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RESUMO

AVALIACAO DO PAPEL IMUNOMODULADOR DO PPAR-y NO MODELO DE
INFECCAO EXPERIMENTAL COM Leishmania major.

Carla da Silva Pinheiro.

Orientacao: Célio Geraldo Freire de Lima.

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), como parte dos requisitos necessdrios a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

Receptores de proliferacdo de peroxissomo ativado (PPAR) sdo fatores transcricionais que
pertencem a superfamilia de receptores nucleares. Até o momento, foram identificadas trés
isoformas de PPAR denominadas de PPAR-a, PPAR-/0 ¢ PPAR-y. PPAR-y é expresso pelas
células inflamatdrias, incluindo linfécitos e macréfagos, e desempenha um papel nas respostas
imunoldgicas. Em macréfagos, a ativacdo do PPAR-y inibe a expressdo de citocinas inflamatdrias
tais como TNF-a, IL-1a e IL-6. O objetivo deste estudo foi explorar a acdo do PPAR-y na
infeccdo com Leshmania major utilizando ciglitazona (agonista de PPARY) e GW 9662
(antagonista de PPAR-y). Macréfagos murinos peritoniais de camundongos BALB/c infectados
com L. major foram tratados com ciglitazona e GW 9662. Resultados mostraram uma diminui¢do
na liberacdo de formas promastigotas quando as células foram tratadas com o antagonista - GW
9662. Este dado pode ser explicado por alteragdes nas citocinas produzidas pelos macréfagos. A
ativagdo do PPAR-y com ciglitazona induziu a produg¢io de TGF-B e PGE,, enquanto o
tratamento com o antagonista de PPAR-y resultou em aumento dos niveis de TNF-a e 6xido
nitrico. Também foi observado um aumento da expressdo de PPAR-y em macré6fagos infectados.
Os ligantes de PPAR-y parecem atuar diretamente sobre o parasita. Resultados obtidos através da
microscopia eletronica demonstraram que a ciglitazona e o0 GW 9662 podem induzir alteragoes
morfoldgicas sobre as formas intracelulares do parasita. Tais resultados sugerem que uma
sinaliza¢do via PPAR-Y poderia modular a infec¢do por L. major.

Palavras-chave: Leishmania major, macréfagos, PPAR-y

Rio de Janeiro

Agosto/2007
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ABSTRACT

EVALUATION OF PPAR-y IMMUNOMODULATORY ROLE IN EXPERIMENTAL
Leishmania major INFECTION.

Carla da Silva Pinheiro.

Orientacao: Célio Geraldo Freire de Lima.

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF), da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), como parte dos requisitos necessdrios a obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Bioldgicas.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPAR) are transducer proteins that belong to the
nuclear receptor superfamily. To date, three PPAR isoforms called PPAR-a, PPAR-B/8 and
PPAR-y have been identified and cloned. PPAR-y is expressed by inflammatory cells, including
lymphocytes and macrophages, and is reported to play a role in immunological responses. In
macrophages, the activation of PPAR-y inhibits the expression of inflammatory cytokines such as
TNF-a, IL-1ow and IL-6. The aim of this study was exploring the role of PPAR-y action in
Leshmania major infection using ciglitazone (PPARY agonist) and GW 9662 (PPARY antagonist).
Peritoneal murine macrophages from BALB/c mice infected with L. major were treated with
ciglitazone and GW 9662. Results showed a decrease in promastigotes release when cells were
treated with antagonist — GW 9662. This data can be explained by a change in cytokines
produced by macrophages. Activation of PPAR-y with ciglitazone induced TGF-B and PGE,
production, while treatment with PPAR-y antagonist resulted in incresing TNF-o and nitric oxide
levels. It was also observed a higher PPAR-y expression, in infected macrophages. PPAR- vy
ligands seems to act straight on parasite.Results obtained trough electronic microscopy
demonstrated that ciglitazone and GW 9662 induced morphological changes in intracellular
forms. These results suggest that signaling through PPAR-y can modulate L. major infection.

Key-words: Leishmania major. macrophages, PPAR-y.
Rio de Janeiro.

Agosto/2007.
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1. INTRODUCAO

1.1 AS LEISHMANIOSES.

As leishmanioses sdo causadas por protozodrios do género Leishmania pertencente a
familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Distribuidas por 88 paises, as leishmanioses
acometem 12 milhdes de individuos, sendo que 350 milhdes vivem em dreas de risco.
Estimativas revelam de 1,5-2,0 milhdes de novos casos por ano muitos dos quais, ndo sao
oficialmente notificados as autoridades sanitarias (WHO, 2004; DESJEUX, 2004).

Os parasitas apresentam um ciclo de vida heteroxeno, apresentando uma forma flagelada
extracelular (promastigota) no trato digestivo do inseto vetor e outra intracelular (amastigota)
dentro de células dos hospedeiros vertebrados. O parasita, transmitido durante o repasto
sanguineo dos vetores dos géneros Phebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo), é
inoculado sob a forma promastigota metaciclica na pele do hospedeiro vertebrado, infectando as
células fagociticas profissionais (mondcitos e macréfagos), bem como células dendriticas (DCs) e
fibroblastos (RITTIG & BOGDAN, 2000). A principal célula do hospedeiro vertebrado a ser
infectada € o macréfago, onde ocorre a multiplicacdo do parasita no interior do vacuolo
parasitéforo sob a forma amastigota e, eventualmente, ruptura da célula e disseminacdo do
parasita para células ndo infectadas. Ao realizar o repasto sanguineo, as fémeas dos flebétomos
captam células infectadas e os parasitas, sob a forma amastigota, se transformam em

promastigotas metaciclicas reiniciando o ciclo (Fig.1) (SACKS & NORBEN-TRAUTH, 2002).
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Figura 1: Ciclo de vida da infec¢do por leishmania. Fonte: Adaptado de SACKS & NORBEN-

TRAUTH, 2002.

Quanto as formas clinicas, a leishmaniose pode se apresentar em quatro manifestacdes
distintas: a leishmaniose visceral e as formas tegumentares, mucocutinea, cutinea difusa e
cutanea localizada. Além das diferentes espécies de parasitas e de flebotomineos vetores, a
constituicdo genética e imunocompeténcia do hospedeiro infectado, contribuem para a
diversidade clinica e epidemioldgica das leishmnioses (HANDMAN, 2001).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar é causada por espécies do
complexo L. donovani no Velho Mundo e a L. chagasi no Novo Mundo. O calazar é a forma mais
severa da doenca, resultando em febre, perda de peso, hapatoesplenomegalia e anemia,
apresentando alta taxa de mortalidade resultado da imunossupressdo e de infeccdes secunddrias

(KEDZIERSKI et al., 2000).



A forma cutanea-localizada € causada, principalmente pelas espécies L. major, L. tropica
no Velho Mundo e espécies do género L. mexicana (especialmente L mexicana, L amazonensis, e
L. venezuelensis), resultando em lesdes ulcerativas no local da picada do vetor na face, pescoco,
bragos e pernas. A patologia é usualmente autolimitante. Todavia, o tempo da resolucao da lesao
varia de acordo com a espécie do vetor e estado imunolégico do hospedeiro (KEDZIERSKI, et
al., 2006).

A forma mucocutanea, causada por espécies do subgénero Viannia, principalmente pela L.
braziliensis, inicia-se por lesdes das cutaneas simples, orofacialmente localizadas, as quais
podem evoluir para metastases na regido oronasal, causando em alguns casos, destrui¢do tecidual
multilante (DA-CRUZ & PIRMEZ, 2005) Quanto a forma cutinea difusa, esta se manifesta
através de erupcdes papulares e ndo-ulcerativas, as quais se assemelham as da hanseniase - €
causada pelas espécies L. aethiopica (Velho Mundo) e por espécies do complexo L. mexicana
(Novo Mundo) (HERWALDT, 1999a).

O controle da doenga é realizado através do combate ao inseto vetor e identificacdo de
reservatorio canino (em especial na leishmaniose visceral). Apds o diagndstico da leishmaniose,
o tratamento da infeccio humana é feito por antimoniais pentavalentes. Embora seja uma

terapéutica disponivel no mercado, os efeitos toxicos sdo severos (KISHORE et al., 2006).

1.2 ABORDAGENS TERAPEUTICAS PARA O TRATAMENTO DAS

LEISHMANIOSES.

Apesar da grande prevaléncia mundial, poucos avancos terapéuticos tém sido
evidenciados para o tratamento das leishmanioses. No dmbito da prevencao, at€é 0 momento, nao

ha vacinas disponiveis para o uso em humanos (COLER & REED, 2005). Diversos estudos vém
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sendo realizados em modelos animais, indicando que uma imunizagao eficaz pode ser alcancada
com o uso de vacinas de DNA e de antigenos por vias de administragao diferentes (mucosa, oral,
intranasal) (KEDZIERSKI, 2006; HOLMGREN et al., 2005; PINTO et al., 2003; PINTO et al.,
2004). Em relacdo a terapéutica, observa-se que os medicamentos disponiveis no mercado
apresentam elevada toxicidade e baixa eficicia. Os compostos pentavalentes antimoniais,
representados pelo estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de n-metil glucamine
(Glucantime®) sao os mais empregados na terapéutica (BERMAN, 1988). Todavia, estes
compostos apresentam efeitos colaterais severos tais como distirbios gastrintestinais, alteragdes
eletrocardiogréficas, artralgia/mialgias, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e, em alguns casos,
podem culminar em neutropenia e pancreatites (FRANKE et al., 1990; FRANKE et al., 1994;
GASSER et al., 1994). No caso de pacientes refratdrios aos antimoniais, a pentamidina e a
anfotericina B sdo utilizados como segunda escolha de tratamento. Entretanto, a via de
administracdo (via parenteral) e a elevada incidéncia de efeitos toxicos, também limitam a
utilizacdo da pentamidina e a anfotericina B (BERMAN, 1988). Outras formulagdes de
anfotericina B, tais como AmBisome®, Abelcet®, Amphocil™ tém sido desenvolvidas com o
objetivo de reduzir a toxicidade deste quimioterdpico. Contudo, custo alto deste farmaco
inviabiliza o seu uso em larga escala (MEYERHOFF, 1999; ROBINSON & NAHATA, 1999;
MURRAY, 2004).

A miltefosina constitui o primeiro medicamento de administragdo oral disponivel para o
tratamento da leishmaniose visceral (HERWALDT, 1999b; CROFT et al., 2003). Entretanto, a
teratogenicidade, potencial desenvolvimento de resisténcia e pequena janela terapéutica,
constituem limitacdes para a utilizacdo terapéutica da miltefosina (CROFT et al., 2006).

No caso dos produtos naturais, diversos estudos quimicos e imunofarmacoldgicos vém

sendo realizados com o objetivo de identificar extratos e/ou isolar compostos de plantas de baixa
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toxicidade, economicamente acessiveis e de elevada eficdcia. Dentre as numerosas plantas com
potencial na modulag@o da resposta imune a infec¢ao por Leishmania sp, a Kalanchoe pinata tem
demonstrado um aumento na produg¢do de O6xido nitrico em macréfagos de camundongos
susceptiveis (DA-SILVA et al., 1999). Alcaldides provenientes de diversas espécies vegetais
como Cardiopetalum calophyllum, Abuta rufescens e a Abuta pahni também tém sido
extensivamente estudados quanto ao seu potencial leishmanicida (FOURNET er al., 1992).
Todavia, a maioria destes compostos apresenta atividade microbicida restrita aos ensaios in vitro,
sendo necessario a continuidade de ensaios in vivo para viabilizar a utilizacdo em humanos.
Considerando-se a baixa eficécia e elevada toxicidade dos medicamentos disponiveis no
mercado, diversos programas em multicentros de pesquisa vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de disponibilizar farmacos menos téxicos, mais eficazes e de facil administracao para o

tratamento das leishmanioses.

1.3 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA INFECCAO CAUSADA POR Leishmania

major.

O modelo experimental mais amplamente utilizado em estudos da forma tegumentar da
leishmaniose € o modelo murino de infeccdo com L. major. A infeccio de camundongos de
diferentes linhagens genéticas constitui uma importante ferramenta experimental e, portanto, t€m
contribuido para a elucidagdo dos fendmenos imunoldgicos envolvidos na leishmaniose
tegumentar (MITCHELL et al., 1981). Em algumas linhagens, tais como BALB/c (susceptivel),
observa-se o desenvolvimento de lesdes progressivas e disseminacdo sistémica da doenga

(SACKS & NOUBERN-TRAUTH, 2002). Em outras linhagens, ditas como resistentes, incluindo



C57BL/6, desenvolvem-se pequenas ulceragdes que se curam espontaneamente (VON STEBUT
& UDBEY, 2004). Neste paradigma susceptibilidade/resisténcia, observa-se que a principal
populacio de células envolvidas na reposta 2 infeccdo sdo as células T CD4" (LIEW &
O'DONNELL, 1993). Estudos em camundongos BALB/c evidenciaram que células T CD4", mas
nio células B ou T CD8" sdo indispensédveis na resisténcia a doenca (FOOTE & HANDMAN,
2005). As células TCD4" apresentam duas subpopulacdes: T helper 1 (Th1) e T helper 2 (Th2),
distintas pelo padrio de citocinas secretadas a partir de um estimulo (MOSMANN &
COFFMAN, 1989). A resposta Th1, mediada por células produtoras de IFN-y, promove o perfil
de resisténcia. Entretanto, a susceptibilidade, relacionada com uma resposta do tipo Th2,
caracteriza-se principalmente pelos elevados niveis de IL-4, uma citocina que pode antagonizar a
atividade de diferenciacdo Thl, IL-3 e IL-10 (SACKS & NOUBERN-TRAUTH, 2002).

