moléculas
imunosupressivas, como PGE-2 (Madteal 2001), TGH3 e IL-10 (De Freitas Balanaet
al, 2001).

As diversas alteracbes nos mecanismos de respgsiaxemplificadas decorrem
de modificagdes nas vias de transducao de sinaléialss hospedeiras pdlaishmaniaA
supressao da producdo de NO e MHC-II induzida pbiry esta relacionada a inibicdo da
sinalizagéo de JAK2/STAT1 pelaeishmania A inibicdo dessa via parece se dever a uma
fosforilagdo defectiva de JAK1, JAK2 e STAT1, emtwile da ativagdo de fosfotirosina
fosfatases (PTPs), em particular, SHP-1 (Nandare&dR, 1995). Entretanto, dados mais

recentes mostram um papel direto da via de degiiadagr proteossoma na proteodlise de



STAT1 em macro6fagos infectados chmishmania(Gregory & Oliver, 2005). A infecgcéo
MAPK (mitogen activated proteins kingsecomo ERK1/2 Extracellular-regulated
kinasg, p38 e JNK Jun N-terminal kinage resultando em uma entrada “silenciosa” no
macrofago (Gregory & Oliver, 2005). Em um estudstagnativacdo da ERK1/2 mediada
por ceramida resultou na inibicdo dos fatores destricdo AP-1 e NKB, o0 que parece
explicar a auséncia de geracdo de NO em célulastaufas poL. donovani. Entretanto,
este resultado parece ser dependente da origematoysfagos infectados, uma vez que o
fenbmeno ocorre em células oriundas de camundd®dbB/c, mas ndo nas oriundas dos
camundongos resistentes C.D2 (Gheslal 2002). Por outro lado, la donovanié capaz
de ativar NFkB na linhagem macrofagica J774 de uma forma dep¢adia producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Siegal, 2004).

Outros estudos demonstram que ndo somientionovanié capaz de modular a
ativacdo de NKB. Formas amastigotas de. mexicanasdo capazes de induzir a
degradacao de NiB de uma forma dependente da atividade da cispeip@idase B, o que
leva a repressao da producéo de IL-12 (Cameroh 20@4). Formas promastigotas lde
donovanj L. major, L. mexicanae L. braziliensistambém séo capaz de levar a clivagem de
p65 em macréfagos, embora a subunidade truncada positinuar se ligando ao p50 e
mediando a producdo de quimiocinas (Gregory €048). Ja as formas promastigotas de
L. majorinibem o complexo de NkB induzido por PMA na linhagem monocitica U937 e
levam a ativacdo de um outro complexo capaz dezinduexpressao de IL-10 (Guizani-
Tabbaneet al 2004). Recentemente, Ben-Othmanotaboradores (2008) demonstraram

guel. major e L donovanisao capazes de induzir uma ativacao inicial esieate de NF-
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KB e MAPKs em células Raw264.7 e macréfagos derwadi® mondcitos humanos.
Entretanto, uma vez infectadas, as células serntom@o respossivas a ativacdo dessas
moléculas em infec¢cdes subsequentes. De formaasirad que ocorre com algumas
espécies dd.eishmania o parasitaToxoplasma gonditambém possui a habilidade de
bloguear a translocacédo nuclear do dimero d&BlE&tivado por LPS (Butchet al, 2001).

Consistente com a modulacdo da ativacao dxBlfpor espécies deeishmania
alguns trabalhos na literatura demonstram o papereceptores TLRTOII-like receptor$
no reconhecimento de moléculasl@gshmaniae no controle da infec¢do por este parasita.

Ostoll-like receptors(TLR) apresentam importante papel na imunidad&iraem
sua integracdo com a imunidade adaptativa subseguéssim como outros PRRs
(pattern-recognition receptoys os TLR reconhecem PAMPspathogen-associated
molecular patterns que correspondem a componentes microbianos eéssemara a
sobrevivéncia dos microorganismos e, como consetiiéativam cascatas de sinalizacéao
intracitoplasmaticas que culminam com a ativacaéatiwes transcricionais e a expressao
de genes cujos produtos estao relacionados a taspasmicrobiana (Revisto por Akiet
al, 2006).

Muraille e colaboradores (2003) demonstraram a itApoia de MyD88, uma
molécula adaptadora que participa das vias deizagadlb a partir dos TLRs, no controle da
infeccdo porL. major em camundongos C57BI6 e na producdo de \WF&-IL-10.
Consistente com a ativacao de MyD88, foi demonstigque TLR4 € requerido para o
controle eficiente déd.eishmania(Kropf et al, 2004) e LPG é capaz de ativar TLR2 (de
Veer et al 2003). TLR9 pode também ser importante no comtodste parasito. Li e

colaboradores (2004) demonstraram a producdo deirals, especialmente IL-12, via
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TLR9, em camundongos infectados pomajor. Um estudo ainda mais recente mostra que
TLR3 também pode contribuir para o reconhecimertbaeishmania(Fladinet al 2006).
Uma vez que dsRNA nao é encontrado dmishmania uma possivel explicacdo é a
presenca de RNA viral no parasito (Ggjal 2003).

Espécies déeishmanigpodem também subverter a ativacédo das vias deolde
pode estar relacionado com sua capacidade de adtivacdo de NKB. Abu-Dayyeh e
colaboradores (2008) demonstraram fQashmaniaé capaz de inibir a ativacao de IRAK-
1 (IL-1 receptor-associated kinase), luma cinase envolvida na sinalizacdo dos TLR,
através da fosfatase hospedeira SHBft filomology 2 domain-containing protein tyrosine
phosphatase Outras moléculas que participam das vias disigar@or TLR (e.g. Erk1/2,
IKK a/pB) também s&o capazes de interagir com SHP-1, osagere que &eishmania
possa interferir em varias etapas da sinalizac&cepses receptores (Abu-Dayyeh et al,

2008).

2- PKR

2.a) Estrutura e funcdo de PKR

A proteina kinase R (PKR) é uma serina-treoninasg, ubiquamente expressa, que
atua no controle transcricional e traducional eas\ule transdugcédo de sinais (Williams,
2001). PKR foi descoberta como a enzima respongalal inibicdo da sintese protéica
induzida por RNA dupla-fita (dsRNA) através da @8&cdo do fator de iniciacdo da
traducao elF-2, bloqgueando sua atividade e, destaaf impedindo a ligacéo do iniciador

Met-tRNA ao ribossoma. A replicacdo de muitos vieasolve a producdo de dsRNA, o
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gue pode levar a ativacao de PKR, inibindo a tradug consequientemente, a replicacao
viral. Assim, desde sua descricdo, PKR é reconhemtho um agente “anti-viral”, sendo
ativada por virus como influenza, adenovirus e ERxbund, 1995). Esta funcéo bioldgica
postulada é suportada por achados de que diveisas s80 capazes de desenvolver
diferentes estratégias para inibir a atividade iR EKatze, 1995).

O cDNA codificando PKR humano foi clonado pelay@ira vez em 1990 e origina
uma proteina com o peso molecular predito de 6gkarset al, 1990).

Muitos tipos celulares expressam niveis constibstile PKR, mas a exposi¢cédo de
células a IFN-I resulta em um aumento dos niveiBKIR, como conseqiéncia da ativacao
transcricional de seu gene (Meuwss al, 1990). O gene PKR humano se localiza no
cromossomo 2p, tem aproximadamente 50 Kb e 17 efdulsen and Samuel, 1997;
Kuhen et al, 1996). O promotor de PKR, contendo 503 pb, ndessgmta seqiéncias
consenso associadas a iniciagdo da transcricdop d@#mA Box. A expressao basal e
induzida de PKR depende da presenca de um elemeritb pb denominado KC&irfase
conserved sequengaue é exatamente conservado em humano e cangmeéanrelacao
a seqléncia e posicao relativa ao elemento |SR&feron stimulated response element
ISRE possui 13 pb e é responsavel pela expressR&Beem resposta a IFN (Kuhen and
Samuel, 1997).

Na auséncia de IFN, a indugédo de PKR depende geeragfio de spl e sp3 que se
ligam ao elemento KCS presente no promotor (&aa, 2006). Entretanto, a ativacdo da
transcricdo de genes induzidos por IFN I, como PKBpende da ligacdo do fator
heterodimérico ISGF3 (STAT1, STAT2, and IRF9) aengnto ISRE (Samuel, 2001,

Darnell, 1997; Ward and Samuel, 2002).
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PKR possui dois dominios funcionalmente distintaga dominio N-terminal
regulatorio de ligagdo a dsRNA e um dominio cataliC-terminal. O dominio de ligagéo a
dsRNA dsRNBD- dsRNA Binding Domainompreende a regido entre os aminoacidos 1-
170 e contém dois motivos de ligagdo a RNdsRBMs- dsRNA Binding Molifs
compreendendo aproximadamente 70 residuos de aidonsacada (Williams, 1999)
(Figura 1). Apos a ligacdo de PKR a dsRNA, ocorre uma mual@opformacional desta
proteina, que a libera de uma auto-inibicdo, expassim seu sitio ativo e levando a sua

auto-fosforilacéo (Williams, 2001).

PKR

11 67 101 167 273 o951

! I -

Motivos de ligacdo a dsRNA Dominio cinase

Figura 1- Estrutura de PKR

Além de sua atividade anti-viral, diferentes pap&m sendo sugeridos para PKR
em diversos processos celulares, incluindo modalde&espostas inflamatorias, regulacao
da apoptose, proliferagdo e diferenciacdo. Muitp®st celulares expressam niveis
constitutivos de PKR, mas a exposicdo de céluld#sNal resulta em um aumento dos
niveis de PKR, como consequéncia da ativacdo tiaimsw@l de seu gene (Meuet al,
1990). A descoberta de que dsRNA é capaz de a&fivaaB levou a identificacdo de PKR

como uma molécula transdutora de sinal (revisto/gidirams, 1999).
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A diversidade de processos celulares moduladosPpét corrobora a crescente
descricdo de novas moléculas capazes de ativarpestgina. Diversos estimulos pro-
inflamatorios, como LPS (lipopolisacarideo), IfKinterferon-y), IL-1 (interleucina-1-

B) e TNF«a (fator de necrose tumorala), além de indutores de estresse, como choque
térmico e privacao de soro, requerem PKR em sw@asdé transducao de sinal (revisto por
Williams, 1999 e 2001)Higura 2).

A ativacao de PKR por diversos estimulos pré-inflsirios depende da sinalizacao
a partir de TLR. Hsu e colaboradores (2004) demarssh que PKR participa da via de
TLR4 como mediador critico da apoptose em macré&fagduzida por patdégenos. Outro
trabalho que reforca o papel de PKR na via deigagdo de TLR4 demonstra que esta
cinase interage com a molécula adaptadora TIRAPfasférilada em macréfagos em
resposta a LPS (Horngt al, 2001). O mesmo trabalho demonstra que PKR tamdém
ativado em consequéncia da ativagdo de TLR9 por, €pteetanto, neste caso, através do
uso da molécula adaptadora MyD88. PKR também paatida sinalizacdo de TLR3
induzida por dsRNA, sendo recrutado para um conopldx proteinas contendo TAK1
(Jianget al, 2003). Mais recentemente, Cabanski e colaborad@@08) confirmaram o
papel de PKR nas vias de TLR4 e demonstraram spariémcia na sinalizacdo de TLR2
em macrofagos alveolares, sendo essencial paragéodie citocinas inflamatorias.

Sua ativagcdo por estimulos pro-inflamatoérios, aldenseu papel em mediar a
ativacdo de NB fazem de PKR uma molécula central em muitas dé&asransducéo de
sinais da imunidade inata. PKR patrticipa da atiwadg& macrofagos induzida por poly(l:C)
induzindo a expresdo do mRNA codificante de oxittoao sintase induzivel (iNOS), IL-

la e IL-1 B (Maggiet al, 2000). Foi mostrado recentemente o papel de PKRegulacdo
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da citocina anti-inflamatoria IL-10 em macrofag@hékrabartiet al, 2008).A infeccéo de
mondcitos primarios de sangue humano pelo bacilm&@te-Guérin (BCG) também
estimula a inducdo da expressdo de citocinas cohb-al, IL-6 e IL-10 de forma
dependente de PKR (Cheung et al, 2005). Entédo, déémediar respostas anti-virais, PKR

pode também regular a resposta inata contra bastéri

= dsRNA

Figura 2- PKR é ativado por estimulos pro-inflamatériosiéuitores destress levando a
indugcéo de vias dependendetes de MAPKs e culminaodo a ativacado de fatores de
transcricao inflamatorios, como NdB, STAT1 e ATF2 (retirado de Garaihal, 2006).

PKR também é capaz de mediar efeitos da protemaatéria tat do HIV. Muitos
dos efeitos de tat na expressao de genes da békpedeira se devem a sua capacidade de
interagir com e/ou modular a ativacdo de fatoregratescricdo celulares (Macian & Rao,
1999; Mareckiet al, 2004; Kulkarniet al 2005; Jeangt al, 1993), dentre eles, 0 NéB.

Tat induz a ativacdo de NEB em diversos tipos celulares e esta inducédo é@mtamental

importancia para a ativagdo do promotor viral LTherarchiet al 1996). Demarchi e
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colaboradores (1999) demonstraram que a ativacit-deB por tat € dependente de PKR.
A relacao entre tat e PKR é corroborada pelo fatgque ambos sao capazes de interagir
fisicamente através do dominio basico de tat (Mamit al, 1995). A producao de IL-10
induzida por tat também é dependente de PKR, enslgjaandependente de MB- (Li et

al, 2005).

2.b) Modulagéo de NFkB por PKR

NF«kB é um fator transcricional de fundamental impatama modulacdo de
processos inflamatorios, regulando a expressacedesgmunomodulatérios como os que
codificam citocinas, quimiocinas e moléculas de sdde NFkB foi inicialmente
identificado por Sen & Baltimore (1986) como unofatranscricional capaz de ligar-se ao
enhancerdo gene que codifica a cadeia leve kappa de imobafjha em células B
maduras. Estudos subsequentes mostraram a grapdetdncia deste fator em diversos
tipos celulares, mediando informacgdes entre o leispa e 0 ndcleo. Dentre as respostas
celulares reguladas por NB estdo: proliferacdo celular, diferenciacdo, apsgto
sobrevivéncia e inflamagado (Mercurio & Manning, @R9Além de citocinas, como TNF
e IL-1, produtos bacterianos (como LPS), mitdgeiocosno PMA - forbol-12 miristato-13
acetato), produtos de genes virais, luz ultravdoéetadiacéo ionizante sdo capazes de ativar
NF-kB (Perkins, 1997; May & Ghosh, 1998).

NF-kB, em mamiferos, encontra-se na forma de homo-eterddimeros formados
pela combinacao de cinco distintas subunidades loga® da familia Rel: NkB1 (p50 e

seu precursor pl05), NEB2 (p52 e seu precursor pl00), RelA (p65), c-ReRedB
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(Baldwin, 1996) Figura 3). Os dimeros de NkB sdo sequestrados no citoplasma de
células ndo estimuladas por interacdo nao covabembeuma classe de proteinas inibitorias
denominadas kBs. Através desta interacdo, as moléculeB Mmascaram o sinal de
localizacdo nuclear (NLS) de NdB e impedindo sua translocacdo para o nucleo (May &
Gosh, 1998). A ativacdo classica de kE-ocorre através da degradacdo proteolitica de
IKB no citoplasma através da ativacdo do complexo, IBlfas subunidades cataliticas
IKKa (ou IKK1) e IKKB (ou IKK2) fosforilam kB em residuos amino-terminais
especificos. HB fosforilado € entdo ubiquitinado por uma E3 ulliga ligase e
seletivamente degradado pelo proteossoma 26S. [issesso expde a sequéncia de
localizacdo nuclear de NEB, permitindo que este transloque para o nuclee kgse a
regido promotora de genes-alvo (Karin, 1999; Meoc&rManning, 1999).

