40

MIMETISMO APOPTGTICO COMO POSSIVEL MECANISMO IMUNOPATOGENICO DA LEISHMANIOSE
CUTANEA DIFUSA (LCD)

APOPTOTIC MIMICRY AS A POSSIBLE IMMUNOPATHOGENIC MECHANISM OF DIFFUSE CUTANEQUS LEISHMANIASIS (DCL)
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A Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) € uma manifestacdo clinica rara das leishmanioses, caracterizada pela
presenca de inimeros macr 6fagos intensamente parasitados. Tem sido sugerido que a L CD resulta da auséncia de
resposta imune celular a antigenos de Leishmania, levando ao crescimento descontrolado do parasita. No Brasil, a
L CD é quase que exclusivamente causada pela Leishmania (Leishmania) amazonensis. Nessa revisdo discutiremos o
papel da morte celular programada por apoptose como possivel mecanismo imunopatogénico na infecgdo por L.
amazonensis. Semelhante ao que ocorre durante o reconhecimento e fagocitose de células apoptéticas, formas
amastigotas de L. amazonensis expdem PS em sua super ficie, em um mecanismo chamado “ Mimetismo Apoptético”
que resulta na desativagédo do macr éfago e possibilita o estabelecimento e manutencgéo da infecgdo. Nesse contexto,
0 estudo da exposi¢ao de PS nos isolados de L. amazonensis de pacientes com L CD pode contribuir na elucidagdo de
mecanismos supressores nessa patologia.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, mimetismo apoptético, fosfatidilserina, M acr 6fago.

Diffuse Cutaneous Leishmaniasis (DCL) isarareclinical manifestation of Leishmaniasis, characterized by a number of
macrophagesheavily parasitized. It hasbeen suggested that DCL resultsfromalack of cell-mediated immunity toleishmanial
antigen, leading to uncontrolled parasite growth. In Brazil, Leishmania (Leishmania) amazonensis is the main specie
involved in DCL cases. In this review we approached the role of programmed cell death by apoptosis as a possible
immunopathogenic mechanism in the L. amazonensis infection. Similarly to the exposure and recognition of apoptotic
cells, L. amazonensis amastigotes expose PS on its surface, in a mechanism called “ Apoptotic Mimicry” which drives
macrophage deactivation and allows the infection establishment and maintenance. In this context, the study of PS
exposurein theisolatesof L. amazonensisof patientswith DCL may contributein theelucidation of suppressor mechanisms

in this pathology.

Key words: Leishmania amazonensis, apoptotic mimicry, phosphatidylserine, macrophage.

L eishmaniosecuténeadifusa (L CD)

A leishmaniose € um problema grave de salde publica,
sendo incluida entre as seis mais importantes endemias do
mundo. No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) apresenta extensa distribuigdo com registro de casos
em todas as regifes brasileiras. A LTA apresenta um amplo
espectro de manifestagtes clinicas queincluem aleishmaniose
cuténealocalizada (L CL), leishmaniose cutdneamucosa (L CM)
e leishmaniose cutanea difusa (LCD)®. Enquanto as lestes
naL CL so exclusivamente cutaneas e tendem acicatrizacao,
na LCD as lesBes se caracterizam por um denso infiltrado
dérmico de macréfagos vacuolizados intensamente
parasitados®. No Brasil, a LCD é causada quase que
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exclusivamentepelal. (L.) amazonensis, apesar dessaespécie
ja ter sido associada a todas as formas de |eishmaniose
tegumentar e eventualmente aformavisceral©.

A LCD constitui umaformaclinicarara, porém grave, de
natureza crénica, com recidivas freqientes e anergia ao teste
intradérmico de Montenegro (IDRM), devido a
imunossupressao da resposta imune celular especifica para
antigeno de Leishmania®®¥- O intenso parasitismo
intramacroféagico naslesdesde LCD reflete o estado funcional
desses macréfagos, considerados permissivos?”. A ativagéo
deficiente dos macréfagos na L CD dificulta a eliminacéo da
Leishmania resultando em um processo inflamatorio
desorganizado, incapaz de controlar ainfecgao®.

Assim como nasdiferentesformasclinicasdaleishmaniose,
os fatores determinantes da L CD sdo multifatoriais e podem
estar associados tanto a eventos imunol égicos e genéticos
do paciente quanto a fatores patogénicos relacionados ao
parasito e ao vetor* 1% 1222 A participacdo de fatores
associados ao parasita tem sido evidenciada por alguns
autores? 329 embora sgja um ponto que ainda permanece a
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ser mais bem explorado. Nesse sentido, a exposi¢cdo de
marcadores de apoptose pelo parasito poderia ser um dos
fatores a contribuir durante interacdo parasita-hospedeiro
como possivel mecanismo imunossupressor daL CD.