O IFN-y € uma citocina capaz de induzir nas células fagociticas infectadas (em especial
macréfagos), a expressdo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS). Utilizando como
substrato a L-arginina, a iNOS atua na produc¢do de 6xido nitrico (NO), resultando na morte do
parasita intracelular (Fig.2). Além do NO outros intermediérios reativos de oxigénio (O,’, dentre
outros) podem ser gerados, levando a eliminagdo do patégeno (BOGDAN et al., 2000). Contudo,
estudos realizados por MODOLELL e colaboradores (1995) estabeleceram que a expressdao de
arginase (enzima responsavel pela sintese de poliaminas e prolina a partir de L-arginina) é
induzida em macréfagos sob o estimulo de citocinas do tipo Th2 e que a atividade L-
arginase/iNOS estd diretamente vinculada ao equilibrio da resposta Th1/Th2 (MUNDER et al.,
1998; MUNDER et al., 1999). Tem sido proposto que as citocinas 1L-4 e IL-13 apresentam
atividade inibitdria in vitro sobre a expressao de iNOS em populacdes de macréfagos (Fig.2); um

mecanismo de competi¢do por substrato dependente de STAT 6 (RUTSCHNAN et al., 2001).
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Figura 2: Utilizacdo diferencial da L-arginina por macréfagos ativados. Fonte: Adaptado de

GORDON, 2003.

Além das células T CD4", células natural killer (NK), T CD8" e y/5 também participam da
producdo de IFN-y na leishmaniose. As células NK induzem uma imunidade protetora inicial via
producdo de IFN-y em camundongos C3H/HeN resistentes a infec¢cdes por L. major, enquanto em
camundongos BALB/c esta atividade inicial das células NK ¢é reduzida (GHOSH et al., 2003). A
contribui¢io das células T CD8"* pode ser demonstrada sob condi¢des especificas. Camundongos
BALB/c redesafiados com parasitas vivos mostraram um fendtipo protetor associado a producao
de IFN-y (MULLER et al., 1993; STEFANI et al., 1994). Uma significativa expansao das células
T v/0 na fase cronica da infeccdo e os efeitos adversos da sua deplecdo na progressdo da doenca

sugerem uma atividade leishmanicida dessa populacdo de células (AWASTHI et al., 2004).



Um amplo espectro de citocinas, além do IFN-y, tais como IL-12, IL-18 e mais
recentemente, IL-23 e IL-27 corroboram com o perfil da imunidade de resisténcia (GUMY et al.,
2004). Diversos tipos celulares, dentre os quais células dendriticas (DCs), macréfagos,
polimorfonucleares, sdo responsaveis pela sintese de IL-12 (TRINCHIERI, 1995). Estudos in
vivo evidenciaram que a administracdo de IL-12 durante a primeira semana da infec¢ao por L.
major de camundongos BALB/c resulta no desenvolvimento de uma resposta Thl, associada com
o decréscimo da producao de IL.-4 in vitro e resolugdo das lesdes (HEINZEL et al., 1993; SYPEK
et al., 1993). Entretanto, em outros estudos, camundongos selvagens originalmente resistentes
(C57BL/6), porém geneticamente modificados e tornando-se deficientes duas subunidades, p35 e
p40 da IL-12 desenvolveram lesdes progressivas, fato associado ao aumento nos niveis de IL-4
mRNA em seus linfonodos, equivalentes aqueles observados em camundongos BALB/c
susceptiveis a leishmaniose (MATTNER et al., 1996). O papel da IL-12 na diferenciagao Thl
também tém sido descrito em modelos experimentais deficientes de fatores transcricionais como
T-bet ou moléculas co-estimulatérias (CD40-CD40L), as quais estdo vinculadas ao
desenvolvimento da resposta Th1l (SZABO et al., 2002; CAMPBELL et al., 1996; KAMANAKA
et al., 1996; NUNES ef al., 2005). Na tabela 1, sdo apresentadas as principais fun¢des da IL-12
durante a infeccdo por L. major.

Estudos in vitro com macrofagos murinos revelaram que o TNF-o apresenta um papel
protetor ao atuar sinergicamente com o IFN-y mediando a producdo de NO e, portanto, a morte
do parasita (LIEW et al., 1990; GREEN et al., 1990). Todavia, nos ensaios in vivo, o papel do
TNF-a parece ndo estar completamente elucidado. Camundongos deficientes no receptor de
TNF-a (TNFR17/ ou TNFR2/) exibem uma produ¢do normal de NO indicando a existéncia de
uma via de ativacdo de macréfagos independente de TNF (tabela 1) (NASHLENAS & SCOTT

2000; DEROUICH-GUERGOUR er al., 2001). RITTER e colaboradores (2004) demonstraram
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que outros fatores, tais como o tipo de cepa infectante poderiam estar associados ao controle da
infeccdo de L. major pelo TNF-a in vivo.

A susceptibilidade a IL-4 constitui um dos principias mediadores do mecanismo
imunomodulatério nas leishmanioses provocada pela L. major (BEEBE et al., 1997;
BLACKWELL, 1996). Na aparente cura de infec¢des por L. major observada em camundongos
BALB/c tratados com anticorpo monoclonal a-IL-4 ou em camundongos BALB/c deficientes em
IL-4 (IL-4 /") foi evidenciada que a producdo inicial de IL-4 direcionava a palorizacdo Th2,
suprimindo a reposta Thl e, portanto, a produ¢do de IFN-y necessario para ativacdo de
macréfagos e morte do parasita (tabela 1) (SADICK et al., 1990; CHATELIAN, 1992; KOPF et
al., 1996; MOHRS et al.,1999). Aparentemente, a IL-4 produzida rapidamente apds a infecgdo
seria derivada de uma populagdo policlonal de células Va8"VB4CD4" que reconheceria o
antigeno de Leishmania homodlogo ao receptor de quinase C ativada (LACK) (JULIA et al.,
1996). Aparentemente, as células Va8 VP4CD4" representam a tnica populagio em
camundongos BALB/c secretoras de IL-4, uma vez que seu receptor de célula T (TCR) tem
relativamente  baixa  afinidade pelo complexo peptideo/complexo  principal de
histocompatibilidade (MHC) (MALHERBE et al., 2000).

A secre¢do de 1L-4 também parece exercer efeitos sobre a produciao de outras citocinas,
promovendo a reducdo na expressdo da subunidade B2 de receptores de IL-12 em células Thl.
Em conseqiiéncia, ndo hd responsividade a IL-12 e portanto, havendo comprometimento na
producdo de IFN-y e de 6xido nitrico (NO), cruciais a morte do parasita (SACKS & NOUBERN-
TRAUTH, 2002).

Outras citocinas, tais como IL-13 e IL-10 também desempenham importante papel na
susceptibilidade ao parasita. Diversos estudos indicam a atividade sinérgica da IL.-13 com a IL-4

associada a vulnerabilidade a infeccado (CHOMARAT & BANCHEREAU, 1998). Como
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mostrado na tabela 1, camundongos BALB/c 1L-47/ tratados com IL-13Ra2 (proteina de fusdo
inibidora da atividade da IL-13) sdo totalmente resistentes a infeccao por L. major (KOPF et al.,
1996). A 1L-10 constitui outro mediador celular de relevancia na infec¢ao por L. major (tabela 1).
Embora o tratamento com IL-10 exdgena no inicio do processo infeccioso tenha pouco efeito
sobre a maturagdo das células T e no desenvolvimento de lesdes, camundongos BALB/c IL-107/
mostraram-se mais resistentes a infec¢do quando comparados aos camundongos selvagens
(CHATELAIN et al., 1999; KANE & MOSSER, 2001).

Em linhagens de camundongos resistentes (C57BL/6) a leishmaniose e tratadas com
adenovirus recombinante expressando IL-10, evidencia-se a incapacidade de cura, sugerindo que
a IL-10 seja tdo efetiva quanto a IL-4 na diferenciacdo Th2 (VIANA da COSTA et al. 2002;
SACKS & ANDERSON, 2004). Em outros modelos experimentais in vivo foi evidenciado que a
principal fonte de IL-10 sdo as células T CD4" (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).
Entretanto, outra subpopulacdo de células T CD4", as células T CD4'CD25" regulatdrias,
também participam da produgdo de IL-10. Essas células suprimem a fun¢do das células T efetoras
e, contribuem, em parte, para a persisténcia do parasita. Tanto em camundongos quanto em
humanos, as células T CD25" regulatérias secretam altos niveis de IL-10 e fator de transformacdo
e crescimento tumoral (TGF-p), resultando em supressdo da resposta imune a patégenos de uma
maneira geral (SACKS & ANDERSON, 2004).

Além das células T CD4", KANE & MOSSER (2001) mostraram que a producdo de IL-
10 pode ser induzida em macréfagos via receptores FcR em culturas de amastigotas de L. major
de evidenciando a participacao dos macréfagos como outra fonte produtora de 1L-10.

Em relacdo ao TGF- B estudos realizados com camundongos BALB/c demonstraram que
o bloqueio da sinalizagdo desta citocina, via expressdo transgénica do receptor dominante

negativo exclusivamente em células T, resulta em resisténcia a infeccdo com L. major
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(GORELIK et al., 2002). Sob condicdes especificas, o TGF-f, pode atuar como supressor do
desenvolvimento da resposta Thl, inibindo a ativacdo dos macréfagos e produgao de NO (LI et
al., 1999; SACKS & NOUBERN-TRAUTH, 2002). Além da atividade sobre os macréfagos, o

TGF-p também pode inibir fatores transcricionais, tais como o fator central de transcricao (T-bet)

para diferenciacdo de célula Thl (tabela 1) (GORELIK et al., 2002).

Tabela 1: Principais mediadores associados a reposta imune na infeccao com L. major.

----- LINHAGEM DO ATIVIDADE IMUNOLOGICA REFs.
CAMUNDONGO
Administraciao de IL-12 na primeira semana HEIZEL et al.,
IL-12 BALB/c de infeccio: Tresposta Thl e | IL-4. 1993.
Desenvolvimento de lesoes progressivas SYPEK et al.,
associadas ao T IL-4. 1993.
IL12p357/ /IL-12p40 7/ C57BL/6
MATTNER et
al., 1996
Participac¢ao nos estagios iniciais da doenca;
apesar de mediar com o IFN-y a producao de
NO, ha evidéncias de vias de ativaciao de NASHLEANAS
TNFR17/; TNFR2 7/ C57BL/6 macréfagos independentes de TNF-a. etal., 2000.
E demonstrado o papel da producio inicial de
IL-47 BALB/c IL-4 no direcionamento da resposta Th2. CHATELAIN
etal., 1992.
T Resisténcia 2 infecciio quando comparados
IL-107/ BALB/c aos camundongos normais. KANE et al.,
2001
Em linhagens resistentes tratadas com
IL-10 BALB/c adenovirus recombinante observa-se perda
da capacidade de cura, sugerindo o papel na
diferenciacio Th2. VIANA DA
COSTA et al,
2002.
Atividade sinérgica com IL-4; camundongos = CHOMARAT
BALB/c IL-4/ tratados com a proteina et al., 1998.
inibidora da atividade da IL-13 sao
IL-13 BALB/c totalmente resistentes a infeccao. KROPF et al.,
1996.
Inibicao de T-bet suprimindo a diferenciacio GORELIK et
TGF-p BALB/c Thl. al., 2002.

REFs: Referéncias Bibliogréficas
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1.4 PARTICIPACAO DA APOPTOSE NO PROCESSO DE INFECCAO

PARASITARIA.

O fendmeno de apoptose foi inicialmente descrito como uma forma fisiolégica ou
programada de morte celular, desprovida de efeitos inflamatérios (KERR et al., 1972). As células
apoptoticas apresentam caracteristicas morfologicas que sdo consideradas marcadoras da
apoptose: fragmentacdo celular; cromatina nuclear condensada, geralmente acompanhada de
fragmentacdo do DNA. Todavia, a integridade da membrana e organelas celulares é mantida,
diferenciando a apoptose de outros tipos de morte celular (KERR et al., 1972).