Diversos estudos demonstram que PKR € requeridagativacdo de NkB por
dsRNA. Em um sistemia vitro, a atividade de NKB de ligacdo ao DNA foi induzida em
extratos celulares por PKR recombinante selvageas, mio pelo mutante cataliticamente
inativo de PKR. Além disso, foi apresentada evidgédaeta de que PKR pode fosforilar
IkB-a (Kumaret al, 1994). O papel de PKR na ativagédo deliFpor dsRNA também foi
demonstrado através da estratégia de antisens@rfdtaial, 1994) ouknockoutde PKR
(Yanget al, 1995). Em adicédo a sinalizacdo por dsRNA, PKRbtamesta envolvida com
a estabilizacdo da sinalizacdo de Tdlfpara a ativacdo de NEB, além de aumentar a
ativacdo deste fator transcricional por IFNm conjuncdo com TNE&-(Cheshireet al,
1999; Kumaret al, 1997).

Zamanian-Daryoush e colaboradores (2000) troux@rgurtante contribuicao para

0 entendimento desta ativacdo do REpor dsRNA, mostrando que (além da fosforilagéo
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direta de kB-a previamente demonstrada (Kuneiral 1994)) PKR age acima de NIK
(NF-kB inducing kinase) e IKK e é capaz de se assoig@mamente ao complexo IKK. O
sinal a partir de dsRNA parece ser mediado porfiKporque células deficientes nesta

subunidade ndo respondem mais eficientemente aAl¢8hLi et al, 1999).

mmﬂﬁ———ﬂ—v—w
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Figura 3: Proteinas homologas da familia Rel e da famklBadm mamiferos

TD- Dominio de transativacdo, GRR- regido rica dimira. As pontas de seta indicam sitios de

processamento proteolitichdaptado de Ghosét al, 1998.

De fato, Bonnet e colaboradores (2000) demonstraua KR é capaz de interagir
com a subunidade IKKdo complexo IKK. O grupo demonstrou, ainda, quegi@dade
cinase de PKR néo é requerida para a ativacao ideHKte resultado leva a sugestao de
gue PKR ativa IKK através de interacdo proteindgina estimulando a autofosforilacao
de IKK[ e ndo induzindo diretamente sua fosforilacdo

Entretanto, Kumar e colaboradores (1997) demomsiragque a atividade de um
reporter dependente de XB- e IRF-1 em resposta a dsRNA era resgatada enasélu

deficientes em PKR pela expressdo do tipo selvadenPKR, mas n&do pelo mutante
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cataliticamente inativo. Em outro trabalho, aindawen modelo de células deficientes em
PKR, apenas a expresséo do tipo selvagem de P¥&vatiKK e estimulava a atividade de
NF-kB, embora tanto o tipo selvagem quanto o mutantieggem se associar com 0
complexo IKK (Gilet al, 2001). Estes dados aparentemente contraditargeyem que em
condi¢Bes normais a atividade catalitica de PKRyjccam componente do complexo IKK,
€ requerida para a sinalizacao induzida por dsR&rA p ativacdo de NiB. A expressao
de um excesso de DN PKR pode perturbar este compédravés de interacdes
heterodiméricas com o tipo selvagem de PKR, levamdeerturbacdo do complexo de

autofosforilacdo de IKR (Williams, 2001).

2.c) PKR e a producéo de Interferon do tipo |

Interferons (IFNs) formam uma familia de proteimasn distintas propriedades
biol6gicas, sendo mais proeminente, a capacidadatenferir na replicagéo viral (Samuel,
1991). Os IFNs sao subdivididos em, pelo menos,grépos distintos: os tipos I, Il e Ill.
Os IFNs do tipo | sGo compostos por varios gemesyindo IFN«a e 3. Em humanos e
camundongos, existem mais de 13 subfamilias pagermes que codificam IFb-(13 para
humanos e 14 para camundongos), enquanto apengenarpara IFN8 € encontrado. O
IFN do tipo Il é referido como IFN; um gene existente em apenas uma coépia, nao
relacionado aos IFN do tipo | e tipicamente indozubr células T e NKnatural Killer).
Alguns novos membros da familia dos IFN chamadoBl-AE -A2e -A3, foram
recentemente identificados e classificados como IENque podem ser induzidos por

mecanismos similares aos dos IFN do tipo | (reypstoHondaet al, 2006).
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Embora os IFNt e 3 exercam atividades semelhantes, o controle dexquassao é
diferenciado, tendo em vista a presenca de difeseptementos regulatérios em seus
promotores. Enquanto na regido promotora de BFBpds infecgdes virais, € formado um
“enhanceossoma” pela reunido dos fatores de tigdediF«kB, AP-1 (Proteina ativadora
1) IRFs (Fatores de transcricdo de Interferomyoonotor de IFNa possui apenas sitios de
ligagdo para membros da familia IRF. Esta famigidadores transcricionais apresenta nove
membros, embora IRF3 e IRF7 ganhem maior atencéwo creguladores-chave da
expressdo de genes para IFN induzidos por virugs{oe por Hondaet al 2006,
Unterholzner & Bowie, 2007).

Em 1988, Marcus & Sekellic propuseram que PKRasexquerido para a inducéo
da expressdo de genes que codificam IFN do tigoslpesquisadores demonstraram o
bloqueio da producdo de IFN induzida por infeccakal vou poly(l:C) quando do
tratamento com o anélogo de nucleosideo 2-aminup#-AP), um inibidor de PKR. A
inibicdo da producéo de IFBlpor 2-AP também foi observada por Zinn e colaboras
na mesma eépoca (1988).

O papel de PKR na inducdo de genes de IFN foi boremlo por Yang e
colaboradores (1995), que demonstraram que embfdstos de camundongésockout
para PKR, a inducéo destes genes por poly(l:Cinéndida, assim como a ativagdo de NF-
kB, entretanto, o defeito é corrigido quando asilaél sdo primadas com IFN-0 que
demonstra que embora PKR esteja envolvido na imddedFN do tipo | por poly(l:C), ele
ndo é essencial para esta resposta.

Der & Lau (1995) utilizaram duas estratégias éifées para a avaliacdo da perda de

funcdo de PKR: um dominante negativo de PKR {RRKR) e um RNA anti-senso para
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PKR, ambos na linhagem promonocitica U937. Os peadores verificaram que as
células sem o PKR funcional, além de serem maiwipsivas a replicacao viral do que o
controle, apresentavam menor inducdo de ¢~BIHFN{3 em respostas a varios indutores,
como: EMCV (virus da encefalomiocardite), LPS (tipissacarideo) e PMA (forbol 12-
miristato 13-acetato). Entretanto, embora a proaudE IFNa por poly(l:C) tenha sido
inibida nestas células deficientes de PKR, a pr@ducgle IFNB foi inalterada.
Recentemente, McAllister e Samuel (2009) demorsstray papel de PKR na producéo de
IFN-B por dsRNA transfectada em células de mamiferoplifitando a resposta de outros

sensores citoplasmaticos.
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JUSTIFICATIVA

A proteina cinase R (PKR), desde sua descricdo, senuo intensivamente
estudada por sua propriedade de inibir infeccoessyialém de participar da regulacédo de
processos celulares como proliferacdo e apoptodeet&nto, ndo ha relatos de seu possivel
papel no controle ou patogénese de infeccbes farasi O entendimento da participacao
desta cinase na infeccdo paishmaniapode contribuir para a compreensao de seu papel
nestas infeccogser se bem como seu possivel envolvimento como um eler@mector
da imunidade anti-viral e a modulagdo da infecpéo parasitas em modelos de co-
infeccdo. Esta questdo torna-se sobretudo relexameo atual aumento nas notificacdes

de casos de infecgOes parasitarias oportunistgsmeiantes com HIV.
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OBJETIVO

Estudar o papel da proteina cinase R (PKR) na ragéalda infeccdo paeishmania

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Avaliar os efeitos da ativacdo de PKR no desenmwuto da infeccdo de

macrofagos poceishmania

» Avaliar a possivel ativagdo de PKR ou modulacdseales niveis em macrofagos

infectados poLeishmania;

» Verificar se o efeito de PKR na infeccdo p@mishmaniadepende da ativagdo do

fator de transcricdo NkB;

= Avaliar se o efeito de PKR na infeccéo peishmaniadepende da producao de IL-
10 e IFN do tipo [;

= Avaliar a produgdo de NO em células cujo PKR foieato, verificando se esta

producéo interfere no crescimentolagashmania
= Avaliar o efeito de PKRn vivo através da infec¢cdo de camundongos selvagens ou

knockoutpara PKR poteishmaniaanalisando o curso da infeccéo, a producéao de
citocinas e as subpopulacdes de células T nosidims drenantes;
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METODOLOGIA

1) Macréfagos e Parasitas

1.a) Linhagens celulares e condigdes de cultivo

A linhagem monocitica humana THP-1 (ATCC: TIB-202&ta mantida em meio
DMEM (Invitrogen) suplementado com 10% (v/v) decstetal bovino (Cultilab), 200mM
de L-Glutamina (Invitrogen), 1mM de piruvato (Sigm@l4 U/l de penicilina e 100 mg/L
de estreptomicina (Invitrogen), em estufa aC3%% de CQ e 95% de umidade. Os
repiques eram realizados com um inéculo iniciabxted’ células/mL, a cada trés ou quatro
dias ou até a cultura atingir um méaximo dé délulas/mL. Para a diferenciacéo, estas
células eram cultivadas por 72 horas na presengtDdey/mL de PMA (Calbiochem) e
entdo lavadas com PBS 1X e mantidas em repousd&ou 72 horas para entdo serem

procedidos os ensaios.

A linhagem de macrofagos murinos Raw-264.7 (ATC@B-T1) era mantida em
DMEM acrescido de 10% (v/v) de soro fetal bovinoulfltab) e antibidticos
supramencionados aderida em placas de 100mm ouwb68mmestufa de GOOs repiques
das culturas eram realizados a cada dois diasélatas eram desaderidas da placa através

do uso de solucéo de tripsina 0,2% acrescida aeNd,&e EDTA.

O estoque de ambas as linhagens era congeladolegdsaontendo 90% de soro

fetal bovino (Cultilab) e 10% de DMSO a @0ou em Nitrogénio liquido.
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1.a.1) Linhagem Raw-DN-PKR

As linhagens de macréfagos murinos Raw-264.7 (ATTIB-71) transfectadas
com o plamideo vazio (p®y, denominada ao longo do trabalho de Raw-Bla, ou
superexpressando o dominante negativo de PKR huifiacepaz de se auto-fosforilar)
(ptV5K296R), denominada Raw-DN-PKR, foram gentiteecedida pelo prof. Aristobolo
Silva (UFMG) e eram mantidas nas mesmas condigésscélulas Raw selvagens na

presenca de 0j3g/mL de blasticidina para selecao.

1.b) Obtencéao e cultivo de Macréfagos Humanos Prinnés

Inicialmente, células mononucleares do sangueépiif (PBMCs) eram obtidas de
concentrados de célulad(iffy coat) de doadores normais (material proveniente dedan
de sangue do Hospital Universitario da UFRJ), pentrifugacdo em gradiente de
densidade Histopaque 1077. Entdo, macrofagos husmdeavados de mondcitos eram
obtidos por aderéncia de PBMCs em plastico. Enmmesas PBMCs eram dispensados em
LABTEC (Permanokl) de 4 pocos, em frascos de cultura ou placas gm@ds em meio
DMEM sem soro, e incubadas 60 minutos 8C3& 5% de C@ A seguir, as células néo
aderentes eram desprezadas, e 0os mondécitos adesrate mantidos em cultura com
DMEM suplementado com 10% de soro humano (Sigmaande 6 a 7 dias para

diferenciacdo em macrofagos.

1.c) Obtencéo e cultivo de Macrofagos de peritdnete camundongos

Macréfagos peritoneais de camundongos 129/Sv/Bxagens ouknockoutpara
PKR (mencionados no tépidda) eram elicitados com tioglicolato por 3 dias e adxid

através da injecdo de 10 mL de PBS 1X na cavidadtopeal dos animais. A suspensédo
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celular era lavada em PBS 1X e resussuspensa emVD8#En soro. As células eram
plagqueadas em laminulas de vidro (2Xpdr poco), em placas de 24 pocos (TPP), e
incubadas por 2h a 37°C em 5% L£@s células ndo aderentes eram retiradas através d
lavagem com PBS 1X, enquanto a populacdo aderemieaibada por 1 dia em DMEM

contendo 10% de soro fetal bovino para ensaiosfdegéo poteishmania

1.d) Leishmania condic¢des de cultivo e infecgbes

Leishmania Leishmania amazonensiscepa WHOM/BR/75/Josefal.eishmania
Leishmania majorcepa LV-39 MHRO/Sv/59/P eeishmania Leishmania chagasiepa
MHOM/BR/2001/HP-EMO eram mantidas erBchneider Insect Mediun{Sigma)
suplementado com 10% de SFB e 10% de urina em ensidade de (arasitos/mL em
estufa a 26°C. Os repiques eram realizados du&s yeExr semana. As leishmanias eram
congeladas a -70°C em uma solucéao contendo 90%Ble 320% de glicerol.

Para a infeccdo, eram selecionados formas prortegigem fase estacionaria. Os
parasitos eram coletadas das culturas e centriisgadt000g por 10 minutos a 4°C. Em
seguida, o precipitado era ressuspenso em 10 mRB& 1X gelado para a lavagem e
centrifugado nas mesmas condic¢des citadas (estegineento era repetido 3 vezes). Para a
contagem dos parasitos era utilizada a camakedbauer.

A avaliacdo da replicacdo das leishmanias era feirando-se as ceélulas com
Giemsa e contando-se 0 numero de parasitas pobfagos. Os resultados eram expressos
pelo indice de Infeccdo, que é calculado atravéswdéiplicacéo do percentual de células
infectadas pela média de parasitas por célularmteyamente, avaliamos a producéo de
promastigotas pelas células da seguinte forma: apési\po de infecdo/tratamento, 0 meio

das células era removido e era adicion8dbneidersuplementado com 20% de soro fetal
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bovino (SFB) e 10% de urina. As células eram indaba 26°C por 3/4 dias e o numero de

promastigotas produzidos era quantificado em caniRewbauer

1.e) Tratamento das células

Para a inducdo da ativacdo do PKR era utilizadoly Reytidylic-inosic) acid
potassium salt (Poly I:C) (Calbiochem) a uma cotregdo final de 25ug/mL e sua
inibicdo era realizada com o pré-tratamento porcdim 2mM de 2-aminopurina (2-AP)

(Sigma).

Para avaliar o possivel papel de IL-10 e IFN do tipo favorecimento da infeccao
pelalLeishmaniaconferido pela ativacdo de PKR, era procedidaunomeutralizacdo da
citocina com anticorpo monoclonal especifico abtit0 humano (e-Biosciengee para
IFN-B humano (R&D) respectivamente, que eram acresoamtadcultura logo apéss

tratamentos a uma dose de 10pg/mL.

Para verificar o papel de IFN do tipo | na infexgir Leishmania era também

realizado o tratamento das culturas infectadass@0k)/mL de IFNet recombinante.

2) Western blot
2. a) Extracéo de proteinas totais

Apés as incubagbes e/ou infeccdes, as células émeatas com PBS 1X e
centrifugadas. O precipitado era ressuspenso epatane lise de proteina (item Solucdes)
gelado acrescido do coquetel de inibidores de asetd (Calbiochem) em uma diluicdo de

100:1. O tubo era, entéo, incubado no gelo por Blutws e a seguir centrifugado em
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microcentrifuga por 20 minutos a velocidade maxidaobrenadante era recolhido em um

tubo cbnico de 1,5 mL e armazenado a —20°C.

2.b) Dosagem de proteinas

Para a dosagem das proteinas obtidas, era utilzadétodo descrito por Bradford
(1976). A amostra protéica era diluida em agua®ilLuL de amostra para 99uL de agua)
e era adicionado um volume (1QQ) de solucdo de Bradford. A mudanca de cor da
solucdo era quantificada através de leitor de ELKEA um comprimento de onda de 595

nm.

2.c) Eletroforese em gel de poliacrilamida contend8DS

Era realizada segundo o método descrito em Sakler@olaboradores (1989). O
gel era preparado em sistema de eletroforese “Mistean 11" (Bio-Rad). O gel de corrida
tinha concentragdo de 12% de acrilamida-bisacrdani29:1) e o gel de empacotamento,
3% da mesma solucéo (iteSolucder Para a preparacédo da amostra para eletrofarase e
misturados 20-4Q1g de extrato de proteinas totais e tampao de aandstproteina em uma
concentracao final de 1X (iteBolugber A amostra era incubada a 2@0por 3 minutos
para entdo ser aplicada no gel. A corrida eletébica era realizada por aproximadamente

duas horas a 100V em tampdao de corrida Tris-glicamtendo SDS (iter@olucdel
2.d) Transferéncia das proteinas para membrana deitnocelulose

ApOs a eletroforese, o gel de corrida era trardgdgoara membrana de nitrocelulose
Hybond-C extra (Amersham) em tampéo de transfeséfitém Solu¢dey utilizando o
sistema de transferéncia “Mini-trans-blot” (Bio-RaA transferéncia era realizada por 16

horas a 30V, a°€.
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2.e) Reacao com anticorpo

A membrana de nitrocelulose contendo as prote@masincubada em solucéo
BLOTTO (itemSolucbeyspor 1 hora em temperatura ambiente e sob agitzmdgtante. A
membrana era entdo incubada com anticorpo anti-&KiRlo 1:250 (Sigma), anti-pPKR
(Santa-Cruz Biotechnology) diluido 1:1000, antiztF (Cell Signalling) diluido 1:1000,
anti-pelF2ea (Cell Signalling) diluido 1:250, anti—tubulina ontaCDK2 (Santa-Cruz
Biothecnology) diluidos 1:1000, como controle deregamento, todos em solugéo
BLOTTO. A incubacéo era realizada por 1 hora aptmetura ambiente sob agitacédo
constante. Em seguida, a membrana era lavada 88¥I10,15% (itenSolucbes Apos
incubacdo da membrana com o anticorpo primario, peoeedida a incubagcdo com
anticorpo secundario anti-lgG apropriado conjugad®RP Horseradish peroxidage
(Santa Cruz Biothecnology) diluido 1:3000 em saduB&OTTO por 1 hora. A membrana
era lavada, revelada pelot de deteccdo de quimioluminescéncia ECL (Amersham) e

exposta a filmes de raio-X (X-Omat, Kodak).
2.f) Desligamento do anticorpo da membrana

Para desligar anticorpos das proteinas contidasmembrana de nitrocelulose,
visando posterior ligacdo com outros anticorposnembrana (mantida a -Z0) era
incubada enstripping buffer(item Solucddsa 65C por 30 min sob agitagéo ocasional.
3) RT-PCR
3.a) Extracdo de RNA total

Para extracdo de RNA era utilizado o reagente dRI¢ginvitrogen) ou okit

RNeasy PlugQiagen), seguindo as instrucdes fornecidas galogcantes. A concentragédo
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do RNA extraido era medida pela leitura da absaiaéam 260nm. Sua pureza era estimada
pela razdo das leituras das DOs a 260/280 nm. O &BArmazenado a -70° C até o uso.
3.b) Sintese da primeira fita de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA era realizadeaveés do uso da enzima
Superscriptll Reverse Transcriptagkvitrogen), na presenca de oligodT, seguindo as
orientagdes do fabricante.
3.c) PCR semi-quantitativo

As reacdes de PCR eram realizadas utilizando raepa fita de cDNA gerada
anteriormente, @M de iniciadores:

PKR: F- 5-GACCTTCCTGACATGAAAGAA-3’

R-5’AACTATTTTTGCTGTTCTCAGG3
ou
Actina: F-5'-GTTGCTATCCAGGCTGTGC-3
R-5-GCATCCTGTCGGCAATGC-3

2,5U GoTag DNA polimerase (Invitogen) e 1,5mM Mg@m tampao apropriado, com
temperatura de anelamento de 50°C e 25 ciclos gqeifi@acao (fase exponencial de
amplificacdo). Os produtos de PCR eram submetidgistenforese em gel de agarose 1,3%
com brometo de etideo e fotografados em transiladanUV.
3.d) PCR quantitativo em tempo real

As reacOes de PCR em tempo real eram realizadaamdio a primeira fita de
cDNA gerada anteriormente. Era utilizado o equipam8tep OngApplied Biosystems
0 ensaio era realizado utilizand@¥BR greeApplied Biosystemssegundo o método da

curva padrao comparativa utilizando a actina coamtrole enddégeno e os primers:

31



Actina: F-5-TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT-3
R- 5-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG-3’
IFN-B: F- 5- TCC AAG AAAGGA CGAACATTC G 3
R -5- TGA GGA CAT CTC CCACGT CAA 3’
A reacao era procedida em volume final dgll5ontendo: 400nM de primers,| L de
cDNA diluido 20X, 7,5uL de SYBR green PCR master ngxagua milliQ. As analises

eram realizadas utilizandosoftware Step One2.0 Applied Biosystems

4) EMSA (eletrophoretic mobility shift assay

4.a) Extrato de proteinas nucleares

Apbs o término das infeccbes e/ou incubacdesglagas eram lavadas com PBS,
centrifugadas e o precipitado era ressuspenso eépl ¥k tampdo A gelado (item
Solugbepacrescido do coquetel de inibidores de protea@albiochem) em uma diluicéo
de 1:1000. A suspensdao era incubada no gelo ponii5Em seguida, eram adicionados
100 uL de NP40 5% (v/v) e a suspensdo homogeneizadaypensdo do tubo. A amostra
era, entdo, submetida a centrifugacdo a 1810 ¢ pomutos a 4°C. O sobrenadante era
removido completamente e o precipitado descoladofutholo do tubo. A este era
acrescentado 1mL de tampéo A, sendo o0 mesmo sulongetientrifugacdo a 4070gppor
5 min a 4°C. O sobrenadante era descartado catadmi Posteriormente, o precipitado
era ressuspenso empI0de tampado C gelado (iteBolucdep acrescido do coquetel de
inibidores de protease Il (Calbiochem) em uma dilaide 1:1000 e incubado no gelo por

30 minutos. A suspenséao era centrifugada a 12.@ppor 10 min a 4°C e o sobrenadante
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transferido para outro tubo. Esse sobrenadantetermdm as proteinas nucleares, era
aliquotado e armazenado a -70%C.dosagem das proteinas das amostras era realizada

conforme o método de Bradford, descrito anteriotsen
4.b) Marcacao radioativa dos oligonucleotideos

Para a reacdo de marcacdo do oligonucleotidem emssturados 5 pmol de
oligonucleotideo fita dupla contendo a sequénciasenso para a ligacdo de qualquer
dimero de NRB (5-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3, Santa Cruz
Biotechnology), a seguir denominado como sonda ertsts ou contendo a sequéncia
mutante para a ligacao deste fator transcricidsighGT TGA GGCGAC TTT CCC AGG
C-3’, Santa Cruz Biotechnology), a seguir denominadmo sonda mutante, tampao da
enzima T4 polinucleotideo quinase (BioLabs) em eatracdo final de 1X, 20U de T4
polinucleotideo quinase (BioLabs) e g@i y{*? P]JATP e &gua MilliQ para um volume
final de 30uL. A mistura era incubada a 37°C por 1 hora sendeagao de fosforilacéo
blogueada com a adicdo deullde EDTA 0,5M pH 8,0. Apdés a marcacdo, 0S
oligonucleotideos eram purificados por cromatografe exclusdo em uma coluna de
Biogel 30. A coleta das fracOes era realizada afgrale eluicdo em BQ de TE (item
Solucde}p e centrifugacdo a 1500g em centrifuga clinica pomin. A contagem da

radioatividade incorporada ao DNA era realizadavas do método de cintilagéo liquida.
4.c)Ligacgdo do complexo de NB ao oligonucleotideo

Eram misturados: Bg de extrato de proteinas nucleargs,de tampao de ligacdo

5X (item Solugdey 1 pg de Poly (dI-dC): Poly (dI-dC) (Amersham Pharmgci.000
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cpm de oligonucleotideo marcado e agua MILLI-Q paravolume final de 20L. Essa
mistura era incubada em temperatura ambiente poniB0tos, sendo entdo submetida a

eletroforese em gel de poliacrilamida 4%.
5.d) Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese dos produtos da reacdo de ligagao realizada em gel de
poliacrilamida 4% (itensolucdesem condicbes ndo desnaturantes. A corrida elizada
em tampao TGE (iterBolucdelsa 4C por aproximadamente 3 horas sob corrente elétrica
de 6V/cm. O gel era adsorvido em papel de filtresidratado a 8C por 2 horas sob
pressao negativa (secador de gel, modelo SE 1X&ifdf Scientific Instruments), exposto
ao PhospholmaggAmershan-Pharmacia) e as imagens analisadaséati@gwSoftware

ImageQuant
4.d) Supershift

Para a deteccdo das subunidades constituintes rdpleoa de NF«B ativado,
extratos de proteinas nucleares eram incubado% pora com 1 pg de anticorpo no gelo,
anteriormente a incubacdo com o DNA marcado rageraente. A corrida eletroforética
era realizada nas mesmas condi¢cOes descritasoamtente para o EMSA. Os anticorpos
utilizados nestes ensaios eram: anti-p50 (sc1bdi}p85 (scl109), anti p52 (sc 298), anti c-

Rel (sc 71), anti-RelB (sc 226) todos da Santa Giazchnology.

5) ELISA

Para a determinacdo da producgédo de IL-10, todestwenadantes foram recolhidos

e mantidos a -20°C até o momento do uso. A dosdgierealizada através do método de
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ELISA “sandwich”, através de kits DuoSet da R&D teyss, contendo dois anticorpos
monoclonais especificos para IL-10, sendo um dblesnilado. O procedimento foi
realizado de acordo com recomendacdes do fabridgameacdo foi revelada através da
utilizacdo da enzima peroxidase conjugada a aviditiizando como substrato 3,3, 5, 5’
tetrametilbenzidina (TMB). Para a realizacdo davaurmpadrdo, form utilizadas
concentracdes conhecidas da IL-10 recombinantedata nokit. A leitura das amostras
foi feita por absorvancia em 450 nm através dedele microplacas (Microplate Reader-

VESRSA Max- Molecular Devices).

6) Analise da producéo de NO

Como o nitrito € um dos produtos da reac¢do do Owitiico com o oxigénio, sua
guantificacdo representa uma detecc¢éo indiretaxatto dritrico. A concentracdo de nitrito
nos sobrenadantes das culturas era determinadoMglmdo deGriess Sucintamente,
eram misturados »Q de sobrenadante de culturapbGe solucdo A e 54 de solugéo B
(item Solucder A intensidade da coloragéo resultante da reédglicetamente proporcional
a concentracao de nitrito na amostra. Esta coloracd quantificada através do leitor de
ELISA em um comprimento de onda de 570nm. Para&ioglar os valores de absorvancia
obtidos com a concentragao de nitrito na amos#&raealizada uma curva padréo utilizando

nitrito de sodio.
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7) Ensaio de reporter luciferase

7.1) Extracdo dos plasmideos

Bactéiras XL-1 blue contendo os plasmideos pTK-3X{&odérter luciferase
contendo na regido promotora sitios para a liga@oONFKB e STAT presentes no
promotor de iINOS) e pTK—3XS (repoérter luciferasateado na regido promotora sitios
para a ligacdo de STAT presentes no promotor de&SINQyentilmente cedidos pelo Dr.
David Geller da Universidade de Pitsburg, EUA) forerescidas em 100 mL de meio LB
(Luria-Bertan) contendo 100g/mL de ampicilina (USBy 37°C por 18 horas. Para a
obtencéo dos plasmideos em larga escala foi wdinkit Maxiprep (Promega), conforme
orientacGes do fabricante. A integridade do DNAWVeiificada através de gel de agarose
1,3% corado com brometo de etideo e visualizado loaraltravioleta. Sua concentracdo
foi determinada pela medida da absorvancia a 26mmspectofotometrdeppendorf. A
corrida eletroforética ocorria em TAE a 90 volts.
7.2) Transfeccéao

Previamente, foram realizados testes de padrdivzdg transfeccdo para linhagem
celular Raw 264.7 utilizando a Lipofectamina 200@vifrogen, Life Technologi¢se o
plasmideo de expressdo contendo o gene GFP (@dtegrescente verde) (Clonetech).
Nestes testes, diferentes quantidades de Lipofaw@a®®00 e diferentes concentracdes do
plasmideo GFP foram utilizadas. A eficiéncia dagfaccao foi verificada por citometria
de fluxo avaliando-se a porcentagem de célulaseigague continham o plasmideo. A
melhor condicdo de transfeccéo estabelecida ptadigisagem foi a utilizacdo dqug do

pTK- 3XNS ou pTK- 3XS e 5uL de Lipofectamina 2000.
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A linhagem Raw 264.7 foi plaqueada em uma placa2depocos a uma
concentracdo de 2 x 1@élulas por poco em DMEM sem antibiético supleimeéa com
10% de SFB por 18h. O meio foi removido e dl0Dde DMEM sem antibiético e sem SFB
foi acrescentado em cada poco. A transfeccdo fthoemealizada de acordo com o

protocolo fornecido pela Invitrogen.

Para a infeccdo comh. amazonensi®e tratamento com poly(l:C) das células
transfectadas, o meio foi retirado e f0Gdle DMEM acrescido de 10% SFB e antibiético
foi adicionado. Apds 24 horas de tratamento, a tificatdo da atividade da luciferase foi
verificada utilizando-se o kit de “Dual-Lucifera&eporter Assay System” (Promega) e

luminémetro, conforme orienta¢gdes do fabricante.

8) Ensaios de infeccdo em camundongksockout para PKR

8.a) Animais e Infecgéo

Ensaios de infeccdo in vivo eram procedidos utlitacamundongos 129/Sv/Ev
selvagens ou knockout para PKR que nos foram geiitie cedidos pelo Dr. Aristobolo
Silva da Universidade Federal de Minas Gerais (UFEM® animais foram mantidos de
acordo com as normas institucionais.

Os animais eram subcutaneamente injetados cofn pldmastigotas de fase
estacionaria de. amazonensiem DMEM na pata traseira.
8.b) Andlise do curso da infeccéo

O diametro da lesédo era avaliado uma vez por seateangs do uso de paqguimetro
e expresso como a diferenca entre as espessurgmtdasinfectadas e néo infectadas. A

carga parasitaria na lesédo (pata), no linfonodoaire (popliteo) e no baco era avaliada
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apos 2 meses de infeccdo. O material obtido dasaiées era macerado em PBS 1X e a
suspenséo celular era plaqueada em diluicOes asrd4X em meio Schneider acrescido

de 10% de soro fetal bovino e 10% de urina. Odideg parasitas era avaliado apoés

aproximadamente 7 dias de cultura (de acordo ctampo de producdo de promastigotas)

a 26°C.

8.c) Citometria de Fluxo

8.c.1) Obtencéo das células

Apébs 2 e 4 semanas de infeccdo, os linfonodostpopldrenantes eram obtidos e
macerados em RPMI sem soro. O numero de linféatas estimado em camara de
Neubauer e o macerado era centrifugado a 1500 rgi@,eem centrifuga clinica. Para a
anélise de citocinas intracelulares (IL-10 e fgNeram plaqueadas 16élulas por poco
em RPMI acrescido de 10% de soro fetal bovino (&mgode 96 pocos). As células eram
estimuladas com 20ng/mL de PMAhprbol 12-myristate 13-acetat€albiochen), 200
ng/mL de lonomicina A23187 (Sigma) e 200 ng/mL denhsina Sédica (Sigma), ou 10
pg/mL de Brefeldina (e-Bioscience), por 5 horas etufa a 37C, 5% de CQe 95% de
umidade. Alternativamente, amostras que seriamadascpara FoxP3, CD4 e CD25 foram
marcadas logo apés a obtencdo dos macerados eataento.