No contexto imunomodulatério, VOLL e colaboradores (1997) demonstraram que a
presenca de células apoptdticas poderia levar ao aumento da secre¢do de citocinas
antiinflamatorias, tais como a IL-10 e TGF-p, e redugao dos niveis de citocinas pré-inflamatdrias,
como o TNF-a, IL-1 e IL-12. Diante da capacidade de modificacdo da resposta celular, o
processo de apoptose, atualmente, constitui um dos mais elucidados mecanismos de
silenciamento da resposta imune (VOLL et al., 1997; FADOK et al., 1998).

Em modelos de infeccdo parasitiaria foi evidenciado por FREIRE-DE-LIMA e
colaboradores (2000) que a captagdo de células T apoptdticas exacerba a replicagdo do T. cruzi
por vias bioquimicas dependentes da produ¢do de TGF-, PGE,, indu¢do da atividade da enzima
ornitina decarboxilase (ODC) e producdo de poliaminas. Na infec¢do por L. major, ensaios in
vivo mostraram a exacerbacdo da infec¢do quando o parasita € inoculado com neutréfilos

apoptoticos (RIBEIRO-GOMES et al., 2004).
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1.5 PAPEL DOS MEDIADORES LIPIDICOS NAS LEISHMANIOSES.

As prostaglandinas (PGs) constituem um grupo de moléculas lipidicas que regulam
diversas funcdes bioldgicas, incluindo agregacdo plaquetdria, liberacdo de neurotrasnmissores,
modulacdo da resposta imune, dentre outras (GOETZL et al., 1995; PHIPPS et al., 1991). A
sintese de PGs € iniciada pela liberagao de acido araquidénico (AA) pela acdo da fosfolipase A,
(PLA;) em resposta a um estimulo inflamatério. O AA € convertido pelas enzimas ciclooxigenase
-1 (COX-1) e ciclooxigenase - 2 (COX-2) a PGH,, o precursor dos demais prostandides. A
isoforma COX-1 € expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, atuando na manuten¢ao do
processo homeostitico. A COX-2, em contraste, ¢ na maior parte dos tecidos, induzida e esta
envolvida primariamente na regulacdao da inflamacao (SMITH et al., 1994). As prostaglandina-
sintases célula-especifica convertem PGH,; em uma série de outros prostandides, tais como PGI,,
PGF,,, PGD, e PGE, . Apds serem sintetizadas, as PGs sdo rapidamente liberadas e atuam
proximas do sitio de produgdo, entrando na célula-alvo através de receptores de membrana de alta
afinidade (NARUMIYA, 1994).

Uma das PGs cujas atividades estdo mais esclarecidas € a PGE,. Produzida por um amplo
espectro de células — incluindo fibroblastos, macréfagos e células tumorais — a PGE, apresenta
significativo efeito na producdo de citocinas pelas células T (HARRIS ez al., 2002a). Embora
alguns estudos denotem a PGE, um papel inibitério da resposta Th2, a maioria dos estudos
demonstra que primariamente, a PGE; estimula uma resposta Th2, e inibitéria para a produgdo de
citocinas Thl (como exemplo IFN-y e 1L-2) (HILKENS et al., 1996; BLOOM et al., 1999).
Quanto as células B imaturas, a PGE, suprime a proliferacdo e induz apoptose em células B
imaturas (BROWN 1992; GARRONE et al., 1994). Em células profissionais apresentadoras de

antigeno (APCs), tais como células dendriticas (DCs) e macréfagos (M®Ps), t€m sido atribuida a
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PGE,; diversas atividades. Em tecidos periféricos, a PGE, parece exercer um efeito modulador
sobre as DCs; uma vez que as DCs tenham migrado para o 6rgao linféide, a PGE, assume uma
atividade antagdnica, inibindo a matura¢do e habilidade das mesmas em apresentar antigenos
(HARIZI et al., 2001). Outra fungdo ja estabelecida € a regulacdo da produgdo de citocinas por
macréfagos ativados. A PGE; reduz a expressao do receptor de IL-12 e inibe a produ¢ao TNF-a
(inclusive em macréfagos peritoniais tratados com LPS), IL1-B, IL-8 e IL-12 e aumento dos
niveis de IL-4, sugerindo uma inducdo a resposta Th2 (Fig.3) (HARRIS et al., 2001a). No
contexto da leishmaniose, DE FREITAS e colaboradores (1999) evidenciaram que o tratamento
de camundongos BALB/c infectados por L. major com indometacina (inibidor da COX-1 e,
portanto, bloqueando a sintese de PGE,) reduz a severidade da doenga e promove uma resposta
Thl. Todavia, essa resposta Th1l nao foi suficiente para evitar que esses animais sucumbissem a
doenca, uma vez que a magnitude da resposta foi inferior aquela observada em C57BL/6 (animais
resistentes).

Em outros tripanossomatideos, também foi evidenciada a atividade antiinflamatéria da
PGE,; no modelo de infeccao experimental por 7. cruzi, levando ao aumento da proliferacdo
parasitdria (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

Além da atividade das PGs na resposta do hospedeiro as diferentes infecc¢des, estudos
mais recentes também evidenciaram a presenca de enzimas da cascata do AA em espécies do
género Leshmania do Velho Mundo. KABUTUTU e colaboradores (2003) mostraram que lisados
de formas promastigotas de Leishmania podem metabolizar AA a PGs, embora esta via
metabodlica ndo seja inibida por Aspirina® e Indometacina.Utilizando técnicas de PCR, Western
Blotting e imunoflorescéncia foi demonstrado a presenca da PGF,o sintase em espécies de
Leishmania e que esta enzima estd localizada no citosol das promastigotas (KABUTUTU et al.,

2002).
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Figura 3: Prostaglandina E, (PGE,) estimula a produ¢do de citocinas do tipo Th2 e anticorpos.

Fonte: Adaptado de HARRIS et al., 2002a.

Além da PGE,, diversas funcdes biolégicas vém sendo relatadas para a 15-d-PGJ,. A série
J de prostaglandinas, anteriormente considerada um produto inativo da PGD,, dispde de
atividades no mecanismo de adipogénese, inflamac¢do e cancer. A 15-d-PGJ,, metabdlito final da
PGD., € produzida por uma variedade de tipos celulares, incluindo os mastdcitos, células T,
plaquetas e macréfagos alveolares (HARRIS et al., 2002b) Embora nao tenha sido claramente
demonstrado que a 15-d-PGJ, utilize transportadores para entrar na célula-alvo, sua semelhanga
estrutural com outras PGs torna o transporte ativo um mecanismo vidvel. Outra hipétese estd
baseada na entrada da PGD, a partir de um carreador anidnico e posterior metabolizagdo a 15-d-
PGJ; no citosol (NISHIO et al., 2000). Uma vez dentro das células, pode exercer seus efeitos
bioldgicos de maneira dependente ou independente da ligacdo a receptores nucleares, tais como
receptor de proliferacdo de peroxissomo ativado (PPAR). VAIDYA e colaboradores (1999)
evidenciaram um efeito inibitério da 15-d-PGJ, sobre a producdo de radicais livres de oxigénio
de maneira PPAR-y independente em neutrdfilos. Além dos intermediarios reativos a 15-d-PGJ,
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inibe a producdo de NO, TNF-a e IL-1B em macr6fagos humanos e de camundongos (ROSSI et
al., 2000). Todavia, outros estudos revelam que a 15-d-PGJ, pode induzir a expressdo de
mediadores pré-inflamatérios em células epiteliais e musculares (COUTURIER et al., 1999).
Portanto, o papel da 15-d-PGJ, na regulacdo de processos imunoldgicos e inflamatoérios €
complexo, sendo necessdrio maior investigacdo para a elucidagdo das efetivas funcdes desse
mediador lipidico. Esta PG ainda pode atuar como um agonista do receptor de peroxisomo
ativado isoforma y (PPAR-y), modulando a transcricdo de genes envolvidos na reposta imune e
inflamatoria via NF-kB (FORMAN et al., 1995; ROSSI et al., 2000).

Além das PGs, o AA pode ser utilizado como precursor da sintese de leucotrienos (LTs),
metabolitos oriundos da atividade da 5-lipoxigenase (LO) associada a sua proteina ativadora
(FLAP). As duas principais classes bioativas de LTs incluem LTB4 e cisteinil-leucotrienos
(cysLTs), LTC4, LTD4 e LTE4. Embora a fun¢do dos LTs seja melhor evidenciada no processo
asmatico e na aterosclerose, sua participacdo na resposta do hospedeiro a infec¢des por patégenos
tem adquirido importancia. Estudos tém demonstrado que os LTs sdo essenciais na depuragdo in
vivo de vdrios tipos de microrganismos, ao mediar a atividade fagocitica e microbicida de
fagécitos (PETERS-GOLDEN et al., 2005). Nas infeccdes parasitdrias foi evidenciado que o
LTB4 € produzido durante a infec¢cdo com L. amazonensis, levando ao aumento dos niveis de NO
e, portanto, sugerindo a sua participacdo em mecanismos leishmanicidas (SEREZANI et al.,

2006).
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1.6 PARTICIPACAO DOS RECEPTORES DE PROLIFERACAO DE

PEROXISSOMO ATIVADO (PPARS) NA RESPOSTA IMUNE E INFLAMATORIA.

Os receptores nucleares sdo membros de uma superfamilia de proteinas que regulam a
expressdo de genes envolvidos em diversos processos bioldgicos, tais como desenvolvimento,
reproducdo e metabolismo (CASTRILLO & TONTONOZ, 2004). O receptor de proliferacao de
peroxisomo ativado (PPAR), identificado na década de 90 em roedores, constitui um subgrupo de
receptores nucleares, cruciais para o metabolismo de lipidios e de carboidratos, desenvolvimento
da resposta imune inata e adquirida, e processos inflamatérios (ISSEMAN & GREEN, 1990;
WAHLI & BRAISSANT, 1995; GLASS & OGAWA, 2006).

Estruturalmente, o PPAR apresenta quatro dominios: um dominio de ativa¢do amino (N)
terminal, conhecido como fun¢do de ativagdo ligante-dependente (AF 1); uma regidao de ligacao
ao DNA (DBD); um dominio de ligagdo ao ligante carboxi terminal contendo dtomos de zinco
(LDB) e uma funcdo de ativagdo transcricional ligante-dependente (AF 2) (EVANS, 1988;
GLASS & OGAWA, 2006). A regido DBD promove a ligacdo de mondmeros, homodimeros ou
heterodimeros aos elementos responsivos de DNA, levando a modulagdo da transcri¢do de genes
alvo. No caso do PPAR, essa ligacdo € realizada sob a forma de heterodimero com o receptor X
retindide (RXR) (CHAWLA et al., 2001; KLIEWER, et al., 1992a e b).

Dentre as possiveis atividades biologicas do PPAR conhecidas, atualmente, a sua fungao
como regulador do metabolismo lipidico e de carboidratos € a mais estudada. No entanto, como
mencionado acima o PPAR também podem ser expressos em macréfagos, células T, células B,
DCs, células endoteliais, dentre outras, participando de processos inflamatérios € imunoldgicos.

A subfamilia do PPAR inclui trés grupos distintos: PPAR-a (NR1C1), PPAR-B/6

(NR1C2) e PPAR-y (NR1C3). O PPAR-a € preferencialmente expresso em tecidos envolvidos na
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oxidagdo de 4cidos graxos, incluindo figado, coracdo e tecido adiposo (CASTRILLO &
TONTONOZ, 2004). Os principais ligantes endégenos para PPAR-a sdo os dcidos graxos
poliinsaturados: acido linoléico, 4cido dodecahexandico (DHA) e acido eicosapentandico (EPA)
(LT & PALINSKI, 2006). Diversos estudos tém relatado que PPAR-a € um importante elemento
na homeostase lipidica, em parte, por estimular a B-oxida¢do peroxissomal de dcidos graxos,
sendo, portanto, um alvo molecular para os fibratos, grupo de farmacos empregados no
tratamento da hipertrigliceridemia (FORMAN et al., 1995). Apesar dos inimeros estudos que
vém sendo realizados sobre PPARs, o papel fisiol6gico do PPAR-B/d ainda é pouco elucidado.
Expresso em um amplo espectro de tecidos e células, com niveis relativamente elevados no
cérebro, tecido adiposo e pele, o PPAR-B/o apresenta como ativadores naturais os dcidos graxos e
a prostaciclina (PGl,), sintéticos L-165,041 GW 501516 (BERGER et al., 1999; LIM et al.,
2002; OLIVER et al., 2001). Semelhante aos outros grupos de PPARs, € proposto que o PPAR-
/6 regula o metabolismo lipidico e, também, podendo atuar na proliferacdo celular,
diferenciacdo de queratindcitos e na resposta inflamatéria (HIHI ez al., 2002; BISHOP-BAILEY
& WRAY, 2003).