8.c.2) Marcacéo e leitura

ApGs a estimulacdo, as células que seriam margaatascitocinas intracelulares,
além de CD4 e CD8, eram centrifugadas em centrifiegalaca a 2000 rpm por 3 minutos
e ressupensas em 100 de tampao de FACS (PBS 1X, 1% de Azida e 1% d&)BAs
células eram entdo centrifugadas novamente e dasepor 5 minutos £@ com anti-

mouse CD16/CD32 (e-Bioscience - bloqueador de dRyF@IIl) e 10% de soro de
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camundongo. Apos o bloqueio, as células eram eng&oadas com anti-CD4 FITC e anti-
CD8 Cy7 (todos da e-Bioscience) de acordo com tagées do fabricante por 30 min. As
células eram entdo lavadas uma vez em tampao d& [EAMo descrito anteriormente e
fixadas em paraformaldeido 2% (diluido em tampad-AES). Apos 18 horas a 4°C, as
células eram lavadas 3X em tampédo de FACS e peiiimadhs em saponina (Sigma)
0,2% p/v (em tampédo de FACS) por 15 minutos a A°@laca era centrifugada mais uma
vez, as ceélulas bloqueadas como descrito antender&marcadas com anti-liflé anti-
IL-10 (e-Bioscience), ou isotipos controle Rat Ig@i Rat 1gG2b (e-Bioscience),
respectivamente, conforme orientagdes do fabric#gecélulas eram lavadas em tampéo
de FACS por 2X e as amostras adquiridas no FACB@alBecton & Dickson), utilizando
o softwareCellQuest 3.0 (Becton & Dickson).

Alternativamente, células ndo estimuladas eramugladas e marcadas com anti-
CD4 FITC e anti-CD25 APC (e-Bioscience), confornesatito anteriormente. As amostras
eram entdo fixadas e permeabilizadas conkito Fixation & Permeabilization (e-
Bioscience), marcadas com anti-FoxP3 PE (e-Biosejgnconforme orientacbes do
fabricante e adquiridas como descrito.
8.c.2) Analise dos dados

As leituras do FACS eram analisadas saftware CellQuest 3.0 (Becton &
Dickson). Inicialmente era criado um gréfico de @aaimo (FSC) X granulosidade (SSC) e
demarcada a regido condizente com a populacaafdeitos. Eram entdo definidas regides
positivas para os marcadores de superficie utdigasl as marcacdes intracelulares eram

consideradas como regifes negativas para a marpalg#oisotipos contole.
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9) Andlise Estatistica

Experimentos quantitativos eram realizados, no moniem triplicatas, conforme
indicado nos resultado®s dados eram analisados através do teste Stedentpara
variaveis independentes utilizando Software Prisma 5 Foram determinadas como

significativas as diferencas para as quais p<0.05.
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Solucdes

Tampbes

PBSpH 7.4
8 g de NaCl
0,2 g de KCI
1,44 g de NgHPO,
0,24 g KH2PO4
0 meio pronto era autoclavado por 20 minutos

TE
100 mM de Tris.Cl pH 8.0
1 mM de EDTA pH 8.0

Solucdes utilizadas para EMSA:

Tampéo A
10 mM de HEPES pH 7,9
10 mM de KCI
0,1mM de EDTA
0,1 mM de EGTA
ImM de DTT

Tampéo C
20 mM de HEPES pH 7,9
0,4 M de NaCl
1 mM de EDTA
1 mMde EGTA
1 mMdeDTT
20% (v/v) de glicerol

Tampao de ligagao 5X
50 mM de HEPES pH 7,9
20% de glicerol
5mM de DTT
5 mM de EDTA
0,5ug de BSA

Gel de poliacrilamida 4%
3,8% de acrilamida
0,13% de bis-acrilamida
25 mM de Tris
190 mM de glicina
1mM de EDTA
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0,09% de persulfato de amoénia
0,08% de TEMED

Tampéao de amostra
50%de glicerol;
0,25%de azul de bromofenol

Tampao de corrida (TGE)
25 mM de Tris
190 mM de glicina
1mM de EDTA

Solucdes utilizadas paraVestern blot

Tampao de lise de proteina
50 mM de Tris-HCI pH 7,5
5mM de EDTA
10 mM de EGTA
50 mM de NaF
20 mM dep3-Glicerofosfato
250 mM de NacCl
0,1% de Triton X-100
1 mg/mL de BSA

Gel de corrida 12%

2 mLde acrilamida-bisacrilamida 30% (29:1)
0,75uL de Tris 2M pH8,8

50uL de SDS 10%

50 pL de perssulfato de amoénia 10%

2L de TEMED

2,148 mL de agua destilada

Gel de empacotamento 5%
500pL acri-bis 30% (29:1)
190pL de Tris 2M pH 6,8
30 L de SDS 10%
30 L de perssulfato de amoénia 10%
3 puL de TEMED

Tampdao de amostra para proteina 3X
1 mL de glicerol
0,5 mL def3-mercaptoetanol
3 mL de SDS 10%
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1,25 mL de Tris-HCI| 1M pH 6,7
2 mg de azul de bromofenol
Aliquotado e estocado a -20

Tampao de corrida Tris-glicina contendo SDS
25 mM de Tris
250 mM de glicina
0,1% de SDS

Tampao de tranferéncia
25 mM de Tris
192 mM de glicina
20% v/v de metanol

Solugcédo BLOTTO
5% de leite desnatado Mollico
0,15% de Tween 20
10 mM de Tris-HCI pH 8,0
150 mM de NaCl

stripping buffer
100mM de 2-mercaptoetanol
2% de SDS
62,5 mM de Tris-HCI pH 6,7

Solucbes utilizadas para Reacdo de Greiss:

Solucéo A

0,3 g de Sulfa
3 mL de acido fosférico
27 mL de agua MilliQ

43



Solucéo B

0,05 g Natftil
5 mL de acido fosfoérico
45 mL de agua
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RESULTADOS

Efeito da ativacdo de PKR na proliferacdo dé.eishmania amazonensiem macrofagos

humanos e murinos

Visando avaliar o papel da ativacdo de PKR na nemdiol da infeccdo de
macrofagos humanos par amazonensjsrealizamos o tratamento de células infectadas
com a dupla-fita de RNA sintética poly(I:C), umsd&o indutor desta cinase.

Como demonstrado r@igura 4A, células THP-1 (linhagem monocitica humana)
diferenciadas e tratadas com poly(l:C) apresentasanaumento significativo de parasitos
como evidenciado pela producdo de formas promaatig&ste aumento foi revertido pelo
tratamento com 2-aminopurina (2-AP), um inibidomfacologico de PKR, o que sugere
gue a ativacao desta cinase contribui para a iatepelaL. amazonensiO favorecimento
da infeccao pel&. amazonensipelo poly(l:C) foi ainda confirmado através daoratéo
dos macrofagos infectados e tratados ou ndo com(li@) com Giemsa. Nestes
experimentos, foi observado um aumento de 50% diedrde Infecgio nas células tratadas
com o indutor de PKRFjgura 4B). Tal efeito foi revertido pelo tratamento com P-A

Visando confirmar o efeito de favorecimento prondovpelo poly(l:C) observado
em células THP-1, realizamos também ensaios conrOfagos humanos oriundos de
doadores saudaveis. Como podemos verificafigara 4C, poly(l:C) também favorece a
infeccdo porL. amazonensiem macréfagos priméarios e esse favorecimento értido

pelo tratamento com 2-AP.
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Figura 4- Ativacdo de PKR por poly(l:C) favorece aproliferacdo intracelular de
Leishmania amazonensiem macréfagos humanos

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamerdm ®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigdtagase estacionaria de amazonensipor
18h, pré-tratadas com 2-AP (2 aminopurina) por fah® tratadas com 2fg/mL de
poly(l:C) por 3 dias . O meio de cultura foi trooagor meio de crescimento para
Leishmaniae a producéo de promastigotas foi avaligdladu as células formam fixadas e
coradas com Giems®,(esquerda) para andlise do indice de InfecBidlifeita). EmA,
gréfico representa nimero total de promastigostadugido por poco contendo 2x10
células.C- Macréfagos primarios humanos oriundos de PBMEkifgs mononucleares de
sangue periférico) foram tratados conforme deseritoA e B e foi procedida a analise do
indice de Infeccdo. Cada simbolo representa umatoabteriscos indicam diferencas
significativas entre grupos pelo testetadtudent com p<0,05contcontrole de células ndo

estimuladas.
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Visando confirmar o requerimento de PKR para oif@eimento da replicacéo
intracelular deL. amazonensisnduzida por poly(l:C), realizamos ensaios de dgé®
utilizando a linhagem de macréfagos murinos Raw-26#ansfectada estavelmente com
construcdo expressando um dominante negativo de EKRo observado r@igura 5, o
tratamento com poly(I:C) e LPS (um outro indutorRi€R) de células Raw transfectadas
com o plasmideo vazio e contendo resisténcia éditisa (Raw-Bla) levou a um aumento
da replicacdo intracelular de. amazonensisem macrofagos. Ja nas células Raw
transfectadas com o dominante negativo de PKR (BEWRKR), o tratamento com
poly(l:C) e LPS néo levou a um aumento na prolfacaintracelular deste parasito no
mesmo tempo estudado. Estes dados indicam impertamtolvimento de PKR no
favorecimento da replicacédo intracelularldeamazonensisiduzida pelo poly(l:C) e LPS

em macrofagos.
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Figura 5- Ativagdo de PKR por poly(l:C) ou LPS favaece crescimento intracelular de

Leishmania amazonensiem macréfagos murinos

Células Raw-Bla e Raw-DN-PKR foram infectadas carmbs promastigotas de fase
estacionario dd.. amazonensipor 18h e tratadas com 2&/mL de poly(l:C) ou 100
ng/mL de LPS por 3 dias. O meio de cultura foi & por meio de crescimento para
Leishmaniapara a producdo de promastigotas. O grafico reptasnumero total de
promastigostas produzido por poco contendo 2x#lulas. Asteriscos indicam diferencas
significativas entre grupos pelo testet dgudent com p<0,05.
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Efeito da ativacdo de PKR no crescimento intracelalr de outras espéciekeishmania

Para investigar se o efeito de favorecimento pradwopelo poly(l:C) ou LPS é
exclusivo paraL. amazonensjsrealizamos ensaios de infeccdo por outras espélde
Leishmania

Verificamos que, em células THP-1, ha um aumentordscimento intracelular de
L. chagasiquando do tratamento com poly(l:®igura 6A). Verificamos o mesmo efeito
com o tratamento por LPS em células Raw-Bla, aritef o aumento da replicacdo
intracelular desta espécie ndo € observado emaséRaw-DN-PKR Figura 6B). Esses
resultados indicam que PKR favorece a replicac&cadelular del. chagasi em
macrofagos, assim, como o verificado phRramazonensisla a infeccdo pdr. major é
desfavorecida pelo tratamento com poly(I(Ejgura 7A). O desfavorecimento da infeccéo
por L. major foi confirmado em um mesmo experimento onde acg#ie porlL.
amazonensi$oi favorecida pelo tratamento com poly(l:Gidura 7B). Estes resultados
sugerem que a modulacdo do crescimento intracedelaeishmaniapor PKR € espécie-

especifico.

50



-
i

o
1

n° de promastigotasX 10°
3

THP-1 Diferenciada

B
%*
200 - |
180 -
IOE
* ~ 160
| > m Raw-Bla
@ 140 o Raw-DN-PKR
@ 120
2
w 100
m
E 801
Q
)
o 60
@
= 40
o:
0 4 .
L. chag L chag + LPS

Figura 6- Ativagdo de PKR por poly(l:C) ou LPS favaece crescimento intracelular de

L. chagasiem macrofagos

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamerdm ®®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigotas skedatacionaria de chagasipor 18h e
tratadas com 2pig/mL de poly(l:C) por 3 diasA) . Células Raw-Bla e Raw-DN-PKR
foram infectadas com formas promastigotas de fatienaria dd.. chagasipor 18h e
tratadas com 100 ng/mL de LPS por 3 dias A e B- O meio de cultura foi trocado por
meio de crescimento paileeishmaniapara a producdo de promastigotas. Os graficos
representam o numero total de promastigostas pidmlugor poco contendo 2x10

células.Asteriscos indicam diferencas significatiemtre grupos pelo teste tetudent
com p<0,05.
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Figura 7- Efeito da ativacdo de PKR no crescimentintracelular de Leishmania é
espécie-especifico

A- Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratameaim PMA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigotas ske datacionaria de. major por 18h e
tratadas com 2fg/mL de poly(I:C) por 3 dias. O meio de culturatimicado por meio de
crescimento pardeishmaniapara a producdo de promastigotas. O grafico reptas
ndmero total de promastigostas produzido por pagdendo 2x10 células.B- Células
THP-1 foram diferenciadas pelo tratamento com PMAfectadas com formas
promastigotas de fase estacionariaLdenajorou L. amazonensipor 18h e tratadas com
25 pg/mL de poly(l:C) por 3 dias. As células foram fies e coradas com Giemsa para
andlise do indice de Infeccdo. Asterisco indicardifica significativa entre grupos pelo

teste de studentcom p<0,05.
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Andlise da ativacdo de PKR em células THP-1 infedias com Leishmania
amazonensi® tratadas com poly(l:C)

Para confirmar a ativacdo de PKR em células THifetenciadas e infectadas por
Leishmania realizamos ensaios deestern blotutilizando anticorpo especifico para a
forma fosforilada da PKR (forma ativa) no resid@oteonina 446 e verificamos que, o
tratamento com poly(I:C) leva a fosforilagdo de PtRto em células infectadas quanto
ndo infectadas pot. amazonensis A ativacdo de PKR também pbde ser evidenciada
indiretamente atraveés da fosforilacdo de seu cldssubstrato elF&- Verificamos a
fosforilag@o de elF2+ no residuo de serina 51 de forma coincidente cdosfarilacdo de
PKR, ou seja, em células tratadas com poly(l:dgctadas ou ndo. Para nossa surpresa,
entretanto, verificamos que a infecgdo peishmaniadeva a um aumento nos niveis totais
de PKR. Os niveis totais de elB2-entretanto, permaneceram inalterados em todos os

tratamentosKigura
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Figura 8- L. amazonensisnduz aumento nos niveis totais de PKR enquanto pdl:C)
induz sua ativacao

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamertm ®®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigotas sk datacionario de. amazonensipor
18h e tratadas com d&5 ug/mL de poly(l:C) por 1h . Extrato de proteinasi®foi obtido

e submetido avestern blowtilizando os anticorpos indicadasintcontrole de células ndo
estimuladasp-fosforilacéo.
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Andlise dos niveis de mRNA de PKR em células THP-{hfectadas por Leishmania
amazonensi® tratadas com poly(l:C)

Para verificar se o0 aumento dos niveis de PKR ipégcdo porL. amazonensis
decorre do aumento nos niveis de seu mMRNA, reatigz@nsaios de RT-PCR e verificamos
gue em células THP-1, a infec¢do jhoramazonensipor 18 horas leva a um aumento do
acumulo do mRNA para esta cinase. Com 48 horasfdeciio, entretanto, estes niveis
tendem a diminuirKigura 9A). A infeccdo por 4 dias corb. amazonensisonfirma a
tendéncia de reducao de nivel do mRNA para PKRdpda infec¢cdo das THP-1 por este
parasita, entretanto, se estas células forem &steam poly(l:C) ap6s 18h de infeccdo por
L. amazonensjseste estimulo € capaz de resgatar os niveis BedeK niveis do controle
das células nado trataddsdura 9B). Controles positivos da inducdo de aumento deisiv
de mRNA para PKR forma realizados através de tenéndas células com IFX-e

poly(I:C) (Figura 9B).
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Figura 9- Infeccéo porL. amazonensideva a modulacédo dos niveis de mRNA de PKR
em THP-1 e tratamento com poly(l:C) interfere nestamodulag&o

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamerdm ®®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigotas se é&stacionaria de. amazonensjs
tratadas com 2pg/mL de poly(l:C) ou 500 U/mL de IFN-pelos tempos indicados. O
RNA total foi obtido e 0 RT-PCR para PKR e actinagedido conforme erletodologia.

contcontrole de células ndo estimuladas



Andlise da ativacdo de NFkB por PKR em macrofagos infectados pokeishmania

Uma vez que NikB desempenha papel fundamental em varios procesgokdos
por PKR, fomos verificar se a ativagdo de PKR essaanodelo culmina com a ativacao
deste fator transcricional. Inicialmente confirmangue poly(l:C) é capaz de induzir a
ativacdo de NB dependente de PKR em células THP-1, ja que atis&cao é revertida

pelo tratamento com o inibidor de PKRdgura 10A).

Partimos para a avaliacdo da ativacdo dekBIFem células infectadas pela
Leishmaniae tratadas com o poly(l:C). Quando infectamos ésalas THP-1 conL.
amazonensipor 18h, observamos a ativacdo de um complexo FEleBN(Figura 10B)
caracterizado em ensaios sigpershiftcomo o homodimero p50-p5&igura 10C), um
classico repressor da atividade transcricional nidgete de NkB. Ja aL. major, induz
predominantemente a ativacdo de um complexo dexBNFEom menor mobilidade
eletroforética [Figura 10B) que ensaios dsupershiftdemonstram ser o corresponde ao
classico heterodimero de NB p65-p50 Figura 10D), o mesmo ativado por PKR.
Quando células séo infectadas panajor e tratadas com poly(l:C), permanece a ativagédo
do complexo p65-p50. J& quando a célula é infegamild. amazonensie tratada com
poly(l:C), o complexo induzido pelo poly(l:C) nag@rasenta mais capacidade de ser
ativado Figura 10B). Em uma analise minuciosa sepershift(Figura 10E), verificamos
gue de fato, células infectadas pomajor e tratadas com poly(l:C) apresentam a ativacao
de p65-p50. Entretanto, células infectadas lpoamazonensie tratadas com poly(l:C)
apresentam: um complexo, que apresenta migracaaaef apenas quando € utilizado o
anticorpo anti-p50, e que portando correspondecaaoldimero p50-p50 ativado pela

amazonensise um outro de maior mobilidade eletroforética ndddo com o uso de
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anticorpos para p65 e p50. Este complexo provavebneorresponde ao complexo
induzido pelo poly(I1:C), mas, por ter maior molgiite, possivelmente esta sofrendo algum
tipo de clivagem induzida pela amazonensi@-igura 10E).

De fato, ensaios dsgestern blotom linhagem de macrofagos (Raw) infectados por
L. amazonensisliemonstram a clivagem de p65 por esta espécleeidamania(Figura
10F).

Estes dados sugerem dueamazonensié capaz de subverter a ativacdo dexkiBF-
induzida por poly(l:C), através da ativacao do clexp repressor de NkB p50-p50 e da
clivagem da subunidade transativadora p65, se daletlesta forma, apenas dos efeitos
positivos da ativacdo de PKR.lJdmajorativa o mesmo complexo induzido por PKR, ndo
sendo capaz de subverter esta via e, portantonslofres efeitos anti-parasita da ativacao

desta cinase.
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Figura 10- Infeccdo por L. amazonensismodifica dimero de NFkB induzido por
poly(l:C)

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamerdm ®®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), pré-tratadas com 2mM de 2-AP (2 aminapypor 1h e tratadas comp@pmL
de poly(I:C) por 1hA) ou foram infectadas com formas promastigotasade &stacionaria
de L amazonensisu L. major por 18h e/ou tratadas com R§/mL de poly(l:C) por 1h,
como indicadoB). Extrato de proteinas nucleares foi obtido e siltho a EMSA (ensaio
de mudanca de mobilidade eletroforética) utilizasdoda consenso para a ligacdo de NF-
kB. C, D, E - Amostras deB foram submetidas a&upershift utilizando anticorpos
especificos para as possiveis subunidades deBNF- Células Raw foram infectadas com
formas promastigotas de fase estacionéaria dmazonensig$oi obtido extrato de proteinas
totais e submetido western blottilizando anticorpo especifico para a subunidzg@te de

NF-kB. contcontrole de células nao estimuladas
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Andlise da producédo de IL-10 dependente de PKR em aurofagos infectados por

Leishmaniae tratados com poly(l:C)

Visando investigar quais mediadores induzidos pedade PKR poderiam estar
favorecendo o crescimento intracelularldeamazonensjgjuantificamos os niveis de IL-
10, ja que a secrec¢do desta citocina é induzid®iBrde forma independente de KB-e
sua producéo esté relacionado a suscetibilidadeadedfagos a infeccdo pbeishmania
Células infectadas pdr. amazonensis tratadas com poly(l:C) induzem secrecéo de IL-10
e esta producao foi parcialmente reduzida pelartrahto com o inibidor de PKRigura
11A). A secrecdo de IL-10 também foi observada emlagliRaw-Bla tratadas com
poly(I:C), mas ndo em células Raw-DN-PKR tratadasn ® mesmo estimuldigura
11B), o que confirma o papel de PKR na produgcdo ddOlLem nossos modelos.
Verificamos através de ensaios de neutraliza¢éirando anticorpo monoclonal anti-1L10,
gue a neutralizacdo desta citocina reverte o faioento da proliferacdo intracelular de
amazonensipromovido pelo tratamento com poly(l:@igura 11C), confirmando o papel
de IL-10 no efeito de PKR sobre a proliferacadeishmania

Entretanto, IL-10 é secretada por células infedadam as trés espécies de
Leishmaniatestadas e tratadas com poly(l:€)jglra 11D). Desta forma, embora IL-10
possa estar favorecendo o crescimentb. @@nazonensieL. chagasi o ndo favorecimento
de L. major pode ser explicado pela incapacidade desta espécisubverter efeitos
negativos para o seu crescimento induzidos porasuttias ativadas por poly(l:C),

incluindo a mencionada ativacéo de KIE-
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Figura 11- IL-10 é secretada de forma dependente deKR por células THP-1 e Raw
infectadas porLeishmaniae tratadas com poly(I:C)

Células THP-1 diferenciadas pelo tratamento com Rfdool-12 miristato-13 acetatol\(

e D), Raw-Bla ou Raw-DN-PKRR) foram infectadas com formas promastigotas de fase
estacionaria de. amazonensjd.. chagasiou L. major por 18h, pré-tratadas com 2mM de
2AP (2 aminopurina) (somente i) e tratadas com 23g/mL de poly(l:C) por 3 dias. O
meio de cultura foi recolhido e a quantificagdoIdel0 foi procedida por ELISAC-
Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamemm ®®MA, infectadas com formas
promastigotas de fase estacionaria lLdemajor por 18h, tratadas com 25g/mL de
poly(I:C) e por 10ug/mL de anticorpo neutralizante para IL-10 por @sdiAs células
formam fixadas e coradas com Giemsa para analistndloe de Infeccdo. Asteriscos
indicam diferencas significativas, conforme indicae A, B e C, e dos referidos pontos
em relagdo aos pontos somente infectados pelasctess espéciekeishmaniaem D
(teste de studentcom p<0,05).
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Andlise do papel de IFN do tipo | no favorecimentala infeccdo porLeishmaniae de
sua producgéo dependente de PKR

Para verificar o possivel papel de IFN do tipo famorecimento da infec¢ao pbr
amazonensipromovido pelo poly(l:C), inicialmente adicionami¥$\-a recombinante a
cultura de células THP-1 infectadas por este pgaraS8omo podemos verificar ridgura
12, o tratamento com esta citocina recombinante levatmaaumento significativo da
infeccao pol. amazonensjefeito ndo observado pdramajor.

Fomos entdo verificar a producdo de IFN do tipan ®osso modelo. Dada a
dificuldade de deteccéo destas citocinas em sofl@@t@ade culturas, realizamos ensaios de
PCR em Tempo Real para a verificacdo do acimulm@dA. Como podemos verificar
naFigura 13A, o tratamento com poly(l:C) ou LPS levou a uma @utm significativo nos
niveis de mMRNA para IFIg-em células Raw-Bla infectadas ou ndo poamazonensis
Entretanto, os mesmos estimulos ndo foram capazésddzir este aumento em células
Raw-DN-PKR Figura 13A), o que confirma o papel de PKR na producao ded&Mpo |

em nosso modelo.
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Figura 12- Tratamento de macréfagos com IFN do tipd favorece infecgdo porL.
amazonensisnas nao porL. major

Células THP-1 foram diferenciadas pelo tratamerdm ®MA (forbol-12 miristato-13
acetato), infectadas com formas promastigotas ske datacionaria die amazonensipor
18h e tratadas com 500U/mL de IleNpor 3 dias. O meio de cultura foi trocado por meio
de crescimento paraeishmaniapara a produgcdo de promastigotas. O gréfico reptas
ndmero total de promastigostas produzido por paptendo 2x10 células. Asteriscos
indicam diferencgas significativas entre grupos peste de studentcom p<0,05.
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Figura 13- Ativacdo de PKR por poly(l:C) ou LPS induiz aumento nos niveis de
MRNA para IFN do tipo | em macrofagos

Células Raw-Bla e Raw-DN-PKR foram infectadas carmbs promastigotas de fase
estacionaria dé&. amazonensispor 18h e tratadas com 2&/mL de poly(l:C) ou 100
ng/mL de LPS por 4 h. O RNA foi extraido, a primefita de cDNA sintetizada e
procedido um PCR quantitativo em Tempo Real pahtfFutilizando SYBRgreen e o
método da curva padrdo comparativa. Os valoreseseptados indicam as vezes de
aumento da intensidade de fluorescéncia de cad& pam relacdo a quantidade de
fluorescéncia detectadas nas ceélulas Raw-Bla ndionutgdas. Asteriscos indicam
diferencas significativas entre grupos marcadaosdes os demais pelo teste tdstudent
com p<0,05.
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Avaliacdo da producdao de NO dependente de PKR por amréfagos murinos
infectados porL. amazonensi® tratados com poly(l:C)

O tratamento com poly(l:C) pode induzir a produgd® 6xido nitrico, que
classicamente exerce efeito negativo sobre a gratifio intracelular deeishmania Uma
vez que macréfagos humanos ndo produzem quantidedsi© apreciaveis pelo método
de Griess, realizamos a analise da producdo dessposto em macrofagos murinos.
Como podemos verificar n&igura 14, o tratamento com poly(l:C) induz aumento
significativo da producdo de NO em células Raw-Blaas Raw-DN-PKR, entretanto, na
auséncia de PKR, esses niveis sdo significativamergnores. Em células Raw-Bla
infectadas pokL. amazonensigcorre reducdo da producéo de NO induzida por(pGlyao
nivel das Raw-DN-PKR Higura 14 A). Desta forma, o nivel de producdo de NO
dependente de PKR é completamente inibidd_pamazonensism Raw-Bla.

Visando avaliar se a inibicdo da ativacdo dekBFRnduzida por poly(l:C) pela.
amazonensisbservada anteriormente (Figura 10) se correlaccmm a capacidade deste
patogeno de inibiar a expressdo de iNOS e, portantoonsequente producdo de NO
dependente de PKR observada (Figura 14 A), reatigaemsaios de gene repérter. As
células Raw foram transfectadas com uma constrogéatendo 3 copias dos motivos NF-
KB/Statl presente a -5,8kb do promotor de INOS. Moagds a transfeccado, as células
foram infectadas conkh. amazonensigpor 1h e tratadas com poly(l:C). Apos 24h, a
atividade da luciferase foi avaliada. Como demawstmaFigura 14 B, a infeccéo pot.
amazonensigeduz a atividade transcricional dependente dekBiStatl induzida por
poly(l:C). Entretanto, a transfeccdo das Raw comcamstrucdo Statl luciferase,

correspondendo ao motivo mapeado a -5,2kb do pmmdetiNOS, revelou que a infeccdo
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por L. amazonensisido reduz a atividade transcricional dependentnap de Statl

induzida por poly(l:C).
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Figura 14- Infeccdo porL. amazonensiseduz a producéo de Oxido nitrico dependente
de PKR e de NFkB induzida por poly(l:C) em macrofagos murinos

A- Células Raw-Bla e Raw-DN-PKR foram infectadasncimrmas promastigotas de fase
estacionaria dé&. amazonensipor 18h e tratadas com 2&/mL de poly(I:C) por 48h. O
sobrenadante foi recolhido e os niveis de oOxiddcnitforam avaliados indiretamente
através da Reacdo de Griess. B- células Raw foransfectadas com os plasmideos
reportere luciferase contendo na regido promotibi@s ara a ligacdo de NKB e STAT
(PTK-3XNS) ou apenas STAT (pTK-3XS) presentes nommtor de iNOS. Apés 24h,
foram infectadas pdr. amazonensis tratadas por poly(l:C) por 24h. Foi entdo adalia
atividade da luciferase em biolomindmetro. Asterssindicam diferencas significativas

entre grupos pelo teste tistudentcom p<0,05.
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Andlise do papel de PKR em macréfagos infectados pb. amazonensi® néo tratados
com estimulos indutores desta cinase

Uma vez que verificamos importante papel de PKRnodulacdo da infeccao de
macrofagos pokeishmaniafomos verificar se este parasito € capaz de raoduativagdo
desta cinase. Como podemos verificar em ensaiowedgern blgt tempos curtos de
infeccdo (1-4 horas) pdr. amazonensisédo capazes de induzir a fosforilagcdo de PKR em
células THP-1 diferenciadagigura 15A) e Raw Figura 15B). Verificamos ainda o
aumento correspondente da fosforilacdo de eelF@m células THP-1Hgura 15A),
confirmando a inducéo da atividade de PKRIpamazonensis

Tendo em vista que a propiigzishmaniaé capaz de induzir a ativacdo de PKR,
partimos para a investigacdo do papel desta cinasanfeccdo de macrofagos pbr
amazonensj:a auséncia de outros estimulos indutores suidade. Ensaios de avaliacao
do indice de Infeccdo em macrofagos de peritbnemodstraram uma reducdo da
proliferacdo intracelular de. amazonensism células oriundas de anim&isockoutpara
PKR em comparacdo aos resultados obtidos paraaséfid animais selvagenBigura
16A). Como nos experimentos anteriores com as lintradtew-Bla e Raw-DN-PKR
(Figura 5) tinhamos o objetivo de verificar o papel do pbG) na infeccdo por
Leishmania utilizamos tempos de producdo de promastigostes o priorizaram a
verificacdo dos niveis de infeccdo péleishmaniaper se Repetimos, entdo, infec¢des
destas linhagens colm amazonensie observamos, por tempos mais longos, a produgéo d
promastigostas em meio Schneider apés os 4 didsfelscdo em meio de cultura de
células. Como pudemos verificar Rigura 16B, a expressao do dominante negativo de

PKR levou a uma reducéo significativa da replicaicéi@celular dd.. amazononesiem
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células Raw. Esses resultados indicam que o pa&p@KdR na infeccdo pdreishmania
ndo depende da presenca de outros estimulos iedutl@sta cinase, ja que o proprio

parasito € capaz de induzir sua ativagao.
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Figura 15- Infec¢cdo por L. amazonensisinduz ativacdo de PKR em macrofagos

humanos e murinos

Células THP-1 diferenciadas com PMA (forbol-12 stato-13 acetato)A) ou células
Raw B) foram infectadas com formas promastigotas dedatgionaria de amazonensis
pelos tempos indicados. O extrato de proteinasstdta submetido awestern blot
utilizando anticorpos especificos para p-PKR,F2elou tubulina em A ou anticorpo que

reconhece as formas fosforilada e ndo fosforiladBKIR em Bp-fosforilagéo.
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Figura 16- Importancia de PKR na proliferacdo intracelular de L. amazonensieem
macréfagos humanos e murinos, na auséncia de outestimulo indutor desta cinase
Células Raw A) ou THP-1 diferenciadas com PMA (forbol-12 miristd3 acetato)R)
foram infectadas com formas promastigotas de fetseienaria dé amazonensigor 18h.

O meio de cultura foi trocado por meio de crescim@araleishmanigpara a producéao de
promastigotasR) ou as celulas formam fixadas e coradas com Gi€¢Ajspara analise do
indice de Infec¢do. Em B, o gréfico representa monbetal de promastigostas produzido
por poco contendo 2xi@élulas. Asteriscos indicam diferencas significetientre grupos
pelo teste déstudentcom p<0,05.
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Andlise do papel de PKR na infeccdo de camundongpsr L. amazonensis

Uma vez que verificamos importante papel de PKRhodulacdo da infeccao pbor
amazonensis in vitggartimos para a avaliacdo do papel desta cinasefeccaan vivo.
Camundongosl29 sv/evselvagens (WT) ouwknockout para PKR (PKR-KO) foram
infectados com TOformas promastigotas de fase estacionarids. @nazonesiso coxim
da pata traseiraA andlise do tamanho da lesdo indicou uma redsggaficativa da
mesma em animais PKR-KO em relacdo aos animaipdse¢lvagem apds 4 semanas de
infeccdo Figura 17A e B).