O terceiro membro da familia dos PPARs é o PPAR-y. Seu gene apresenta trés
promotores, resultando em trés isoformas distintas: PPAR-y1, PPAR-y2 e PPAR-y3; contudo os
transcritos do RNA de PPAR-yl e y3 traduzem a proteina PPAR-y 1(FAJAS et al., 1998;
MEIRHAEGHE et al., 2000; KOTA et al., 2005). A isoforma PPAR-y1 apresenta uma ampla
expressdo tecidual; altos niveis s@o observados no tecido adiposo, célon, bago, retina e células
hematopoiéticas, enquanto o PPAR-y2 € restrita ao tecido adiposo (KERSTEN et al., 1999). O
PPAR-y3 € abundante em macréfagos, intestino grosso e tecido adiposo branco (FAJAS et al.,

1998; RICOTE et al., 1998; BRAISSANT et al., 1996).
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Quanto aos ligantes end6genos, o PPAR-y pode ser ativado por metabdlitos de 4cidos
graxos, incluindo o dcido 9-hidroxioctadecadendico (9-HODE) e 13-hidroxioctadecadendico (13-
HODE); derivados do AA como 15d-PGlJ; e o 4cido hidroxieicosatetraenoéico (15-HETE) (Tabela
2a). Dentre os ligantes exdgenos destacam-se as tiazolidinodionas (TZDs), agonistas de PPAR-y-
empregados como hipoglicemiantes na terapéutica de diabetes tipo II (Tabela 1b) (BISHOP-
BAILEY & WRAY, 2003). Quanto aos antagonistas, € possivel destacar o éter bifenol A
diglicidil (BADGE), cuja atividade em receptores nucleares foi recentemente descrita (WRIGHT

et al., 2000).

Tabela 2a: Ligantes endogenos de PPAR*.

Ligantes endégenos de PPAR

Ligantes endégenos Efeitos bioldgicos

PPAR-a PPAR-B/5 PPAR-y

Acido Palmitico Acidos graxos Acido Linoléico Metabolismo lipidico
e glicose

Acido Estesrico Acido Araquiddnico

Acido Palmitoléico 15-d-PGJ,

Acido Oléico 9-HODE

Acido Linoléico 13-HODE

Acido Araquiddnico 15-HETE

* KOTA et al., 2005.
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Tabela 2b: Ligantes exdgenos de PPAR*.

Ligantes exogenos de PPAR

Ligantes exogenos Implicacoes
PPAR-a PPAR-B/5 PPAR-y
WY-14643 L-165041 TZDs PPAR-a - aterosclerose e inflamacio
Clofibrato NSAIDs (antagonista) JTT-501 PPAR-p/d-agonistas:  infertilidade,
(isoxazolidino hiperlipidemia,hiperglicemia,
dionas) aterosclerose e obesidade;
antagonistas:cincer
Gemfibrozil GW-7845 PPAR-y — agonistas: diabetes tipoll,

cancer, inflamacao, hipertensao e
desordens retinais

Nafenopin CDDO

Bezafibrate BADGE (antagonista)
GW 9662

Fenofibrato LG-100641
(antagonista)

* Adaptado de KOTA et al., 2005.

Assim como os PPAR-a e PPAR-B/5, o PPAR-y participa de importante atividade no
metabolismo lipidico, proliferacdo celular, inflamacdo e imunidade. Expresso em
mondcitos/macroéfagos murinos e humanos, o PPAR-y parece desempenhar um importante papel
na diferenciacdo e modulacdo das fungdes dessas células (TONTONOZ et al., 1998).

Os primeiros relatos da atividade moduladora do PPAR-y evidenciaram o efeito inibitério
de ligantes de PPAR-y sobre genes relacionados a expressdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B (JIANG et
al., 1998, RICOTE et al., 1998). Outros mediadores, tais como o NO também podem ter sua
producdo suprimida na presenca da PGJ, e das TZDs (COLVILLE-NASH et al., 1998; REILLY
et al., 2000). In vivo, verificou-se que camundongos hetereozigotos deficientes de PPAR-y
(PPAR-y */") desenvolvem maior severidade em modelos de artrite antigeno-induzida, além da
sua participacdo em modelos de encefalomielite alérgica experimental, ratificando assim, a acdo

antiinflamatéria do PPAR-y (SETOGUCHI et al., 2001; RAIKWAR et al., 2005).
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Em outras células do sistema imune, como as células T, as informagdes obtidas até o
momento revelam que a ativagdo PPAR-y poderia inibir a produgdo de diversas citocinas de
resposta Thl cléssica, incluindo IFN-y e IL-12 em DCs (CUNARD et al., 2002; DAYNES &
JONES, 2002). Tais resultados sugerem que este receptor pode desempenhar um papel
significativo na diferenciacdo de células naive, interferindo no equilibrio da resposta Th1/Th2.
Também ja foi descrito que a IL-4, uma citocina necessdaria para o desenvolvimento da resposta
Th2, pode induzir a expressio de PPAR-y em células T, bem como promover um potencial
aumento da expressdo 12/15 lipoxigenase em mondcitos (HUANG et al., 1999). De fato, através
do uso da técnica de microarray, foi evidenciado que o PPAR-y € altamente expresso em células
Th2 (CHTANOVA et al., 2001).

Em 2007, WOHLFERT e colaboradores demonstraram o efeito do PPAR-y sobre uma
subpopulagao especifica de células T, as células T regulatérias. Apesar do predominante efeito
supressor sobre a maioria das células do sistema imune, a ciglitazona (ligante sintético) apresenta
um efeito estimulatério sobre células T regulatdrias naturais (nTregs) e células T regulatérias
induzidas (iTregs), sugerindo portanto, uma possivel aplicacio do PPAR-y no tratamento de
doencas autoimunes .

Em células B, tém sido mostrado que a 15d-PGJ,, bem como outros ligantes sintéticos de
PPAR-y, apresentam atividade antiproliferativativa e efeito citotoxico tanto em células B normais
quanto em células B malignas (PADILLA et al., 2000 a,b e c).

Outros estudos tém mostrado que o PPAR-y constitui a forma predominantemente
expressa em DCs. Ensaios in vitro realizados na presenca de rosiglitazona
(agonista),evidenciaram que o tratamento com este ligante pode inibir a expressdo de CDS80,

CD86 e producio de IL-12 (GOSSET et al., 2001).
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Entretanto, € necessdrio ressaltar que efeitos imunes e antiinflamatérios observados na
presenca de altas concentracdes de tiazolidinodionas ou com o uso de 15d-PGJ, sugerem que
alguns desses efeitos sao PPAR-y dependente/independente, sendo portanto, imprescindivel um
nimero maior de estudos para elucidagdo dos efeitos nos sistemas imune e inflamatério
(CASTRILLO & TONTONOZ, 2004).

Durante os processos infecciosos, poucas pesquisas associadas a expressao do PPAR-y
foram realizadas. Recentemente, foi evidenciado o envolvimento destes receptores em modelos
de infec¢do por Plasmodium sp e Stahylococcus aureus (SKOROKHOD et al., 2004;
SERGHIDES & KAIN, 2005; PHULWANI et al., 2006). Entretanto, nao ha relatos do papel
imunomodulatério do PPAR-y no modelo de infec¢do por Leishmania sp. Com base nas
informacdes descritas, propomos nesta dissertagdo avaliar o envolvimento do PPAR-y no curso

da leishmaniose experimental in vitro.
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2.1

2.2

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel do PPAR-y na leishmaniose experimental in vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os mecanismos imunomoduladores envolvidos na infec¢do por L major na
presenca do agonista de PPAR-y (ciglitazona) e antagonista de PPAR-y (GW 9662).
Avaliar os efeitos do agonista e antagonista de PPAR-y na ultraestrutura parasitdria, bem
como na morfologia da célula hospedeira.

Determinar o papel do agonista e antagonista de PPAR-y na inducao de morte celular em
promastigotas de L. major.

Avaliar o envolvimento de mediadores lipidicos e sua possivel relacio com o PPAR-y na

infec¢do experimental por L. major.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO.

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c de ambos os sexos, com
6 a 8 semanas de idade. Os camundongos foram cedidos pelo Centro de Criagdo de Animais de
Laboratério (CECAL) da Fundagdao Oswaldo Cruz e mantidos no biotério do Laboratério de
Biologia Imunitdria. A utilizacdo dos animais foi baseada em normas estabelecidas pela
Comissao de Avaliagdo do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofisica

Carlos Chagas Filho.

3.2 PARASITAS.

Utilizaram-se as formas promastigotas de L. major (cepa LV39, MRHO/Sv/59/P strain)
na fase estaciondria. Para a manuten¢do da infectividade in vivo, os parasitas foram isolados
mensalmente do linfonodo popliteo de camundongos BALB/c infectados com as formas
promastigotas (6x10"/mL parasitas) na fase estaciondria, que foram mantidas em meio
Schneider’s (Sigma Chemical Co.), suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco - Life
Technologies), 2% de urina humana estéril, 10 mg/L de gentamicina (Gibco - Life Technologies)

e 10% de soro fetal bovino (SFB - Gibco - Life Technologies).
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3.3 OBTENCAO DE MACROFAGOS INFLAMATORIOS.

Macréfagos peritoniais empregados nos experimentos foram obtidos de camundongos
BALB/c 4 dias ap6s a injecdo intraperitonial de 1 mL de tioglicolato de sédio 3% (Sigma
Chemical Co.) (LI et al.,1997; COOK et al., 2003). Aproximadamente 5 mL de meio DMEM
(Gibco - Life Technologies) gelado foram injetados no peritdnio dos animais e apds vigorosa
massagem, o exsudato celular foi recolhido. Apds contagem, os macréfagos foram ressuspensos
em meio DMEM, suplementado com 10% SFB e distribuidos em microplacas. O nimero de
macréfagos utilizados variou de acordo com a metodologia empregada. Para a infec¢ao in vitro
foram utilizadas placas de 48 pocos ou 24 pogos, com ou sem laminula, na concentragdo de
3x10°células/mL; no ensaio de WESTERN BLOTTING (item 11) e MICROSCOPIA
ELETRONICA (item 14) foram utilizadas placas de 6 pocos e placas de Petri respectivamente

nas concentracdes de 2x10°células/poco e 10x10°células/placa.

3.4 INFECCAO EXPERIMENTAL DE MACROFAGOS MURINOS POR Leishmania

major.

Os macrofagos peritoniais obtidos (item 3.3) foram infectados com as formas
promastigotas de L. major na fase estaciondria, na propor¢do de 5 parasitas: 1 macréfago durante
4h em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de CO,. Apoés este periodo, a cultura foi
lavada com solucao de Hank (Gibco Life Technologies) sem soro para remog¢do das células ndo-
aderentes e parasitas extracelulares. Finalizada a etapa de “lavagem”, os macréfagos foram

cultivados com DMEM suplementado com 1% de nutridoma (Roche), na presenca de ciglitazona
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(5uM) ou GW 9662 (5uM) e mantidos em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de

CO; por 3 dias.

3.5 AVALIACAO DA CARGA PARASITARIA IN VITRO.

Ap6s 3 dias de cultura em meio DMEM, foi realizada a troca do meio de cultura contendo
os macréfagos infectados. O meio DMEM contendo 1% de nutridoma foi substituido por meio
Schneider suplementado com 10% de SFB, 2% de urina humana ¢ 2 mM de L-glutamina. Em
seguida, a cultura foi mantida em estufa BOD a 27 °C por 3-4 dias, periodo no qual verificou-se a
liberacdo das formas promastigotas e, portanto, a determinagao da carga parasitaria. O nimero de
parasitos extracelulares foi quantificado em contador de particulas (Coulter, modelo Z,)
(GOMES et al., 2000, RIBEIRO-GOMES, et al., 2004).

Para quantificacdo das formas amastigotas, os macréfagos foram cultivados sobre
laminulas, infectados e mantidos 2 dias em estufa a 37 °C com atmosfera imida contendo 7% de
CO,. Apés este periodo, as laminulas foram recolhidas, fixadas com metanol e em seguida,
coradas com pandético. O percentual de macréfagos infectados e o nimero de amastigotas em 100
macréfagos foram obtidos a partir de andlise em microscopio Optico com objetiva de 100x

(imersdo) (NUNES et al., 2005).

3.6 DOSAGEM DE CITOCINAS E MEDIADORES LIPIDICOS.

Os macro6fagos peritoniais infectados com L. major nas condi¢des descritas no item 3.3

foram incubados com ciglitazona (S5uM) ou GW 9662 (5uM) por 48h e mantidos em estufa a 37
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°C com atmosfera imida contendo 7% de CO,. Apds este periodo, os sobrenadantes foram
coletados e a producdo das citocinas TNF-a, TGF-, IL-10 e da prostaglandina PGE,, avaliada
por ELISA (DANIELPOUR, 1993) de acordo com as instru¢des do fabricante (R& D Systems e

Cayman Chemical Co.).

3.7 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO (NO).

O NO produzido pelos macréfagos peritoniais foi determinado indiretamente, a partir da
quantificacdo de nitrito (NO,"), um metabdlito estavel. O sobrenadante da cultura foi plaqueado
em uma proporcao de 1:1 com o reagente de Griess (0,1% dihidrocloreto naftiletilenodiamina,
1% sulfanamida e 2,5% de acido fosforico) e a absorbéincia lida em 540 nm em leitor de
microplaca automdtico (Versa max tubable microplate reader — Molecular Devices). A
determinagdo da concentrac¢do de nitrito foi calculada a partir de uma curva padrdo de nitrito de

s6dio (NaNO,) (GREEN et al 1982; STUEHR & NATHAN, 1989).