A analise do titulo da infeccdo apos 2 meses, detrau uma tendéncia (nédo
significativa estatisticamente) a reducéo do titldgarasitas na pata dos animais PKR-KO
(Figura 18A), entretanto, ndo foi observada nenhuma diferemcditnlo no linfonodo
(Figura 18 B). Ja a analise do baco, mostrou a visceralizagdmdas tos animais WT e

em apenas um animal PKR-KO (em baixo titukygra 18 C).
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Figura 17- Animais knockout para PKR apresentam menor medida de lesdo em
guatro semanas de infec¢do pdc. amazonensis

A- Camundongod29 sv/eWNVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataena
com 16 formas promastigotas de fase estacionarib. @enazonensi€O diametro da les&o
foi avaliado nos tempos indicados (sem = semanayé&g do uso de paquimetro e expresso
como a diferenca entre as espessuras das patagadae e ndo infectada®-
Representacao dos dados de 4 semanas em grafieords. Asteriscos indicam diferencas

significativas entre grupos pelo testet dggudent com p<0,05.
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Figura 18- Animais knockout para PKR apresentam menor migracdo del.
amazonensipara o baco em 2 meses de infeccéo

Camundongod429 sv/eWWT ou PKR-KO foram infectados no coxim da paraensa com

10° formas promastigotas de fase estacionarid.demazonensisA carga parasitaria na
lesdo (pata), no linfonodo drenante (popliteo) ebago foi avaliada apés 2 meses de
infeccdo. O material obtido das dissecacdes foena@o e plagueado em diluicdes seriadas
em meio Schneider completo. O titulo de parastiasaliado apds aproximadamente 7

dias de cultura a 26° C.
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Andlise do papel de PKR na inducdo de uma resposteelular em camundongos
infectados porL. amazonensis

Uma vez que verificamos que a ativacao de PKR fed#ecer o desenvolvimento
da lesdo em estagios iniciais da infeccdo de caomguos$ pol.. amazonensjo que pode
determinar uma amplificacdo da visceralizagdo dagi® em tempos mais tardios, nos
perguntamos sobre o possivel papel desta cinasedngdo de uma resposta celular
supressora. Inicialmente, avaliamos a respostaemmanlinfonodo drenante em animais
WT e PKR-KO apés 2 e 4 semanas de infeccAdd_pamazonensiga pata. Verificamos
gue ocorre um aumento no numero de linfocitos mioiodo popliteo de animais PKR-KO
em 2 semanas de infeccdbdura 19), entretanto, esses niveis tendem a se igualar&po
semanas de infecca®igura 24A). Apesar de haver um maior nimero de linfocitos no
linfonodo drenante de animais PKR-KO, em 2 semat&asnfeccdo, nao verificamos
diferencas significativas no percentual de céluladD4’, TCD8 (Figura 20) ou
TregCD4CD25FoxP3 (Figura 21).

Visando avaliar o papel de PKR no perfil de pr@tude citocinas no linfonodo de
animais infectados pdr. amazonensjsavaliamos a producdo de I¥K IL-10 (classicas
citocinas Thl e Th2, respectivamente) por linfaifbCD4 e TCD8 oriundos de
camundongos WT e PKR-KO. Como podemos observadfigiara 22, animais PKR-KO
apresentam um percentual significativamente maier aflulas TCD4FN-y* em
comparacdo ao tipo selvagem. Linfocitos TCR@mbém apresentaram um mesmo perfil
de producdo de IFN-entretanto as diferencas entre os tipos WT e PKRAB® foram
significativas Figura 23). As quantidades de IL-10 intracelular nos sulstige linfocitos

T observados nédo foram detectaveis em 2 semanatedeao.
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ApOs 4 semanas de infeccdo, a producdo de IL-1ENg por células T CD%e
TCDS8" néo foi significativamente diferente entre ansnalT e PKR-KO Figura 24B-E).
Avaliamos ainda o percentual de células TGDACDS e TRegCDACD25FoxP3 e, da

mesma forma, ndo observamos diferenca significéiados ndo mostrados).
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2 semanas de infeccao
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Figura 19- Animais knockout para PKR apresentam um aumento no numero de
linfécitos no linfonodo drenante quando infectadogor L. amazonensipor 2 semanas
Camundongod429 sv/eWVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataeie com
10° formas promastigotas de fase estacionarisL.damazonensisApés 2 semanas de
infecgdo, o linfonodo drenante foi obtido e o ntonetal de linfocitos avaliado em camara
de Neubauer. Asterisco indica diferencas signifiestentre grupos pelo teste tdgtudent

com
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Figura 20- Animais knockout para PKR ndo apresentam diferencas no percentualed
linfocitos CD4" e CD8 no linfonodo drenate quando infectados pot.. amazonensis

por 2 semanas

Camundongod429 sv/eWVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataeie com

10° formas promastigotas de fase estacionaris..damazonensisApés 2 semanas de
infeccdo, o linfonodo drenante foi obtido e o pataal de células T CD8A) e CD4(B)

foi avaliado por citometria de fluxo. PKR-KO e Wanrimais infectados; ctr PKR-KO e ctr
WT- animais néo infectados. E@) R1 corresponde a regido de células considerada para a
analise em um grafico de tamanho (FSC) X granuasiSSC)R2 consiste na populacdo

de células CD4utilizadas para a quantificacddR& a populacdo de CD&nalisadaR2 e

R7 estdo contidos eR1
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Figura 21- Camundongos knockout para PKR ndo apresentam diferencas no
percentual de linfécitos TregCD4CD25'FoxP3 no linfonodo drenate quando
infectados porL. amazonensigpor 2 semanas
A- Camundongod29 sv/ieWVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataeiea
com 10 formas promastigotas de fase estacionarih.denazonensisApds 2 semanas de
infeccdo, o linfonodo drenante foi obtido e o patoal de células TCOED25FoxP3
foi avaliado por citometria de fluxo. PKR-KO e Wdnimais infectados; ctr PKR-KO e ctr
WT- animais ndo infectados; ctr isotipo- marcagdm @¢sotipo controle do anticorpo anti-
FoxP3. EmB, R1corresponde a regido de células considerada aralise em um grafico
de tamanho (FSC) X granulosidade (SS&3. pertencente R1, consiste na populacdo de
células CDZ4 CD25 e R4gcontida emR3 corresponde a populagdo de CDAD25
FoxP3 analisada.
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Figura 22- Camundongosknockout para PKR apresentam maior percentual de
células T CD4 produtoras de IFN-y no linfonodo drenante quando infectados pot..
amazonensipor 2 semanas

A- Camundongod29 sv/eWNVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataenea
com 16 formas promastigotas de fase estacionarib.demazonensisApés 2 semanas de
infeccdo, o linfonodo drenante foi obtido e o patoal de células T CD4IFNy" foi
avaliado por citometria de fluxo. PKR-KO e WT- aaisiinfectados; ctr PKR-KO e ctr
WT- animais néo infectados; ctr isotipo- marcacém g¢sotipo controle do anticorpo. Em
B, R4 corresponde a regido de células CBAly" analisada. Esta regido exclui células
marcadas com isotipo controle do anticorpo anti-FNCada grafico corresponde a um
animal representativo da condic&do descrita em atta puperior. Asterisco indica diferenca

significativa entre grupos pelo testetdgudent com p<0,05.
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Figura 23- Camundongosknockout para PKR apresentam maior percentual de
células T CD8 produtoras de IFN-y no linfonodo drenate quando infectados pot..
amazonensipor 2 semanas

A- Camundongod29 sv/eWNT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataenea
com 16 formas promastigotas de fase estacionarib.demazonensisApés 2 semanas de
infeccdo, o linfonodo drenante foi obtido e o pataoal de células TCD8IFNy" foi
avaliado por citometria de fluxo. PKR-KO e WT- aaisiinfectados; ctr PKR-KO e ctr
WT- animais néo infectados; ctr isotipo- marcacém agsotipo controle do anticorpo. O
valor dep obtido no testé student esta informado no grafico para os grupos indisain

B, R4 corresponde a regido de células CIBBly" analisada. Esta regido exclui células
marcadas com isotipo controle. Cada gréfico € spaede a um animal representativo da

condicdo descrita em sua parte superior.
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Figura 24- Camundongos knockout para PKR nao apresentam diferenca nos
parametros imunes avaliados quando infectados pdr. amazonensipor 4 semanas
Camundongod429 sv/eWVT ou PKR-KO foram infectados no coxim da pataeie com
10 formas promastigotas de fase estacionarisL.damazonensisApds 4 semanas de
infeccdo o linfonodo drenante foi obtido e o nimetal de linfécitos avaliado em camara
de NeubauerA), ou submetido & analise de citometria de FIBoQ, D, E) utilizando
anticorpos especificos para CD8, CD4, yFNIL-10, conforme indicado. As analises

foram realizadas como descrito nas figltas 23.

87



1 més de infeccao

*
*

el
|-

4 R 2 2 © ©

g0} X OpouoUl| sB|n|go ou

CcD4*

cD4?

a8

+0L-11 SE[N|§0 8P 9%

J-Nd| sengo ep %

—_—
I
&

o
Q .
| B | III |,&\
® » --o o
. %
a\
1 T T T IVO\
® © = & ©
=] (=] = =] =]
W 0Ll sengoep 9
[o0]
[e0]
T,
%
‘—-&‘
; "y,
o)
Q |
C u Ifll |.&®
.00 L] L
) -O-r&v
H ] T T T 4
R R 2 g w ©
=)

A=Nd | s8|njgo ep %



DISCUSSAO

O estudo mais intensivo das cascatas de transdigcéimais nos ultimos anos vem
mostrando importantes intercruzamentos entre edsas sugerindo multiplos “papéis”
para proteinas sinalizadoras. Na resposta imungacpatdogenos, a conservacao de vias
relacionadas a producdo de mediadores € consistenteo fato de que cada vez mais
reconhecemos que uma combinacdo especifica de smormgrupo de mediadores e tipos
celulares, pode determinar padroes de resposteprggitos a diferentes classes de
patogenos.

A proteina cinase dependente de dupla-fita de RN#R) é bem caracterizada por
sua atividade anti-viral, devido a sua capacidaaithir a sintese de proteinas atraves da
fosforilacdo do fator de iniciagdo da traducéo edFEntretanto, a participacdo de PKR em
uma série de vias de transducao de sinais queraimcom a ativacéo de diversos fatores
de transcricdo implicam essa cinase na regulac@sm@ssao de genes cujos produtos nao
apresentam apenas um papel no controle de infesi@és. De fato, diversos trabalhos
vém demonstrando o papel de PKR na modulacéo deriampes processos celulares, ndo
so relacionados a defesa, como apoptose, prolifieragliferenciacao (Garat al, 2007).

Ativacado de PKR por estimulos pré-inflamatoriosnoolPS, IFN-y, IL-13 e TNF-

0, € sua participacdo em vias induzidas a partir desT(Williams, 1999 e 2001; Garo

al, 2006), sugerem um papel mais amplo do que o iamteante pensado para PKR
também na resposta imune. Cheung e colaboradof¥b)(@emonstraram um papel
importante de PKR na producéo de citocinas em mmsdbumanos infectados por BCG,

sugerindo o envolvimento esta cinase no controlafgecdes bacterianas. Entretanto, de
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nosso conhecimento, ndo héa relato na literaturaesobpossivel papel de PKR em
infecgBes parasitarias.

A leishmaniose € um modelo de infeccdo causadappaiozoarios parasitos
intensivamente estudados, tendo em vista sua mam@lobal, afetando 12 milhdes de
pessoas nos 5 continentes (WHO, 2003). Adicionaieenaumento no numero de casos
de co-infecgcdo HIM-eishmaniavém intensificando o interesse de estudo na leislusa e
a melhor compreensdo dos mecanismos de suscetilglid controle associados a esta
infeccdo parasitaria.

Hipotetizamos um possivel papel de PKR na infecd& macréfagos por
Leishmaniatendo em vista o papel desta cinase na regutdg@cediadores envolvidos no
controle da ativagédo desse tipo celular (Maggil, 2000; Chakrabaret al, 2008; Cheung
et al, 2005). Para testar esta hipotese, induzimadivacdo de PKR em macréfagos
infectados poL. amazonensjsatravés do uso de seu classico indutor poly(u@ dupla-
fita de RNA sintética. Verificamos em linhagem moitica humana (THP-1) diferenciada
com PMA e em macréfagos primarios humanos, um atoraan proliferagéo intracelular
de L. amazonensigdependente de PKR quando realizamos tratamentiasdeglulas
infectadas com o poly(l:C) (Figura 4). A dependarae PKR para esse favorecimento foi
confirmada em linhagem de macréfagos murinos (Raxpyessando a forma dominante
negativa de PKR (Figura 5).

O favorecimento da replicagéo intracelulaldeamzonensipela ativacdo de PKR é
consistente com os achados dos grupos do Dr. DiBoiikHabib e da Dra. Elvira Saraiva,
com o0s quais colaboramos, que demonstraram queteina regulatoria tat do HIV induz
um aumento da replicacdo intracelular de amazonensisem macrofagos humanos

(Barreto-de Souzat al, 2006). Isto porque, muitos dos efeitos de tatélala hospedeira
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dependem de sua interacdo com PKR (Demaethal, 1999; Liet al 2005) e estas
proteinas sdo capazes, inclusive, de interagaafisente (Mcmillaret al, 1995). Baseado
nestas observacoes e em nossos dados, podemosan@ge a ativacao de PKR pelo HIV,
através de tat ou da estrutura secundéaria do RINKA TAR (Deveret al 2007), poderia
determinar uma permissividade a infeccdo por deteisas espécies deeishmaniaem
pacientes HIV-positivos, 0 que poderia apontar vetecao co-evolutiva interessante entre
a resposta imune anti-viral e o progresso de iGkesparasitarias.

Observamos que ndo £6 amazonensjanas a espécie viscerotropicachagasi
também apresenta maior proliferacdo intracelulaseqiente da ativacdo de PKR (Figura
6). Este dado é interessante, tendo em vista gaéragl de co-infeccdo HIVeishmania
sdo particularmente mais bem descritos em infecgies forma visceralizante da
LeishmaniaKarp & Neva, 1999). J4 na infeccao pklanajor, o tratamento com poly(l:C)
levou a uma reducao da proliferacdo intracelulampdmsito (Figura 7). Este achado é
consistente com a observagdo de que camundongosssapdo a proteina E3L do virus
Vaccinia, que entre outras interferéncias na sagfio da célula hospedeira, inibe a
ativacdo de PKR, sdo mais suscetiveis a infeccéb. poajor (Domingo-Gilet al, 2007).

Também verificamos que a inducdo de PKR por LPSgazx de induzir um
aumento da proliferacao intracelularldeamazonensis L. chagasi(Figuras 5 e 6B), o que
indica que o efeito da ativacdo do PKR néo é testiv uso do poly(l:C). Baseado nesta
observacéo, podemos sugerir o papel de outrosidetinmdutores de PKR no contexto da
infeccdo poteishmaniacomo IFNy, TNF-a e IL-1.