3.8 ENSAIO DE MORTE CELULAR POR NECROSE-ATIVIDADE DA ENZIMA

LACTATO DESIDROGENASE (LDH).

A avaliagdo da viabilidade celular apds o tratamento com ciglitazona (SuM) ou GW 9662
(5uM) foi realizada empregando-se o ensaio da atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH)
(KOSKY et al., 1983), seguindo os parametros técnicos de um kit diagnéstico (Doles Co.). Este
método é baseado na reacdo lactato/piruvato, com determinacdo quantitativa do NADH formado

na reacao enzimdtica. Foram adicionados a SOuUL do sobrenadante, 100uL da solucdo 1 contendo
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alimem férrico e substrato (lactato). Apds 3min. em estufa a 37°C, 100uL da solucdo 2
(FMS:Fnazina Metasulfato + NAD") foram acrescentados ao sistema. Transcorridos 9 min. em
estufa a 37°C, o material foi submetido a andlise em leitor de microplaca (Versa max tubable
microplate reader — Molecular Devices) e determinada a densidade 6ptica (D.O) a 490nm. Os

controles positivos foram células lisadas por congelamento/descongelamento.

3.9 DETECCAO DE CELULAS APOPTOTICAS IN SITU - TUNEL.

A apoptose em macréfagos peritoniais (3X105/p0g0) tratados com ciglitazona e GW 9662
foi detectada utilizando a técnica de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling) (GAVRIELLI et al., 1992) de acordo com os procedimentos técnicos
descritos no kit comercial (Apop Tag Fluorescein in situ Apoptosis detection-Chenicon
International). Os macréfagos foram incubados em microplacas de 24 pogos com laminula por 48
h. Apds esse periodo, as laminulas foram fixadas em paraformaldeido (1% - pH 7.4) por 10min a
temperatura ambiente e permeabilizadas com etanol:4dcido acético (2:1) por Smin. (-20°C).
Finalizada a etapa de permeabilizacdo, foram adicionados 75ul./laminula de Buffer Equilibration
(componente do Kit); S5ul/laminula da solu¢do contendo a enzima TdT + Buffer Reaction
(componentes do Kit), seguindo-se incubagdo por 1 h a 37°C com 7% de CO,. Ap6s esse periodo
foram adicionados 500uL da solucdo contendo Working strength Stop/Wash + H,O — 1:34 mL
(componentes do kit), sob agitacdo por 15 seg seguindo-se incubac@o por 10 min a temperatura
ambiente e lavagem das laminulas em PBS 0,1M (3 vezes). Em ambiente livre de luminosidade,
adicionou-se 65 pl/laminula de anti-digoxigenin conjugate (FITC) por 30 min. Apés lavagem

com PBS (4 x 2 min.), as células foram marcadas com DAPI (0.5 pg/ml) por 5 min. Ap6s nova
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lavagem com PBS (2x Smin.) foi realizada a marcagdo citoplasmdtica com azul de Evans
(0,001%) por 5 min. Finalizada as marcagdes, as laminas foram montadas com Vectashield (6

pul/laminula) e realizada andlise em microscépio de fluorescéncia Nikon eclipse E400.

3.10 WESTERN BLOTTING.

Western blotting ou imunobloting € um procedimento para deteccdo de proteinas
separadas por eletroforese, em particular aquelas de menor abundancia. Macréfagos peritoniais
infectados ou ndo com L. major (2x10%/poco) e co-cultivados ou ndo com neutréfilos foram
incubados em microplacas de 6 pocos na presenga de ciglitazona (SUM) ou GW 9662 (5uM) em
meio contendo DMEM + 1 % de nutridoma por 24 h a 37 °C em 7 % de CO,. Apds esse periodo
as células foram lavadas com PBS (2X) e adicionados 80 pl./mL de tampao de lise (Gibco BRL)
por 5 min. em gelo. Em seguida, as células foram coletadas e centrifugadas por 20 min. a
20000xg. Aos sobrenadantes, contendo as proteinas alvo, foram adicionados 20uL. de tampao de
amostra e a solu¢do submetida a aquecimento (5 min. a 100 °C). As proteinas obtidas foram entao
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas para uma membrana de
nitrocelulose por 30 min./30V em um sistema de blotting (BIO-RAD, Hercules, CA). A
membrana foi bloqueada em tampao de bloqueio (5% BSA) por 1 h a temperatura ambiente e
incubada, sob agitacado, overnight a 4°C com anticorpo primario (anticorpos policlonais de coelho
anti-arginase, anti-COX-2, anti-PGD, anti-iNOS e anti-PPAR-y — Cayman Chemical Co.). Apds
lavagem, a membrana foi incubada com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (anti-
coelho — Santa Cruz Biotechnology ) por 2h, sob agitacdo, a temperatura ambiente. As bandas

foram reveladas utilizando kit de deteccio (ECL Plus Western Blotting detection system —
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Armersham Biosciences), seguida de exposi¢ao em filme (ECL Plus Hyperfilm Amersham) ou

em aparelho (STORM).

3.11 MICROSCOPIA ELETRONICA.

Macréfagos peritoniais (10x10%poco) infectados com L. major foram incubados em
placas de Petri na presenga de ciglitazona (SuM) ou GW 9662 (5uM) a 37°C em 7% de CO,.
ApOs 24h as células foram lavadas com PBS 2x (centrifugacdo 7965xg/min.) e processadas para
microscopia eletronica de transmissdo. A etapa de fixacdo foi realizada em solugcdo de
glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1M (pH 7,2), seguida de tratamento com
0sO4 1% e FeCNK 0,8%, diluidos no mesmo tampdo, por 1 h. Em seguida, as células
foram lavadas em tampao cacodilato de sédio 0,1M e desidratadas em concentragdes crescentes
de acetona (30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por 10min. O material foi mantido overnight em uma
solucdo de acetona 100 % e Epon (1:1 v/v). Apés este periodo, o material foi colocado em Epon
puro por aproximadamente 4 h. Apés inclusdo em resina (60°C por 72h) foram realizados cortes
ultrafinos, os quais foram contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e observados

em microscopio eletronico de transmissao Zeiss 10C.

3.12 ANALISE ESTATISTICA.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (SD). A andlise estatistica foi
realizada no programa GraphPad InStat versdo 3.01 (San Diego, EUA), empregando o teste One-

Way ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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4. RESULTADOS

O modelo murino de infec¢do experimental com L. major tem sido amplamente utilizado
para elucidacdio dos fatores imunoldgicos envolvidos no processo de resisténcia e
susceptibilidade a patégenos intracelulares (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). O paradigma
de resisténcia/susceptibilidade € baseado no repertério de citocinas produzido na resposta a
infeccdo: uma resposta do tipo Thl, conferindo resisténcia; e uma resposta do tipo Th2,

resultando em um perfil de susceptibilidade.

A resisténcia € avaliada em modelos de infeccdo experimental em camundongos das
linhagens C57BL/6, CBA e C57BL/10 e estd associada a produgdo de citocinas do tipo Thl.
Durante a infeccao, € evidenciada a produgdo de IL-12, a qual promove aumento nos niveis de
IFN-vy, IL-2, além de quantidades significativas de TFN-a. O IFN-y e o TFN-a estdao diretamente
envolvidos na ativacdo do mecanismo microbicida dos macréfagos via sintese de 6xido nitrico
(NO). Por outro lado, camundongos BALB/c, que desenvolvem um perfil Th2 com producao de
IL-4, s@o susceptiveis a infec¢do. As citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-10 inibem a ativag¢do dos
macréfagos, favorecendo a proliferacio de amastigotas intracelulares e o agravamento da

infeccdo (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

Com o objetivo de avaliar a possibilidade de novas vias de imunomodulacao, capazes de
alterar o perfil de resposta imune a patégenos intracelulares, foi estudado o papel do PPAR-y no
modelo de infec¢do experimental com L. major em macréfagos murinos. O PPAR-y € um dos
membros da familia de receptores nucleares que atua como um fator de transcri¢do de diversos
genes. A modulagdo destes receptores pode ser promovida por diversos ligantes naturais como o

5-HETE e a 15-d-PGJ,, por exemplo; ou compostos sintéticos, tais como a ciglitazona e a
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rosiglitazona, pertencentes a classe das tiazolidinodionas - agonistas do PPAR-y utilizados como
hipoglicemiantes na terapéutica do diabetes tipo II. Nesta dissertacio foram utilizados a
ciglitazona (agonista) ¢ o GW 9662 (antagonista) para a avaliacdo do possivel efeito

imunomodulador destes ligantes no processo de infec¢ao experimental com L. major.

4.1 EXPRESSAO DIFERENCIAL DO PPAR-y DURANTE A INFECCAO COM L.

major.

Na etapa inicial deste trabalho foi avaliado como seria a expressao do PPAR-y na infec¢ao
experimental com L. major. Utilizando-se a técnica de Western Blotting foi evidenciada que a
infeccdo com L. major de macréfagos peritoniais murinos promove aumento na expressao do

PPAR-y (Fig. 4).

Considerando-se a expressao diferenciada do PPAR-y durante a infec¢do, € possivel que a
utilizacdo de compostos moduladores da expressdo do PPAR-y pudesse alterar o perfil de
infeccdo pela L. major. Para avaliar tal hipétese, macréfagos peritoniais infectados com L. major
foram tratados com ciglitazona (agonista) ou GW 9662 (antagonista). Foi observado que o
tratamento com o GW 9662 apresentou um efeito redutor da carga parasitaria in vitro (Fig. 5). Ao
contrério, a ciglitazona induziu um aumento no percentual de macréfagos infectados e no nimero

de amastigotas/100 macréfagos (Fig.6).
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Figura 4: A infeccao com L. major exacerba a expressao do PPAR-y. Macréfagos infectados
com L. major foram tratados por 24h com ciglitazona e GW 9662 (5uM). A expressdao do PPAR-
v foi avaliada a partir da técnica de Western Blotting. N.I. (macréfago ndo-infectado); CONT.
(macrofago infectado); CIG. (ciglitazona); GW. (GW 9662). Figura representativa de um

experimento. n=2.
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Figura 5: Os ligantes de PPAR-y promovem alteracoes na carga parasitaria. Macréfagos
peritoniais infectados com L. major foram incubados com ciglitazona ou GW 9662 (5uM) até
troca do meio DMEM por Schneider. A determinagdo da carga parasitdria foi determinada a
partir da contagem no Coulter (Contador de particulas) das formas promastigotas liberadas no
meio extracelular. Os asteristicos indicam (**) p< 0,01 em rela¢do ao veiculo (DMSO). CONT.
(macroéfago infectado com L. major); DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG.
(ciglitazona); DMSO (dimetilsulf6xido); GW (GW 9662). MEDIA + S.D. Gréfico representativo

de um experimento. n=3.
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Figura 6: Os ligantes de PPAR-y promovem alteracoes na carga parasitaria intracelular. A
carga parasitiria intracelular (forma amastigota) foi determinada através da contagem em
microscopio Optico das formas amastigotas previamente coradas (Panético) e apds 48h de
incubacdo com ciglitazona (SUM) ou GW 9662 (SuM). (A) percentual de macréfagos infectados
(B) Numero de amastigotas/100 macréfagos. Os asteristicos indicam (**) p< 0,01 e (*) p< 0,05
em relacdo ao veiculo (DMSO). CONT. (macréfago infectado com L. major); DMSO (macréfago
infectado e tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO (dimetilsulféxido); GW. (GW 9662).

MEDIA #* S.D. Grifico representativo de um experimento. n=3.
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4.2 CIGLITAZONA E GW 9662 NAO APRESENTAM ATIVIDADE CITOTOXICA.

A reducdo da carga parasitaria observada nos resultados obtidos poderia ser resultante de
dois fendmenos: morte dos macréfagos murinos infectados, reduzindo a liberagdo de formas
promastigotas; ou, uma possivel atividade dos ligantes de PPAR-y, induzindo a produgdo de
citocinas e mediadores celulares (espécies reativas de oxigénio, por exemplo) reduzindo a
proliferacdo do parasita. Com o objetivo de investigar o possivel perfil citotdxico, resultante de
uma via de morte por necrose, realizou-se o ensaio de liberagdo da enzima lactado desidrogenase
(LDH). Nao foi evidenciada liberagdo da LDH nos sobrenadantes dos macréfagos infectados
tratados com ciglitazona e GW 9662 (Fig. 7). Este resultado sugere que os compostos nao
apresentam atividade citotéxica sobre a cultura de macréfagos, ndo comprometendo, portanto, a
viabilidade celular.

Ap6s verificar que os ligantes de PPAR-y ndo apresentavam um efeito citotdxico sobre os
macréfagos infectados, a etapa posterior foi verificar qual o sitio de agdo destes compostos. A
atividade sobre os macrofagos, resultando em alteragdes no repertério de citocinas e outros

mediadores regulados pelo PPAR-y; ou a acdo direta sobre a L. major.
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Figura 7: Os ligantes de PPAR-y nao comprometem a viabilidade celular. Apés 48h de
tratamento com a ciglitazona (SUM) ou GW 9662 (5uM), o sobrenadante de macréfagos
infectados foi analisado quanto a liberacdo da enzima lactato desidrogenase (LDH). Os
asteristicos indicam p< 0,001 (***) em relacio ao controle (DMSO). CONT. (macréfago
infectado com L. major); DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG.
(ciglitazona); DMSO (dimetilsulf6xido); GW. (GW 9662); CEL.LISADA (célula lisada).

MEDIA + S.D. Grifico representativo de um experimento. n=3.
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4.3 A CIGLITAZONA E O GW 9662 MODULAM A EXPRESSAO DA ENZIMA INOS
E PRODUCAO DE NO.

Uma vez observada a reducdo da carga parasitiria das formas promastigotas e
amastigotas, foi iniciada a andlise dos possiveis mediadores envolvidos neste fendmeno.
Sabendo-se que o 6xido nitrico (NO) € um importante agente microbicida sendo responsavel pelo
controle da proliferacdo de patdgenos intracelulares, inicialmente a expressdao da enzima iNOS
foi avaliada.

Os macréfagos infectados com L. major foram submetidos ao tratamento com ciglitazona
(S5uM) e GW 9662 (5uM) por 24h. Apds este periodo, as proteinas celulares foram recolhidas e a
expressao da enzima iNOS avaliada de acordo com a técnica de Western Blotting. A expressao de
iNOS € aumentada na presenca de GW 9662 e suprimida quando submetida ao tratamento com
ciglitazona (Fig.8A)..

Além da expressdo da enzima iNOS a quantificacdo do produto desta enzima, o NO foi
realizada. Os macréfagos infectados foram incubados por 48h com ciglitazona e GW 9662 e apds
este periodo, os sobrenadantes foram recolhidos. A quantidade de NO foi determinada de maneira
indireta, a partir da quantificacdo do metabdlito estdvel, o nitrito. Assim como revelado no
Western Blotting, o GW 9662 foi capaz de elevar os niveis de nitrito produzidos pelos
macréfagos infectados (Fig. 8B). Por outro lado, o tratamento com a ciglitazona mostrou um
efeito oposto, reduzindo a producdo deste mediador quando os macréfagos foram ativados com
LPS (Fig. 8B). Estes resultados sugerem que a ativacdo do PPAR-y promove um efeito inibitério
sobre a producdo de NO e ao inibir a acdo de agonistas enddgenos naturais ou sintéticos
utilizando o GW 9662 observa-se o efeito oposto, ou seja, um aumento na producdo de NO. Esta

observacdo poderia estar associada a redu¢do da carga parasitdria.

38



(A) LPS/IFN-vy

CONT. LPS/ CIG. GW. CIG. GW.
IFN-y

INOS (130 kB) [ e — il

B-actina (45kB) | |

40-
30-
20-
++
&
10 i
0l e mEEm N

Nitrito (uM)

& O . . .

S &N S

(¢ Q & o
S &

Figura 8: Os ligantes de PPAR-y modulam a expressao de iNOS e produciao de nitrito.
Macroéfagos infectados foram incubados por 24h na presenca de ciglitazona (SuM) e GW 9662
(5uM). A expressdao da iNOS (130-135kB) foi realizada por Western Blotting (A). Macréfagos
peritoniais foram infectados e tratados por 48h com ciglitazona e GW 9662. Apds 48h, os
sobrenadantes foram recolhidos e realizada a quantificagdo do nitrito (B). Os simbolos indicam
(**) p< 0,01 em relagdo ao veiculo (DMSO) e (++) p< 0,05 em relagao ao LPS. CONT.
(macroéfago infectado com L. major); DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG
(ciglitazona); DMSO (dimetilsulféxido); GW (GW 9662); LPS (lipopolissacarideo). MEDIA +

S.D. Griéfico representativo de um experimento realizado em triplicata. n=3.
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4.4 OS LIGANTES DE PPAR-y MODULAM A PRODUCAO DE TNF-q.

Sendo o TNF-a uma importante citocina pro-inflamatéria capaz de atuar sinergicamente
com outros mediadores na ativagao de macréfagos e, portanto, induzir a producdo de NO, tornou-
se necessdrio verificar a producdo desta citocina nas monocamadas de macréfagos infectados e
tratados ou ndao com os ligantes de PPAR-y. Como esperado, foi observado um aumento na
producdo de TNF-a em sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados incubados com GW
9662. Ao contrario, o tratamento com a ciglitazona ndo promoveu a uma alteracdo na producao
de TNF-a. Entretanto, a adi¢do da ciglitazona em macréfagos infectados e estimulados com LPS

reduziu os niveis de TNF-a.
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Figura 9: Atividade a ciglitazona e GW 9662 sobre a producao de TNF-a por macréfagos
infectados por L. major. Macréfagos peritoneais foram tratados com os ligantes de PPAR-y
(5uM) por 48h. Ao término deste periodo o sobrenadante foi coletado e realizada a quantificacao
do TNF-a através da técnica de ELISA. O LPS (200ng/mL) foi utilizado como controle positivo
da reacdo. Os simbolos indicam (+++) p< 0,001 em relagcdo ao LPS e (**) p< 0,01 em relacdo ao
veiculo (DMSO) CONT. (macréfago infectado com L. major); DMSO (macréfago infectado e
tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO (dimetilsulféxido); GW 9662; LPS

(lipopolissacarideo). MEDIA + S.D. Grifico representativo de um experimento realizado em

triplicata. n=3.
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4.5 A CIGLITAZONA INDUZ AUMENTO DOS NiVEIS DE TGF-§.

Apo6s evidenciado no ensaio de LDH que os ligantes de PPAR-y ndo apresentam atividade
citotoxica (Fig.7), foi investigado o possivel envolvimento de outros mediadores (citocinas e
mediadores lipidicos) envolvidos no processo de infeccdo de macréfagos murinos por L. major.
A primeira citocina alvo de estudo foi o TGF-f. Como descrito na literatura, o TGF-$ é um
importante fator tecidual, capaz de induzir a desativacdo de macréfagos e promover o
crescimento de patégenos intracelulares (LOPES et al, 2000; BARRAL-NETTO et al, 1992).
Quanto ao processo de morte por apoptose, estudos anteriores revelaram que ao fagocitar células
apoptoticas, os macrofagos sao capazes de secretar TGF-B, levando a na producdo de NO e
aumento na producdo de poliaminas, culminando no favorecimento da liberacdo de
tripomastigotas em monocamadas de macréfagos infectados com Trypanossoma cruzi (FREIRE-
DE-LIMA et al., 2000).

Na presente dissertacdo foi observada que a adicdo de ciglitazona em culturas de
macréfagos infectados com L. major promove aumento da produgdo de TGF-, fato que poderia
estar associado ao aumento da replicagdo parasitaria. Ao contrério, a adicao de GW 9662 nao

altera a producao de TGF-B (Fig. 10).
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Figura 10: Os ligantes de PPAR-y modulam o perfil de citocinas anti-inflamatoérias.
Macrofagos peritoniais foram tratados com os ligantes de PPAR-y (5uM ambos) por 48h. Ao
término deste periodo, o sobrenadante foi coletado e realizada a quantificacdo do TGF-f8
secretado através da técnica de ELISA. O LPS (200 ng/mL) foi utilizado como controle positivo
da reacdo. Os asteristicos indicam (¥**) p< 0,001 e (**) p< 0,01 em relacdo ao veiculo (DMSO).
CONT. (macréfago infectado com L. major); DMSO (macréfago infectado e tratado com
DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO (dimetilsulféxido); GW 9662; LPS (lipopolissacarideo).

MEDIA +* S.D. Grifico representativo de um experimento realizado em triplicata. n=3.
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4.8 O AGONISTA DE PPAR-y MODULA POSITIVAMENTE A PRODUCAO DE IL-
10.

Como j4 descrito na literatura, nos modelos de infec¢do por Leishmania spp observa-se a
inducdo da sintese de IL-10 e TGF-B, prevenindo a ativagdo dos macréfagos infectados
(MOSSER et al., 1999). Em relacdo ao PPAR-y, GOSSET e colaboradores (2001) demonstraram
que este fator transcricional pode direcionar a resposta imune, favorecendo a resposta do tipo
Th2. Considerando-se tais informagdes, avaliou-se a possivel modulag¢do dos ligantes de PPAR-y
sobre a produgao de IL-10.

Os resultados obtidos mostraram que a ciglitazona induz aumento nos niveis de IL-10 em
sobrenadantes de culturas de macréfagos infectados com L. major. Quando realizada a incubagdo
simultanea da ciglitazona com o TGF-f, foi observado, ainda, um efeito potencializador ou
sinérgico da ciglitazona com o TGF-f. Quanto ao GW 9662, observou-se que os niveis de IL-10
foram mantidos inalterados. Contudo sob o estimulo ex6geno do TGF-, o tratamento com o0 GW

9662 foi capaz de suprimir a produgao de IL-10.
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Figura 11: Os ligantes de PPAR-y modulam o perfil de citocinas anti-inflamatoérias.
Macrofagos peritoneais foram tratados com os ligantes de PPAR-y, (ciglitazona (SuM) ou GW
9662 (5uM) por 48h. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e realizada a quantificacdo de IL-
10 através da técnica de ELISA. O LPS (200ng/mL) e TGF-B (10ng/mL) foram utilizados como
controles positivos da reacdo. Os simbolos indicam (***) p< 0,001 em relagdo ao veiculo
(DMSO) e (++) p< 0,01 em relagdo ao TGF-B. CONT. (macréfago infectado com L. major);
DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO
(dimetilsulféxido); GW. (GW 9662); LPS (lipopolissacarideo); TGF- (Fator de transformagao e
crescimento). MEDIA + S.D. Grifico representativo de um experimento realizado em triplicata.

n=3.
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4.8 MODULACAO DA EXPRESSAO E SINTESE DE MEDIADORES LIPIDICOS
INDUZIDA PELOS LIGANTES DE PPAR-y EM MACROFAGOS INFECTADOS POR

L. major.

Com o objetivo de avaliar o papel dos mediadores lipidicos sobre o processo de infec¢ao
com L. major, bem como investigar a associa¢do destes com o PPAR-y, foi analisada a expressao
da COX-2, PGD e PGE sintase utilizando a técnica de Western Blotting. A figura 12A mostra a
diminui¢do da expressdo da COX-2 quando as células infectadas foram tratadas com GW 9662
na presenca ou auséncia do TGF-B (Fig. 12A).

De acordo com as informagdes da literatura, a PGD, pode atuar como ligante de PPAR-y
e exercer efeitos bioldgicos dependentes ou independentes de PPAR-y (HARRIS, 2002).
Utilizando-se a técnica de Western Blotting verificou-se que o tratamento da cultura de
macréfagos com GW 9662 também apresentou efeito inibitdrio sobre a expressdao da PGD sintase
com ou sem estimulo do TGF-§ (Fig 12B).

Além da PGD, outro metabdlito da cascata do AA avaliado foi a PGE,. Utilizando-se a
técnica de ELISA, foi observado que a ciglitazona promoveu aumento significativo nos niveis de
PGE, quando comparados ao tratamento com DMSO (Fig. 13). Por outro lado, o GW 9662

apresentou um efeito supressor sobre a producdo deste mediador lipidico sob o estimulo do TGF-

B.
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Figura 12: Efeito da ciglitazona e GW 9662 sobre a expressao de enzimas associadas a
produciao de mediadores lipidicos. Macrofagos peritoniais murinos infectados com L. major
foram incubados por 24h com ciglitazona (SpuM) e GW 9662 (SuM). Ao término deste periodo,
as células foram lisadas e o conteddo protéico avaliado quanto a expressdo da COX-2 (A) e PGD
sintase (B) através da técnica de Western Blotting. COX-2 (ciclooxigenase-2); PGDS (PGD
sintase). N.I. (macréfago ndo-infectado); CONT. (macréfago infectado); DMSO (macréfago
infectado e tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO (dimetilsulf6xido); GW (GW 9662).

TGEF-B (Fator de transformacdo e crescimento). Figura representativa de um experimento. n=2.
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Figura 13: Atividade moduladora do PPAR-y sobre a producio de PGE,. Macréfagos
peritoniais murinos infectados com L. major foram tratados com ciglitazona (S5puM) e GW 9662
(5uM) por 48h. Apds este periodo, os sobrenadantes foram coletados e a dosagem da PGE,
realizada através da técnica de ELISA. Os asteristicos indicam (***) p<0,001 relagdo ao veiculo
(DMSO) e (+++) p< 0,001 (++) p< 0,01 em relacdo ao TGF-f. CONT. (macréfago infectado com
L. major); DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO
(dimetilsulféxido); GW. (GW 9662); LPS (lipopolissacarideo); TGF- (Fator de transformagao e

crescimento tumoral). MEDIA + S.D. Grifico representativo de um experimento. n=3.
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4.8 EFEITO IMUNOMODULADOR DOS LIGANTES DE PPAR-y SOBRE A
EXPRESSAO DA ENZIMA ARGINASE.