A avaliacdo da ativacdo de PKR em nosso modelo medreque a infeccao par

amazonensifi capaz de levar a um aumento nos niveis tossa cinase em macrofagos
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humanos (figura 8). Esse aumento foi confirmado pehior acimulo de transcritos para
PKR verificado apés 18 horas de infeccao (Figufg.Entretanto, tempos mais tardios de
infeccdo, levam a uma reducéo no acumulo de mRNA PKR (Figura 9 A e B). Mas, a
presenca do estimulo indutor de PKR, o poly(l:@)agaz de recuperar esses niveis (Figura
9B), possivelmente através da inducdo da produgdtd-N do tipo I. Foi recentemente
confirmado o papel de PKR na regulacdo da expredsal-N | induzida por dsRNA
(McAllister & Samuel 2009). Além disso, j& é benramderizado o papel do IFN | no
aumento dos niveis desta cinase (Matral, 1990), através da inducdo da ligacao do fator
heterodimérico ISGF3 (STAT1, STAT2, and IRF9) aenatnto ISRE presente em seu
promotor (Samuel, 2001; Darnell, 1997; Ward & Sam@602). A inducdo do aumento
dos niveis do PKR pelaeishmanigpode ser uma conseqiiéncia da possivel inducdeNe |
| por este parasito. Desta forma, estamos realz@mdaios de PCR em tempo real para
avaliar os niveis desta citocina em tempos cursinfieccdo de macréfagos pbr
amazonensis

Tendo em vista o papel positivo exercido pela gdwvade PKR na proliferacéo
intracelular del. amazonensjgorna-se evolutivamente favoravel para o parasgelecao
de mecanismos de exploracdo desta via em macrof@gasimento dos niveis de PKR
pode representar um mecanismo de “disponibilizagBotnoléculas de PKR que seriam
alvo para a fosforilagdo por estimulos indutorestaleinase presentes no sitio de infeccao.
Entretanto a inducdo prolongada deste aumentow@gsnpoderia favorecer a ativagdo de
vias que seriam danosas ao proprio hospedeiroparasito, como a producéo elevada de
TNF-a e NO, como sera discutido mais adiante, o quefipaia ofeedbacknegativo da

inducdo dos niveis de PKR péleishmaniaobservado (figura 9B).
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Dentro desta perspectiva de co-evolucdo de mecasisime modulam a relagcéao
parasita-hospedeiro, observamos ainda que em tenguots de infeccéo,L.
amazonensideva a fosforilagdo de PKR e de seu substrato alB@+ macrofagos
humanos e murinos (Figura 15). Tendo em vista quedacdo da fosforilacdo de PKR
pode ocorrer por vias disparadas a partir de TURdrr{(g et al, 2001; Hsuet al, 2004;
Cabanskiet al, 2007), TLR2 (Cabanslat al, 2008), TLR9 (Hornget al, 2001) e TLR3
(Jianget al, 2003), € plausivel supor que a inducdo destaeiparL. amazonensipossa
depender da inducdo desta familia de receptoressp@iparasito. Esta cada vez mais claro
na literatura que componentes estruturaitelshmaniapodem se ligar aos TLR. Alguns
trabalhos reportam o papel de TLR na resposta iraunéccao pok. major (Muraille et
al, 2003; Kropfet al, 2004, Liet al, 2004) e LPG foi identificado com um ligante deRIL
(de Veeret al, 2003). Ainda existem muitas questdes na liteaahar tocante ao papel dos
TLRs na infeccdo por parasitos do géneesshmania Novos componentes estruturais que
atuem como ligantes desses receptores ainda deretexritos e € necessario o estudo do
papel desta familia de sensores na infeccdo p@ciespde_eishmaniacutanea do Novo
Mundo.

Uma vez que muitos dos papéis de PKR dependemadeapacidade de ativar NF-
KB, investigamos a inducdo deste fator de transzrggd nosso modelo. Confirmamos a
ativacdo de NKB dependente de PKR em células THP-1 diferenciagiasetanto, a
infeccdo porL. amazonensig capaz de subverter esta ativacdo através dagetiv da
subunidade p65 induzida pelo poly(I:C) e da indud@domodimero p50/p50 (Figura 10),
um classico repressor da atividade transcricioepleddente de NkB, uma vez que a

subunidade p50 ndo apresenta dominio de transatidtay & Gosh, 1998) e € capaz de
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se associar com HDAC-1 (histona deacetilase-1) riglet al, 2002). A clivagem das
subunidades p65 e c-Rel de MB-por Leishmaniafoi demosntrada anteriormente na
literatura. Cameron e colaboradores (2004) obsamvague formas amastigotas de
mexicana(espécie pertencente ao mesmo complexolLguEmazonensjssdo capazes de
induzir a degradacgédo de NB de forma dependente da atividade da cisteinadaesptB e
gue esta degradacéo determina a repressao da @oodieitl-12, citocina fundamental para
0 desenvolvimento de uma resposta Thl protetora.

A degradacgédo da subunidade p65 dedBRambém foi observada em infeccdo de
macrofagos utilizando formas promastigotas de daserespécies deeishmania (L.
donovanj L. major, L. mexicanae L. braziliensi$ (Gregoriet al, 2008). O fragmento N-
terminal de p65 gerado no citoplasma e contendd@5& capaz de dimerizar com p50, da
mesma forma que observamos em nossos experiméigosa 10E), e parece ser capaz de
mediar a expressdo de uma série de genes (Gretgalki 2008). Entretanto, ensaios de
gene-reporter realizados pelo nosso grupo, denaonstima inibicdo da transcri¢do
dependente de NiB em macrofagos infectados paramazonensi§Calegari-Silvaet al,
submetido), embora ndo esteja claro em que medidaaa ativacdo do homodimero
p50/p50 repressor possa estar envolvida com esteé@\E possivel ainda que clivagem de
p65 torne esta subunidade ativa para a regulacdorateotores especificos, enquanto
outros tenham sua atividade reduzida. De formara@ssante, Gregori e colaboradores
mostram que 0S genes que tem sua expressao aumeobaificam para quimiocinas,
como MIP-PB e MIP-2, que induzem o recrutamento de fagocitwa p sitio da infec¢éo, e

gue podem, portanto, favorecer o espalhamentofelecan.
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Semelhante ao observado pata amazonensjs nosso grupo demonstrou
anteriormente quélycobacterium lepraeo agente causador da hanseniase, é capaz de
induzir a ativacdo do homodimero repressor de B804 linhagem de célula de Schwann
humana e que esta ativacdo se correlaciona conbigdim da transcricdo dependente de
NF-kB (Pereira et al, 2005). De forma curiodd, leprae pode apresentar um perfil
patolégico, associado a anergia da resposta imwspeleira, onde se verifica alta
contagem de bactérias na lesdo, denominado pepfibinatoso (Ridley & Jopling, 1966).
J& aL. amazonensjsapresenta-se de forma mais agressiva, denomfoada difusa, em
individuos também apresentando deficiéncia inataretgposta imune (Gramiccia &
Gradoni, 2005). E plausivel supor uma relacio entreecanismo supressor de transcrigio
associado a indugcdo de p50/p50 observado em anmdbawmodelos de infeccdo, e a
ocorréncia de perfis imunopatolégicos associadosima estado ndo responsivo em
individuos acometidos por estes patdgenos.

A ativacdo de NB é alvo de manipulacao por diversos patégenodptem vista
o papel fundamental deste fator de transcricdo o@dulacao da resposta imune hospedeira
(Caamafio & Hunter, 2002yersinia spp por exemplo, é capaz de inibir a ativacdo de NF-
KB através de sua ubiquitina hidrolase YopJ (Zébal, 2005) eChlamydia trachomatig
capaz de induzir a clivage de p65 humano atravésedeecdo de proteases (Letdal,
2007). A manipulacdo da ativacédo de kB-em nosso modelo, parece apresentar-se como
um mecanismo evolutivo de subversdo. Verificamas, ensaios de gene reporter,
utilizando construcédo contendo sitios para ligag@oNFkB e STAT no promotor de
INOS, que a infeccdo pdr. amazonensiteva a repressao da ativacdo desta sequiéncia

regulatdria quando estdo presentes os sitios dedligpara NkB, mas ndo quando esta
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presente apenas o sitio de ligacdo apenas para $Fifjlira 14 B). Esta repressao
transcricional estd associada a inibicdo da pradw# NO induzida por PKR pela
Leishmania (Figura 14 A). Desta forma, a inibicAo da ativagd® NFxB por L.
amazonensidetermina a regulacao negativa de vias dependeatB&R que teriam efeito
protetor para o hospedeiro na infeccao por estespar

Ja a infeccdo pdr. major, ndo foi capaz de induzir alteracédo na ativacaNeleB
dependente de PKR (Figura 10). Podemos supor gueapacidade desta espécie de
Leishmaniade subverter a ativacao deste fator de transcpgéle determinar a producao
de mediadores indutores da destruicao intracetidate parasito, como o NO (Calegari-
Silva, 2007b). Esta observacdo € consistente cfatoade quel. major apresenta menor
replicacdo intracelular em macrofagos em consedgiétha tratamento com poly(l:C)
(Figura 7 B). De forma interessante,major ndo apresenta a forma difusa observada para
a infeccdo poL. amazonensis suas lesdes costumam ser auto-curaveis.

A busca da compreensdo dos mediadores capaze9limaer favorecimento da
replicacdo intracelular de. amazonensidependente de PKR, nos indicou IL-10 como um
alvo sugestivo de andlise. Foi mostrado recenteamemqtapel de PKR na regulacdo desta
citocina anti-inflamatéria em macréfagos (Chakrébetral, 2008).

IL-10 foi originalmente descrita como uma citocr@duzida por células Th2 que
limita a producdo de IFN-por células Thl. Mais tarde, foi descoberto qudOLinibe a
producdo de TNIe, ROS (espécies reativas de oxigénio) e IL-12 pacrgfagos e/ou
células dendriticas, levando a um bloqueio dasostap microbicidas. Além disso, IL-10
inibe a expressédo de INOS e induz a atividade dmase 1 (Arg 1), direcionando o

metabolismo da arginina para a producdo de pol@asnigue agem como fatores de
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crescimento para laeishmaniq. Importantes fontes de IL-10 s&o células Th2,rdfagos,
células dendriticas, mieldides, células B, céllN&s células Treg (CDAD25 FoxP3) e
varios subtipos de células T com funcdo imunossgpra ou imunoregulatoria (revisto por
Bogdan, 2008).

Embora a identificacdo de um papel arquétipo deetibilidade conferido pelas
citocinas do tipo 2 ndo esteja claro para toda&spécies deeishmaniana literatura, IL-10
é classicamente aceita com uma citocina supressormdos os modelos de infeccdo por
estes parasitos observados (McMahon-Pratt & Aleaiar2g004). Em humanos, os niveis de
IL-10 se correlacionam com a severidade da doeKegp(et al, 1993). Nos modelos
murinos de leishmaniose cutanea (Chatekgtimal, 1999; Kaneet al 2001) e visceral
(Murray et al, 2003), IL-10 contribui para a progressdo da daergs lesbes nos
camundongog&nockoutpara IL-10 sdo substancialmente menores do queaemandongos
do tipo selvagem (Kanet al, 2001) e a administracéo de IL-10 exdgeno, (Letra), 2002)
ou a inducao do endogeno (Milessal, 2005), resultam em exacerbacédo da doenca.

Na infeccdo porL. amazonensjsiL-10 também € importante na limitacdo da
resposta Thl durante a fase aguda da infeccao anuapesar de ndo desempenhar o
mesmo papel durante a fase crénica da infeccaqugaem camundongos C57BL/6, a
resposta Thl é reduzida em estagios mais tardidee&t@mca mesmo em animais deficientes
para IL-10 (Jonest al 2002). Além disso, experimentos com camundongAtBac
deficientes para IL-10 demonstraram que esses &igrabora incapazes de controlar a
progressao da lesdo, apresentam uma producédo adael® IFNy e NO e uma expressao

aumentada de mRNA para IL-12 e seu receptor compacamo tipo selvagem. A
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resolucédo efetiva da infeccéo por este parasite mesdelo requer a neutralizacéo de IL-10
e IL-4 simultaneamente (Padigalal, 2003).

Em nossos experimentos, verificamos a producdb-de dependente de PKR por
macrofagos humanos e murinos (Figura 11A e B) eaueutralizacdo desta producdo
inibe 0 aumento da proliferagédo intracelularldemazonensipromovido pelo poly(l:C).

A producdo de IL-10 possivelmente ira ndo sO iniiwr niveis de producdo de NO
induzidos por poly(I:C) que n&o tiverem sido inttsdpelal. amazonensjsomo dirigir 0
metabolismo da arginina para a producédo de pol@ngue irdo favorecer diretamente o
crescimento intracelular deste parasito. Entrefaot@umento dos niveis de IL-10 foi
observado para o tratamento com poly(I:C) de cglidéectadas por todas as espécies de
Leishmaniatestadas (Figura 11D). Desta forma, embbreamazonensi® L. chagasi
possam estar sofrendo os efeitos positivos daidasab dos macréfagos induzida por IL-
10, o ndo favorecimento de major, consequente do tratamento com poly(l:C), pode se
explicar pela incapacidade desta espécie em sebwartras vias ativadas em decorréncia
da inducdo de PKR, como a mencionada translocagélear de NF<B e conseqiente
producéo de NO.

Outro alvo interessante, cuja expressao podeegetada pela ativacdo de PKR, e
gue é capaz de modular a infeccdo de macrofagdsesirmaniaé o IFN do tipo | (IFNa
ou IFNB) (McAllister & Samuel 2009). Estudos recentes v@mstrando o papel destas
citocinas na regulagéo da infeccdo bomajor, como sera discutido a seguir.

O papel dos IFNs de tipo | no Sistema Imune vainatie sua propriedades anti-
virais. Numerosas propriedades imunoregulatériassate citocinas ja foram descritas,

como a ativagdo ou inibicdo da fungdo dos macréfagomodulacdo da producdo de
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anticorpos e alteracao na proliferacdo e sobrevigée células T (revisto por Bogdah

al, 2004). Esta enorme gama de propriedades dos tleNpo | justifica a crescente
descricdo de sua relevancia para a patogénesentroleade certas infeccbes parasitarias
ou bacterianas.

A bactéria do géner@hlamydiafoi o primeiro patdogeno nao viral mostrado ser
inibido por IFNs do tipo |. Essas bactérias sacemiats indutoras da producdo dessas
citocinas. IFN do tipo | também inibe a invasdooddulas epiteliais e fibroblastos por
Salmonellla typhimuriurou Shigella flexneriListeria monocytogeneasstimula macrofagos
e células NK a produzirem de IFN do tipo |, masteiesso, esta producdo parece ser em
detrimento do hospedeiro, reduzindo sua sobrevalamentando os titulos da bactéria. De
forma semelhante, a infeccdo pdycobacterium tuberculosisduz a produgéo de IFN do
tipo | e esta producdo esta associada a um aundentmortalidade induzida por este
patdégeno. Portanto, em contraste com o criticolpgsempenhado pelos IFN do tipo | na
imunidade hospedeira anti-viral, a producéo desi@einas no curso da infeccao por
bactérias Gram-positivas intracelulares parecersedetrimento do hospedeiro (revisto por
Perryet al, 2005 e Bogdaat al, 2004).

Infeccbes causadas por protozoarios também indazemducdo de IFN do tipo | e
o efeito protetor desta citocina ja foi verificadam camundongos infectados por
Trypanosoma cruzifoxoplasma gond Leishmania spp(revisto por Bogdaet al, 2004).

No modelo de infeccdo pdr. major, durante a fase inata da resposta a infeccdo, a
expressao de iINOS, a atividade citotdxica de ceINlE, e a producdo precoce de I¥N-
em camundongos resistentes foi dependente da @odeigdégena de IFN do tipo |

(Diefenbachet al, 1998).L. major dispara a liberacdo de IFiNe 3 in vivo ein vitro e 0
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tratamento com estes parasitos concomitante com d&Nipo | leva a ativacdo de
macrofagos para a producdo de NO (Diefentmei 1998, Mattneet al, 2000). Mattner e
colaboradores (2004) demonstraram que a admiréstrde baixas doses de IBE\zonfere
protecdo contra a leishmaniose cutanea progresaivsada pok. major em modelos de
camundongos suscetiveis BALB/c. Entretanto, redaltaposto foi obtido recentemente
para as leishmanias do Novo Mundo. Khoure e cotalmoes (2009) demonstraram que
IFN-B aumenta a infec¢cdo de macrofagoslp@amazonensisL. brasilienses.

Como nédo havia sido demonstrado o papel do IFN infeeccdo por espécies de
Leishmaniacutdanea do Novo Mundo na época da execucdo dena@sgperimentos,
realizamos um ensaio preliminar onde tratamos nfego8 infectados pdr. amazonensis
com IFN-0 recombinante. Nossos achados foram similares bhtdos por Khoure e
colaboradores, onde o tratamento com IFN | levowna aumento da proliferacao
intracelular de_. amazonensi@Figura 12). Neste trabalho, eles demonstram ajoéaeste
efeito depende da diminuicdo da producdo de sujgkrd@e uma forma dependente da
producéo de superoxido dismutase (SOD1).