O macro6fago, principal célula hospedeira para a infec¢do com L. major, expressa duas
isoformas da enzima arginase, arginase I e arginase II. A isoforma I pode ser induzida por
citocinas Th2, tais como IL-4 e IL-10, bem como TGF-f e PGE, (INIESTA et al, 20002;
CORRALIZA et al., 1997).

Como os resultados anteriores demosntraram alteragdes nos niveis de TGF-, IL-10 e
PGE,, foi verificado se o tratamento com ciglitazona ou GW 9662 poderia modular, também, a
expressdo desta enzima. Macréfagos peritoniais murinos (2x10°/mL) infectados com L. major
foram submetidos a 24h de tratamento com a ciglitazona e GW 9662. Apds este periodo, as
c€lulas foram submetidas a lise, recolhidas as proteinas e avaliadas quanto a expressdo da enzima
arginase empregando a técnica de Western Blotting. Os ensaios demonstraram que a ciglitazona
induz ao aumento da expressdo da arginase. E importante ressaltar que assim como a iNOS, a
arginase utiliza como substrato a L-arginina. Portanto, a inducdo da expressdo da arginase
promovida pela ciglitazona (agonista) conjugada a atividade estimulatéria do GW 9662
(antagonista) sobre a expressdo da enzima iNOS sugere um possivel mecanismo modulador
destes ligantes sobre o equilibrio da resposta de resisténcia/susceptibilidade no modelo de

leishmaniose experimental utilizado.
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Figura 14: Efeito da ciglitazona e GW 9662 sobre a expressao da arginase. A expressdo da
enzima arginase foi avaliada a partir da utilizacdo da técnica de Western Blotting. Macréfagos
peritoniais infectados com L. major foram incubados por 24h com ciglitazona (SuM) e GW 9662
(5uM). Ao término deste periodo, as células foram lisadas e o contetddo protéico avaliado quanto
a expressao da arginase. N.I. (macréfago ndo-infectado); CONT. (macréfago infectado com L.

major); CIG. (ciglitazona); GW. (GW 9662). Figura representativa de um experimento. N=2.
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4.9 CIGLITAZONA PROMOVE AUMENTO NO PERCENTUAL DE CELULAS
APOPTOTICAS

Ap6s evidenciado o papel dos ligantes de PPAR-y sobre a producao de mediadores pro e
anti-inflamatérios foi avaliado o envolvimento de vias apoptdticas como alvo da atividade da
ciglitazona e GW 9662. Com o objetivo de elucidar tal fendmeno, foi realizada a técnica de
TUNEL. Esta técnica apresenta como principio base a deteccdo de por¢des fragmentadas do
DNA, uma caracteristica de nucleos apoptéticos. Os experimentos revelaram que a incubagdo
com a ciglitazona na cultura de macréfago infectados (3,0x10°/mL) foi capaz de promover um
aumento sutil no percentual de células apoptéticas. Como descrito na literatura, os agonistas de
PPAR-y podem induzir apoptose em diversos tipos celulares (KANUNFRE er al., 2004). No
contexto da infec¢do, o t€nue aumento das células apoptétcas poderia contribuir para o aumento
da proliferacdo do parasita, uma vez que células vidveis fariam o reconhecimento de células
apoptéticas infectadas, e desta maneira, auxiliando a desativacdo dos mecanismos microbicidas
dos macrofagos podendo induzir a liberagdo de fatores antiinflamatérios e favorecer o
crescimento do parasita (FREIRE-DE-LIMA et al., 2006). Esta producdo poderia ser resultado da
acdo direta da ciglitazona sobre macréfagos e do reconhecimento de células apoptéticas,

auxiliando no crescimento do parasita (KANUNFRE et al., 2004).
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Figura 15: A ciglitazona induz aumento no percentual de células apoptéticas. Macréfagos
peritoniais murinos foram infectados com L. major por 48h na presenca de ciglitazona (SuM) e
GW 9662 (5uM). Em seguida foi realizado o ensaio de TUNEL para avaliagdo de uma possivel
morte celular por via apoptética. (A) Percentual de células apoptéticas. (B) Células apoptdticas
visualizadas por microscopia de fluorescéncia sendo a marca¢do com FITC de coloragdo verde
(ntcleos apoptéticos); marcacdo com Azul de Evans, coloracdo vermelha (citoplasma e nucleo
celular); e marcacao com DAPI, coloracdo azul (nicleo). Os asteristicos indicam p< 0,001 (***)
e p< 0,01 (**) em relagdao ao veiculo (DMSO). CONT. (macréfago infectado com L. major),
DMSO (macréfago infectado e tratado com DMSO); CIG. (ciglitazona); DMSO
(dimetilsulféxido); GW. (GW 9662); DEX. (dexametasona ) 1uM. MEDIA * S.D. n=2

(triplicata).
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4.10 ALTERACOES MORFOLOGICAS INDUZIDAS POR LIGANTES DE PPAR-y

NA INFECCAO EXPERIMENTAL COM L. MAJOR.

Ap6s evidenciar a atividade dos ligantes de PPAR-y sobre o repertério de citocinas e
mediadores lipidicos envolvidos durante o processo de infeccdo por L. major, foi analisado,
através da técnica de microscopia eletrOnica, as caracteristicas morfolégicas dos macréfagos
tratados com a ciglitazona e GW 9662. Os resultados obtidos evidenciaram a presenca de
alteracdes morfoldgicas nas formas intracelulares. Como indicado na figura 16 a ciglitazona
parece induzir a formacdo de vesiculas, provavelmente corpuisculos lipidicos, nas formas
intracelulares. Outro aspecto relevante é a acio do GW 9662 sobre o parasita. Na figura 17 é
evidenciado um cinetoplasto amorfo além da presenga de regides pouco eletrodensas, indicativo

de perda de material citoplasmatico.
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Figura 16: A ciglitazona promove alteracio na morfologia celular. Macréfagos peritoniais
murinos foram infectados com L. major e incubados por 24h com ciglitazona (SuM).
Posteriormente o material foi analisado através da técnica de Microscopia Eletronica. (A)
Macréfago infectado com L. major) (B) Macréfago infectado e tratado com DMSO (C)
Macréfago infectado e tratado com ciglitazona); (D) Macréfago infectado e tratado com GW
9662. (A), (B) e (C) 5000x; (D) 16500x. DMSO (dimetilsulfé6xido); N — nicleo; seta verde —

corpusculos lipidicos. As barras indicam 1pm.
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Figura 17: O GW 9662 promove modificacoes no parasita. Macréfagos peritoniais murinos
foram infectados com L. major e tratados com 24h na presenca de GW 9662 (S5uM).
Posteriormente o material foi analisado através da técnica de Microscopia Eletronica. (A)
Macréfago infectado com L. major) (B) Macréfago infectado e tratado com DMSO (C)
Macréfago infectado e tratado GW 9662. DMSO (dimetilsulféxido); N — nicleo; seta vermelha —

parasitas amorfos. As barras indicam 1pum.

56



5. DISCUSSAO

O modelo de infec¢ao experimental por L. major tem contribuido significativamente para
a compreensdo da relagdo parasita-hospedeiro, bem como para elucidacdo dos mecanismos
imunolégicos envolvidos nas infec¢des parasitarias. A resposta imune de diferentes linhagens de
camundongos a infeccdo experimental por L. major estd vinculada ao paradigma de polarizacao
das células T-helper. Neste modelo, a resisténcia a infec¢ao estd baseada na resposta do tipo Thl,
caracterizada pela secrecdo de IFN-y, ativacdo de macréfagos e producdo de intermedidrios
reativos de oxigénio e nitrogénio, os quais promovem a morte do parasita. Por outro lado, a
resposta imune do tipo Th2 promove aumento dos niveis de IL-4, IL.-13 e IL-10, resultando na
proliferacdo do parasita e progressao da doenga (SACKS & NORBEN-TRAUTH, 2002).

Apesar das indmeras informagdes obtidas baseando-se no modelo de infeccao
experimental por L. major, ndo ha farmacos eficazes e de reduzida toxicidade disponiveis para o
tratamento desta parasitose (CROFT et al., 2006). Assim, faz-se necessdrio o estudo de novos
alvos moleculares a serem empregados no tratamento das leishmanioses. O presente estudo teve
por objetivo avaliar o papel do PPAR-y na infec¢do experimental de macréfagos murinos com L.
major, visando a compreensao dos fendmenos celulares envolvidos no processo de infecgao
parasitdria, bem como estabelecer uma nova utilizacdo de ligantes de PPAR-y na terapéutica
contra leishmaniose. Durante a realizacdo dos experimentos foram utilizados nas culturas de
células infectadas, a ciglitazona (agonista de PPAR-y) pertencente a classe de TZDs, e o0 GW
9662, um antagonista sintético. De acordo com os dados da literatura, os ligantes de PPAR-y
podem modular diversas atividades bioldgicas, tais como proliferacao celular, a B-oxidacao de

lipidios; o metabolismo de carboidratos, o processo inflamatério e as respostas imunes (CLARK,
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2002; CASTRILLO & TONTONOZ, 2004; GLASS & OGAWA, 2006). Como j4 evidenciado, o
tratamento com pioglitazona (agonista de PPAR-y) promove o aumento da expressdo de IL-4 e
reducdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a) em modelo de miocardite
experimental (HASEGAWA, 2005). Ao contrério, o uso de antagonistas de PPAR-y (BADGE e
T0070907) promove o aumento da produgcdo de IFN-y e diferenciagdo de células Thl, como
evidenciado em modelos de encefalomielite experimental (RAIKWAR et al., 2005). Uma vez
que os ligantes de PPAR-y parecem influenciar na dicotomia Th1/Th2 nesta dissertagcdo, foi
investigado a acdo do agonista (ciglitazona) e do antagonista (GW 9662) na infeccao
experimental com L. major in vitro.

A andlise da expressdo do PPAR-y em macréfagos infectados com L. major in vitro
demonstrou que a infeccdo promove aumento na expressao do PPAR-y quando comparado a
cultura de macréfagos peritoneais nao-infectados. Este dado sugere que a modulagao da
expressdo do PPAR-y através do uso de ligantes (agonistas e antagonistas) constituiria um
importante alvo molecular de investigacdo, podendo alterar o perfil de resposta imune a infec¢ao
por L. major.

Para investigar a hipétese de que a expressdo diferenciada do PPAR-y poderia modular a
infeccdo com L. major foram realizados ensaios para avaliacdo da carga parasitaria in vitro. Foi
observado que o tratamento com GW 9662 reduziu a carga parasitdria em relacdo aos controles
nao-tratados. Ao contrério, a adi¢do de ciglitazona promoveu aumento da carga parasitdria. O
antagonista de PPAR-y (GW 9662) promoveu uma discreta redu¢do no percentual de macréfagos
infectados e do nimero de amastigotas por célula. Por outro lado, a ciglitazona promoveu
aumento no ndmero de amastigotas e no percentual de macréfagos infectados. Até o momento,
ndo havia estudos relacionando a atividade dos ligantes de PPAR-y no modelo de leishmaniose in

vitro. Com o objetivo de avaliar se a reducdo da carga parasitdria induzida pelo GW 9662 seria
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oriunda de uma atividade citotoxica deste ligante sobre a célula hospedeira, a liberacdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) foi avaliada nos sobrenadantes de culturas tratadas com ciglitazona
e GW 9662. Os dados obtidos mostraram que o tratamento com GW 9662 ndo promoveu
alteracoes celulares capazes de resultar na liberacdo da LDH, excluindo assim, a possibilidade de
morte celular por necrose. Do mesmo modo, a adi¢cdo de ciglitazona, também, ndo induziu
necrose nos macréfagos.

Ap6s excluir a hipétese de morte celular por uma via necrética, foi investigada a
participacdo de importantes mediadores celulares imprescindiveis ao fenomeno de resisténcia a
infeccdo com L. major. Sendo NO uma molécula necessdria ao controle da proliferacdo da L.
major (INIESTA et al., 2001; WEI et al., 1995), foi investigado como os ligantes de PPAR-y
poderiam modular a produc¢do deste importante agente microbicida. Observou-se que o
antagonista promoveu um aumento na expressao de iNOS e conseqiientemente, da producao do
NO. Por outro lado, a ciglitazona, suprimiu a expressdo da iNOS, culminando na redugdo dos
niveis de NO em monocamadas de macréfagos infectados estimuladas com LPS. Estes dados
estdo de acordo com informacdes da literatura, que mostram que os agonistas de PPAR-y, tais
como a 15-d-PGJ; e as tiazolidinodionas sdo capazes de suprimir a producido de NO através da
inibicdo da enzima iNOS em macréfagos murinos ativados com IFN-y e LPS (COLVILLE-
NASH et al., 1998; RICOTE et al., 1998). Os resultados apresentados nesta dissertacdo sao os
primeiros a relacionar a acdo do antagonista de PPAR-y com a expressdo de iNOS e liberagdo de
NO

Sabendo-se que a producdo de NO pode ser modulada pela acdo de citocinas
inflamatorias, tais como o TNF-a, avaliou-se a possivel participacdo desta citocina no modelo da
infeccdo com L. major. Este mediador é capaz de atuar sinergicamente com outros mediadores

inflamatérios, como o IFN-y, na ativacdo de macréfagos, induzindo a producdo de NO, e assim,
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controlando a proliferacdo da L. major (GREEN et al., 1990). Os resultados obtidos nesta
dissertacdo evidenciaram que o tratamento com GW 9662 promoveu aumento na producdo de
TNF-a. Assim, o estimulo a produ¢ao do TNF-a mediado pelo antagonista de PPAR-y é capaz de
promover a ativacdo de macréfagos o que resulta no aumento da producdo de NO, mediador
responsavel pela morte de patégenos intracelulares. A ciglitazona, por outro lado, apresentou
efeito inibitério sobre a producdo de TNF-o mesmo sob estimulo de LPS. O efeito
potencializador do antagonista na produc¢ido de TNF-a e a atividade supressora do agonista estao
de acordo com as informacdes da literatura. Os agonistas naturais e sintéticos de PPAR-y s@o
capazes de suprimir a produgdo de citocinas pré-inflamatérias em macréfagos murinos, tais como
IL-6 e TNF-o (ALLEVA et al., 2002). Outros modelos experimentais também evidenciaram tais
efeitos supressores; o TNF-a, um dos mediadores responsdveis pela resisténcia a insulina,
apresenta seu efeito antagonizado pelas TZDs (IWATA et al., 2001). Em doencas autoimunes,
também foi evidenciado o efeito supressor da pioglitazona (um farmaco da classe das TZDs)
sobre a producdo de TNF-a e IL-13 (HASEGAWA et al., 2005).

Apo6s avaliar alguns dos possiveis intermedidrios responsdveis pela reducdo da carga
parasitdria, foram analisados outros mediadores de perfil antiinflamatérios, tais como o TGF-§,
IL-10, PGE, e algumas sintases da cascata do AA, elementos que poderiam estar associados ao
aumento da carga parasitdria evidenciada pelo tratamento com o agonista. O primeiro mediador
estudado foi o TGF-B, um importante modulador do sistema imune, capaz de inibir a
diferenciacdo e proliferacdo de células T (GORELIK er al., 2002). Sua participagdo nos
processos de infec¢do chagdsica experimental foi evidenciada por GAZZINELLI e colaboradores
(1992) através de estudo demonstrando a acdo antiinflamatéria desta citocina, resultando na
desativacdo da atividade microbicida do macréfago e, portanto, culminando na proliferacdo do

parasita. Sob tratamento da ciglitazona, os macréfagos infectados apresentaram um aumento
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significativo na secrecdo de TGF-B. A elevacdo dos niveis do TGF-B sugere uma atividade
moduladora da ciglitazona sobre a producdo desta citocina, contribuindo, portanto, para o
aumento no nimero de amastigotas nos macrofagos infectados.

Outra importante citocina com acao antiinflamatdria quantificada foi a IL-10. Semelhante
ao efeito evidenciado sobre a produgdo de TGF-f, a ciglitazona também promoveu uma elevacao
dos niveis de IL-10 produzidos pelos macréfagos infectados. Este agonista parece potencializar
ou agir sinergicamente com o TGF-p, resultando em um aumento, ainda maior, dos niveis de IL-
10 no sobrenadante da cultura de macréfagos infectados. Por outro lado, o antagonista, GW 9662,
apresentou efeito inibitério sobre a produgdo desta citocina, mesmo sob incubagdo simultanea
com o TGF-B. Estas informagdes corroboram com as informacdes descritas na literatura que
demonstram a capacidade de agonistas de PPAR-y reduzirem a producao de IL-10 em modelos
de colite experimental (RAMAKERS et al., 2007).

Em relagdo aos prostandides, investigou-se a participacao da enzima COX-2 e PGD
sintase, além da quantificacdo da PGE,. Ao avaliar a expressdao da enzima COX-2 (uma isoforma
da cicloxigenase induzida sob condi¢des inflamatdrias) foi mostrado que o GW 9662 atua como
um agente supressor da expressdo desta enzima. Quando analisada a expressao da PGD sintase,
responsavel pela producdo de 15-d-PGJ, (agonista de PPAR-y), foi verificado um perfil
semelhante, ou seja, um efeito inibitério da expressdo da PGD sintase, resultante da acdo do GW
9662. REILLY e colaboradores (2001) evidenciaram que a rosiglitazona (agonista de PPAR-y) e
a 15-d-PGJ, sdo capazes de bloquear a producdo de NO em macréfagos sob estimulo do LPS.
Desta maneira, o aumento da sintese de NO observado sob tratamento com GW 9662 poderia ser
resultante da acdo inibitoria sobre a expressao da PGD sintase

Em relacdo a PGE,, um prostanéide que apresenta um efeito indutor na proliferacdo de

parasitas intracelulares (FREIRE-DE-LIMA et al, 2000), foi demonstrado que a ciglitazona é
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capaz de promover aumento dos niveis de PGE,, enquanto o GW 9662 parece nao alterar
significativamente a sintese deste mediador. Quando sob o estimulo do TGF-B, o antagonista
(GW 9662) mantém sua acdo supressora sobre a producdo da PGE,, evidenciando, portanto, sua
capacidade de modular a sintese de PGE; induzida por TGF-f. (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000;
HIRAGA, 2006). Assim, evidenciamos que o aumento da PGE, (nesse contexto apresentando
acdo antiinflamatoéria) promovido pela ciglitazona parece justificar o aumento na replicacdo das
formas amastigotas do parasita evidenciado nos experimentos descritos nesta dissertacao.

Além da IL-10, TGF-B e prostandides, a proliferacio da Leishmania dentro dos
macréfagos pode ser controlada pela producdo da arginina e atividade da enzima ornitina
descarboxilase (ODC) (INIESTA et al., 2001). Como ja descrito na literatura, a proliferagcao de 7.
cruzi pode ser exacerbada pela co-incubac¢do de células infectadas com células apoptéticas,
resultando no aumento da atividade das enzimas arginase ¢ ODC, e, portanto, dos niveis de
poliaminas favorecendo o desenvolvimento do parasita (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).
Considerando-se o papel da arginase no fendmeno de proliferacio parasitdria, foi investigada a
participacdo desta no modelo de leishmaniose experimental in vitro sob o tratamento com os
ligantes de PPAR-y. Os dados obtidos no Western Blotting sugerem que a ciglitazona, ao
suprimir a expressao da iINOS, promoveria um desvio na utilizacdo da L-arginina, podendo
direcionar a ativagdo da via arginase/ODC e levar ao aumento da producdo de poliaminas. A
elevacdo dos niveis destes compostos favoreceria o crescimento da L. major no interior dos
macréfagos infectados, fato demonstrado pelo maior percentual de macréfagos infectados e
maior nimero de amastigotas verificado nos macréfagos tratados com ciglitazona. Por outro lado,
0o GW 9662 mostra-se como um agente supressor da atividade da arginase, mesmo sob o estimulo

do TGF-B. Ratificando a possivel atividade dos ligantes de PPAR-y na via arginase/ODC,

62



LINSALATA e colaboradores (2006) demonstraram que a expressao de PPAR-y estd associada
ao aumento da expressao dos niveis de mRNA da ornitina descarboxilase (ODC).

Ap6s evidenciar a elevacdo dos niveis de TGF-B e PGE,, resultante da acdo direta dos
ligantes de PPAR-y sobre a sintese destes compostos, também foi investigado o envolvimento de
TGF-B e PGE,; como produtos da via de morte por apoptose nas células. O ensaio de TUNEL
mostrou que a ciglitazona promoveu um aumento discreto no percentual de macréfagos
apoptoticos. Estas informagdes coincidem com dados prévios da literatura, que demonstraram o
efeito apoptotico dos agonistas de PPAR-y (15-d-PGJ; e ciglitazona) em linhagens de células T e
B (Jurkat e Raji, respectivamente) (KANUNEFRE et al., 2004). Apds o tratamento com o agonista
do PPAR-y as células apoptéticas seriam reconhecidas por outros macréfagos nao-apoptéticos
levando a produgdo de TGF-B e IL-10; aumento da sintese de poliaminas e, portanto, culminando
no aumento da proliferacdo do parasita. O papel das células apoptéticas na desativacdo de
macréfagos ja foi evidenciado em modelos de infeccdo com Trypanosoma cruzi e Leishmania
spp. (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000; VAN ZANDBERGEN et al., 2006). Ressalta-se que a via
de apoptose seria um mecanismo complementar, € ndo a principal via de producgdo destes
mediadores, uma vez que o percentual de macréfagos apoptéticos foi pouco significativo.

Além das alteracdes promovidas no perfil da resposta imune a infec¢do por L. major,
estudos complementares foram realizados para avaliar a atividade dos ligantes de PPAR-y sobre a
morfologia celular. A andlise estrutural dos macréfagos evidenciou que o tratamento com a
ciglitazona favoreceu a formacdo de estruturas intracelulares (nos macréfagos e nas formas
amastigotas) semelhantes a corpusculos lipidicos (CLs). A formag¢ao dos CLs poderia favorecer a
producdo de mediadores lipidicos e dessa maneira, auxiliando na imunomodulacdo de
macré6fagos, inibindo sua capacidade microbicida e favorecendo o crescimento do parasita. Por

outro lado, o tratamento com o antagonista (GW 9662) promoveu alteracdes morfoldgicas
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significativas no parasita, fato evidenciado pela perda de contetido citoplasmatico. Este fendmeno
poderia levar a morte do parasita, justificando a reduc¢do da carga parasitiria observada com o
tratamento com GW 9662.

E de grande relevincia prosseguir com o estudo dos ligantes de PPAR-y sobre a infec¢io
por L. major. Nesta dissertacdo foi demonstrado um perfil imunomodulador dos ligantes de
PPAR-y sobre macréfagos infectados. Com o objetivo de ratificar nossos resultados e delinear o
mecanismo de a¢ao dos ligantes, mostra-se imprescindivel a avaliacdo de sua atividade destes em
modelos in vivo. Com base nos resultados aqui apresentados, sugerimos que a modulagdo da via

do PPAR-y pode constituir um novo alvo terapéutico para o tratamento das leishmanioses.
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6. CONCLUSOES

e O processo de infec¢do por L. major induz o aumento da expressao do PPAR-y;

e Os ligantes de PPAR-y exercem efeitos imunomoduladores no modelo de infeccao

experimental de macr6fagos murinos por L. major;

e Efeitos evidenciados na cultura celular tratada com GW 9662 (antagonista), promovendo

resisténcia a infec¢ao:

reducdo da carga parasitiria in vitro, bem como do percentual de macréfagos

infectados e do nimero de amastigotas por célula;

elevagdo dos niveis de TNF-a e NO;

aumento da expressdo da enzima iNOS;

inibi¢do da expressdo das enzimas COX-2 e arginase;

e Atividade da ciglitazona (agonista) na cultura celular favorecendo a susceptibilidade a

infecgdo celular:

aumento da carga parasitaria;

aumento dos niveis de TGF-f, IL-10 e PGE;

elevacao no percentual de células apoptoticas de forma a favorecer o parasita;

diminui¢do da expressao da enzima iNOS;
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aumento da expressao da enzima arginase;

estimulo a formacao de corpusculos lipidicos nas formas amastigotas;

¢ Nos modelos esquemadticos I e II sdo descritas, resumidamente, as principais atividades

moduladoras exercidas pelos ligantes de PPAR-y

¢ Os resultados obtidos sugerem que o PPAR-y constitui um possivel alvo terapéutico para

o tratamento das leishmanioses.
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Figura 18: Modelo esquematico I — Efeito do GW 9662 no modelo de infec¢do experimental por

L. major e na cultura de promastigota in vitro.
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iNOS - Oxido nitrico sintase induzida; NO — Oxido nitrico; RTNF-¢, — Receptor do Fator de

necrose tumoral; TNF-a — Fator de necrose tumoral; M.I - macréfago infectado com L. major.
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Ser — Fosfatidilserina; RFtdSer — Receptor de Fosfatidilserina; TGF-p — Fator de transformacao
e crescimento tumoral; RTGF-B — Receptor do fator de transformacdo e crescimento tumorals
PGE, - Prostaglandina E,. IL-10 — Interleucina 10; RIL-10 Receptor da interleucina 10; M.I -
macréfago infectado com L. major.(1) Via principal de agdo da ciglitazona; (2) Via secundéria de

acdo da ciglitazona.
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