Uma vez verificado que IFN | desempenha um papelréecedor da infeccéo pbr
amazonensjsquantificamos a producdo destas citocinas emsnossodelo. Dada a
dificuldade de detectar IFN | em sobrenadantes élelas de cultura por ELISA,
realizamos ensaios de PCR quantitativo em temgdo VYeaficamos que o tratamento de
células Raw com LPS ou poly(l:C) leva a um aumémioortante no acumulo de mRNA
para IFNB, entretanto, este aumento é revertido pela exdweds dominante negativo de
PKR, indicando um papel fundamental desta cinaggroducdo deste mediador em nosso

modelo (Figura 13). Uma vez que estas citocinaggean mediar efeitos negativos na
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proliferacdo intracelular de. major, torna-se importante avaliar os niveis de expcedad
mesmas em macrofagos infectados por este parasiétados com os indutores de PKR. A
producdo de IFN | € um alvo interessante para astigacdo dos mecanismos que
determinam um papel diferencial de PKR nas infez@@elL. amazonensisL. major.

Tendo em vista o efeito de PKR no favorecimentotéccdo de macrofagos pbr
amazonensise a capacidade deste patdogeno de induzir a flagfé@o desta cinase,
investigamos o papel de PKR em células infectada$ gishmaniana auséncia de outros
indutores desta cinase. Resultados com macréfagpsritdbneo oriundos de animais PKR-
KO e células expressando o dominante negativo de@ Pidicaram que a auséncia da
atividade desta cinase reduz a infecgcédo lpoamazonensisNeste caso, ndo podemos
discernir se o papel desta cinase se da durantecegso de invasdo ou de proliferacéo
intracelular dalLeishmanianos macrofagos. Tendo em vista que macrofagosaapen
infectados por formas promastigotasldeamazonensigado sao capazes de secretar IL-10
(Figura 11 A e B; Yangt al, 2007), a producado desta citocina ndo a capaxueas o
efeito do PKR no favorecimento deste parasita emrdf@gos na auséncia de outros
estimulos.

Apesar de nao verificarmos aumento importante ddymdo de IFN3 em células
apenas infectadas pbramazonensi@-igura 13), avaliamos somente o acimulo de mRNA
apos 18h de infeccdo. Tendo em vista que a infepoéh. major € capaz de induzir a
producao de IFN | (Diefenbadt al, 1998), torna-se fundamental avaliarmos o actmelo
IFN-B em uma curva temporal de infeccdo poamazonensisA possivel inducdo de IFN
| por L. amazonensipode explicar, ao menos em parte, o papel de PKRfaccao de

macrofagos por este parasita na auséncia de @asfiosulos indutores desta cinase.
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Tendo verificado o papel fundamental de PKR na ramdw da infeccdo de
macrofagos pokeishmaniapartimos para a investigacao do papel destaeimasnfeccéo
de camundongos por estes parasitas. Através daleismamundongos 129sviev WT ou
PKR-KO, avaliamos diversos parametros da infecgid_pamazonensiga pata traseira.
A analise do curso da infeccdo demonstrou que @mais PKR-KO a lesdo na pata €
significativamente menor em 4 semanas de infecofigparada a lesdo de animais WT
(figura 17). Entretanto, em tempos mais tardios, vexificamos diferenca significativa do
tamanho da lesdo entre os camundongos WT e PKRB@&®.mesma forma, nao
verificamos diferenca significativa no titulo dergsitas na pata e no linfonodo apos 2
meses de infeccdo (figura 18). Mas de forma insarge, verificamos que na dose de
parasitos utilizada, houve a visceralizacdo dacg&e ocorrendo a disseminacdo para o
baco dos parasitas em todos os animais WT avaliddos analise dos animais PKR-KO,
demonstrou a migracdo para o bago apenas em unalaeim titulo baixo. Estes achados
sugerem que PKR possa favorecer a infeccdo de chiomgos pol.. amazonensiapenas
em tempos iniciais. Entretanto, este favorecimeérntial, pode determinar o espalhamento
do parasito, e portanto, levar a um agravamentucknp da doenca.

A observacdo de uma tendéncia de diminuicdo doramaa lesdao em tempos
iniciais de infeccdo pok. amazonensiem camundongos PKR-K@bs sugeriu um papel
desta cinase na inibicdo de uma resposta imunetpratcontra este parasito no inicio do
processo infeccioso. O controle da infeccéo poagts do génerbeishmaniadepende da
acdo de macrofagos, células dendridicas, linfocmsliares felpe) CD4+ do tipo |

(Thl) e de citocinas, como IFN-IL-12 e TNFea (McMahon-Pratt & Alexander, 2004).

IL-12 ativa células NKratural killer), que produzem IFN<interferony) e influencia a
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iniciacdo de uma resposta do tipo | (Scharton-l¢erst al, 1995). A producéo de IFMira
controlar a resisténcia inata a infec¢cdo atravésndacdo da producdo de NO pelos
macrofagos (Liew & O Donnell, 1993).

Apesar de nao estar claro se paradigma o Thl xd&h2sisténcia x suscetibilidade
€ valido para a infeccdo ptr amazonensjsa habilidade de montar uma resposta Thl
ainda é reconhecida como determinante de um fendt® resisténcia. Entretanto, o
fendtipo de suscetibilidade ja foi proposto seedatnado por diversos fatores, como: uma
resposta predominantemente Th2 (Lemos de Setizal, 2000), a auséncia de uma
resposta Thl (Afonso & Scott, 1993), ou uma respogta Th1/Th2 (Jet al, 2002).

O papel de PKR na determinacdo de uma inibicacesiposta protetora contta
amazonensi$oi inicialmente sugerido pela maior presencaigid¢itos no linfonodo de
animais PKR-KO infectados em relacdo aos animais(flglira 19). Este resultado sugere
uma maior migracdo ou proliferacdo nestes destmdaséem resposta a infecgcdo, na
auséncia de PKR. Entretanto, ensaios de FACS déramars ndo haver um maior
percentual de linfocitos T CDAT CDS8 (figura 20) ou Treg CDLD25 FoxP3 (figura
21) no linfonodo dos animais PKR-KO infectados,u gugere que esta diferenca pode
ocorrer como conseqiéncia de um acumulo de outthpopulacdes de células T
regulatdrias ou células B.

As células B CD19foram demonstradas como sendo o principal tipolaetue
prolifera em resposta a infec¢cdo poramazonensigsios linfonodos de animais BALB/c
infectados, em muito maior extensdo do que asa®lulCD4 e CDS8. E possivel que
células B estejam envolvidas com a resposta pratgior estarem primando células T

CD4". Entretanto, ensaios de infeccdo com camundonfgBs (Jossuem mutagdo no
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segmento J no gene da cadeia pesada de Ig), quessicem células B, demonstraram que
0s anticorpos e as células B estdo relacionadosaceacdo da doenca, jA que estes
animais apresentam menor lesdo e velocidade denddgenento da patologia do que
animais BALB/c WT (Wanaseaet al, 2008). E, portanto, fundamental avaliarmos oepap
de células B no linfonodo drenante de animais WT RKR-KO infectados porl.
amazonensjsbem como verificarmos os niveis de anticorposeseanimais, de forma a
melhor compreender o papel de PKR na modulagadesposta humoral neste modelo de
infeccao.

Como discutido anteriormente, a presenca de unpests Thl parece determinar
protecdo a infeccdo pbr amazonensjgor isso, comparamos o perfil de producéo de IFN-
y em animais WT ou PKR-KO, visando investigar o palgePKR no desenvolvimento da
resposta protetora ou determinacdo de suscetiddidEm 2 semanas de infecgéo,
verificamos uma maior producgéo de IFiyor células T CD4(figura 22) e T CD8(figura
23) em animais PKR-KO, o que sugere que esta cassf@ envolvida com a supressao da
producdo desta citocina e, portanto, com a inibdE@am perfil Thl de protecdo. O papel
protetor das células T CD& seus mecanismos efetores (R perforina) na resposta
protetora contra &. amazonensifa foi descrito (Colmenarest al, 2003). Além disso,
existem evidéncias de que cisteino-proteasds d@mazonensigibem a apresentacdo de
antigenos através da clivagem de MHC Il no vacpal@sitoforo (De Souza Leé al,
1995), sugerindo que a resposta adaptativa potsasesdo conduzida por MHC | durante
a infeccdo murina por este parasita.

Dada a importancia das células dendridicas nandetecdo do perfil de resisténcia

ou suscetibilidade através da producéo respectviante IL-12 e IL-4 (Qi et al., 2001), é
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plausivel supor que PKR seja necessario para assjw da producdo de IL-12 por este
tipo celular de forma direta ou indireta. Uma phoitisiade € a de que a IL-10, produzida de
forma dependente de PKR, induza sinais negativescBlulas dendriticas (revisto por
Bogdan, 2008). H& ainda relatos na literatura deaylFN | seja capaz de inibir funcdes de
células dendridicas e reprimir a producéo de llpdPeste tipo celular (Bartholong al,
1999; McRaeet al, 2000; Hussiert al, 2001), o que sugere que a producao deHor
PKR possa estar envolvida de forma indireta conpaesséo da resposta Thl.

Apdés 1 més de infeccdo, a analise dos tipos cehilar producdo de citocinas,
demonstrou ndo haver diferencas significativas pasametros imunes observados,
sugerindo que PKR esteja determinando diferencgserfd de resposta imune apenas em
fases iniciais da infeccdo pdr. amazonensisDado o possivel papel de IL-10 na
determinacdo do perfil de suscetibilidade ditado PR, nossa observagéo é consistente
com o fato de que embora importante para limitegsposta Thl durante a fase aguda da
infeccdo murina pok. amazonensjsesta citocina ndo desempenha papel similar daignt
fase crénica da doenca (Joeesl 2002).

No presente trabalho, demonstramos pela primeim wepapel de PKR no
desenvolvimento de uma infeccdo parasitaria. Eapelpparece ser espécie-especifico e
nossos estudos mais aprofundados cam amazonensisdemonstram importante
envolvimento desta cinase em funcfes de macroffigasa 25), além de sugerir seu papel
na determinacao de perfil de resposta imunolégica pste parasito (figura 26). O estudo
aprofundado do papel desta cinase na determinagésuskcetibilidade ou até mesmo
possivel estado de anergia na resposta hospedeir® (na leishmaniose disseminada),

além de seu possivel papel como um conector denisewas de imunidade anti-viral e
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evolucdo de doencas parasitarias, abre interessantpo de investigacdo no tocante a
determinacdo de progndsticos e intervencdes tetiapgu

Além das motivantes possibilidades de alternatidles tratamentos que o
conhecimento de uma nova via de sinalizacdo erdelgobm resposta imune nos traz, é
importante destacar que estas observacfes enngueceenario concebido para nosso
conhecimento biolégico sobre os parasitas e sugleam e fascinante interacdo com o0s

organismos hospedeiros.
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Figura 25- Esquema proposto para o papel de PKR nafec¢do de macréfagos pot.
amazonensis partir dos dados obtidos em ensaias vitro

Tempos curtos de infeccdo par amazonensideterminam a fosforilagdo do PKR,
possivelmente pelo disparo de TLRs por este paréljt Apds 18hs de infeccdo ocorre um
aumento dos niveis intracelulares de PKR (2). gsitaase em maiores niveis pode ser alvo
de fosforilagdo por diversos estimulos pro-inflabnias presentes no sitio da infeccao.
Observamos LPS, que esta agindo possivelmentel R4 (3), e dsRNA que pode agir por
interacdo direta com o PKR (4) ou atraves de TIARBsRNA poderia estar presente como
decorréncia de uma co-infecgéo viral.

PKR fosforilado pode determinar a ativacdo de \jae teriam efeito negativo sob a
proliferacdo intracelular daeishmania como a inducdo do dimero ativador de RB--
p65/p50 (5) que leva a expressao de INOS e consegpeoducéo de NO, que pode levar a
destruicdo intracelular daeishmania 0 que aparentemente é o que ocorre no caso de
major. Entretantol.. amazonensig capaz de levar & modificacdo do dimero ativao d
NF-kB, clivando a subunidade p65 (6) e levando a aivade p50/p50 (7), um repressor
transcricional, o que ir4 determinar a supressaopraucdo de INOS e a reducgéo
intracelular de NO.

A ativacdo de PKR leva também a produgcdo de IL-80) @ma citocina supressora
relacionada a suscetibilidade & infeccdo peishmania IL-10 ira levar a repressdo da
producdo de NO (9), o que ird favorecer a prolf@cadaleishmania e ira favorecer
também diretamente essa proliferacdo através adhugiio de poliaminas. Além disso, IL-
10 ira também favorecer a replicacdoldeamazonensiem células vizinhas infectadas
(11).

Além de IL-10, a ativacdo de PKR leva a producad-tiel (12), que ird induzir o aumento
da expressao do proprio PKR (13) e induzir a egiee$SOD (superoxido dismutase) que
ird levar a uma reducdo da producdo de superOXidp €, como consequéncia, a um
aumento da proliferagdo de amazonensidFN | também ir4 favorecer a replicagdo da
Leishmaiaem células vizinhas (15). Entretanto, no caso rfac¢do porL. major,
novamente haveria um desfavorecimento, ja que a@s®go a IFN | de células
previamente infectadas por este espécie leva aunmergo da producdo de NO e a morte
intracelular do parasito. Estudos da literaturatraos que IFN | pode ainda aumentar a
producao de IL-10, reforcando a supressédo dos nsesas leishmanicidas do macréfago.

Simbolos “?” representam que ndo esta claro seénag gnais tardios sdo disparados por
amastigotas intracelulares.
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Figura 25
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Figura 26- Esquema final proposto, compilando dadosbtidos em estudosn vitro ein
vivo, para o papel de PKR na infec¢ao pok. amazonensis

O esquema apresenta parametros abordados em mabsthd e pressupde algumas
interacdes coerentes na literatura, mas nao preegeecificamente em nosso modelo.

Como mencionamos anteriormente, a infeccdo de reeu® por L. amazonensis

determina a fosforilagdo e aumento dos niveis d®.PEstimulos pro-inflamatorios

presentes no sitio da infeccédo, como IL-1 e TBodem induzir maior fosforilagéo desta
guinase (1).

PKR ativado ira induzir a producéo de IL-10 (2)-1Q é uma citocina supressora que gera
sinais inibitorios nas células dendridicas (DChimido a producédo de IL-12 (3). Como
consequéncia, é inibida a diferenciacdo de umlpenfi (4) que determinaria a producao
de altos niveis de IFN5), citocina responsavel pela ativacdo dos macréfggoa a
producéo de NO (6), que leva a morte intracelutepatasito.

IFN do tipo | também produzido pelos macrofagosfatena dependente de PKR ainda
apresenta papel conflitante na literatura, mas pefdecar a supresséo de IL-12 em DC (6),
favorecendo a inibic&do do perfil Thl.

Observamos essa reduc¢éo da producdo deyl&denas em etapas iniciais da infeccdo, mas
este efeito pode favorecer uma maior replicacémaindo parasito (7) e determinar o seu
espalhamento para outras regides, como o bacadgi&vando o curso da doenca.

E importante ressaltar que muitos outros elementap tipos celulares e mediadores, que

ndo foram testados, podem ainda estar regulanadeacéo porLeishmaniade forma
dependente de PKR.
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Figura 26
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CONCLUSOES

» Ativacdo de PKR por poly(l:C) ou LPS favorece repitacéo intracelular del.
amazonensise L. chagasi em macréfagos, mas sua inducdo por poly(l:C)
desfavorece a replicacdo dé. major, 0 que sugere ser espécie-especifico o

papel desta cinase na infeccéo por estes parasitos;

> Ativacdo de PKR por poly(l:C) induz a secrecdo del-10 e producdo de
MRNA para IFN-I em macroéfagos infectados poll. amazonensisA producao
de IL-10 é requerida para o aumento da proliferacédointracelular deste

parasito induzida por esta cinase;

» L. amazonensisnduz aumento dos niveis de PKR em macrofagos edimz a

ativacao desta cinase em tempos curtos de infec¢ao;

» L. amazonensis modifica dimero de NFkB ativado por PKR, levando a

inibicdo da producdo de NO induzida por poly(l:C);

» Infeccdo por L. amazonensise visceralizacdo para o baco sdo reduzidas em
animais PKR-KO e a proliferacdo intracelular desteparasito € deficiente em

macréfagos oriundos destes animais e células Rawpeassando o DN-PKR;

» Animais PKR-KO infectados por L. amazonesisapresentam maior nimero de
linfécitos no linfonodo drenate e uma maior producé de IFN-y por células T
CD4+ e T CD8+, o que reforca o papel supressor dastinase na infec¢éo por

este parasito.
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