Conseqliénciasdo reconhecimento decélulasapoptéticas

Apoptose é um tipo de morte celular programada de
fundamental importancia paraamanutencdo da homeostasia
e desenvolvimento tecidual e caracteriza-se por diversas
modificagbes morfologicas e bioquimicas®?’). O
reconhecimento de células apopt6ticas ocorre devido a
expressao ou exposicao deligantes de superficie queinteragem
com as células fagociticas do sistema imune inato, como
macroéfagos e células dendriticas, sendo afosfatidil serina (PS)
um dos principaisligantes estudados nesse contexto®. O PS
éum fosfolipidio estrutural presente no folheto citoplasmético
da membrana da bicamada lipidica que é externalizado em
resposta a um estimulo apopt6tico, caracterizando um dos
eventos iniciais desse tipo de morte celular programada®.
Até este momento ndo esta claro se existe um receptor
especifico parao PSequal seriaessereceptor, mas existe um
consenso atual que o sistema de reconhecimento de ligantes
na superficie de células apoptéticas compreende varios
receptores na membrana de fagocitos que atuam de modo
redundante, otimizando a capaci dade do organismo de eliminar
rapidamente essas células™.

O reconhecimento de PS na superficie de células
apoptéticas fagocitadas por macrofagos ocasiona uma
respostaimune supressora mediada por TGF-, e PGE,"9. A
pré-sensibilizagdo de camundongos com lipossomas de PS é
suficiente parainibir umarespostaimune antigeno-especifica
in vivo @Y, Células de linfonodos dos animais pré-
sensibilizados com lipossomas de PS aumentam a producdo
de TGF-P3, sugerindo um papel direto de PS naregulagéo da
resposta imune, inibindo a inflamacéo e mantendo a
homeostase do tecido®.

Apoptoseeparasitisno

Na ultima década tem sido demonstrado que a via de
desativagdo do macréfago induzidapelafagocitose de células
apoptéticas é utilizada por diversos patégenosintracelulares
como estratégia de replicagdo por vias dependentes da
producdo de mediadores antiinflamatorios. Van Zandbergen
et al.®% demonstraram um mecanismo descrito como “ Cavalo
deTréid” eminfecgdes com L. major. Neste modelo, formas
promastigotas infectam neutréfilos que, por suavez, entram
em apoptose e sao fagocitados por macrofagos. A
internalizacdo através do reconhecimento do neutréfilo
apoptético evita o contato direto do parasita com receptores
macrofagicos e induz a produgéo de TGF-f,. Destaforma, a
entrada do parasita no macrofago é facilitada e a ativagao
desta célula inibida, resultando no estabelecimento da
infecgao®.

Na infeccdo experimental por Trypanossoma (T.) cruz,
grande numero de células T CD4+ apoptoéticas sdo

evidenciadas no bago de camundongos infectados®. O
reconhecimento dessas células T apoptoéticas pelos
macrofagos favorece a proliferagdo do T. cruz intracelular
através dainducéo da producéo de TGF-B, poliaminase PGE,
pela célula hospedeira®®. Na infecgdo por L. major, as
conseqliéncias da fagocitose de neutréfilos apoptéticos por
macréfagos apresentam dois comportamentos que dependem
do gendtipo do hospedeiro®. Em camundongos BALB/c, a
fagocitose de neutrofilos apoptoticos leva a um aumento de
sua carga parasitaria em um mecanismo dependente da
secregdo de TGF- B, e PGE,. Jaem camundongos C57BL/6, a
cargaparasitariadiminui de maneiradependentede TNF-a e
elastase neutrofilica®.

Resultados recentes de nosso grupo sugerem que a
fagocitose de neutréfilos humanos apopt6ticos favorece a
replicacdo intramacrofégica de L. amazonensis via indugdo
de TGF-, ePGE,"". Nestesmodel os, osparasitasintracelulares
aproveitam o ambiente gerado pelainteracdo entre as células
apoptéticas e os macréfagos como mecanismo de escape
devido ainibicdo darespostainflamatoria e evasao da morte
no momento dainfeccdo da célula hospedeira.

“Altruismo Celular” e “Mimetismo Apopt6ético” na
Leishmania

Além da capacidade que patdgenos intracel ulares tém de
se beneficiarem dos processos antiinflamatérios induzidos
pel o reconhecimento de cél ulas apoptéticas por macréfagos,
tem sido demonstrado que parasitas do género Leishmania
s80 capazes de atuar de maneira ativa no programa de morte
celular, sejapel o suicidio de umasub-popul agéo paragarantir
0 sucesso do restante da populac&o, seja por mimetizar o
fenotipo apoptotico, ajudando o parasita a evadir os
mecanismos microbicidas do sistemaimune do hospedeiro.

A exposicdo de PS na superficie de L. major tem sido
considerada como um fator de viruléncia na forma
promastigota, influenciando no estabel ecimento dainfecgéo.
Van Zandbergen et al.®» demonstraram que o0 sucesso da
infecc&o com promastigotasde L. major, em modelosin vitro
e in vivo, depende da presenca de parasitas apoptoticos no
inoculo no momento dainfeccdo. Durante afase estacionaria
de culturas de promastigotas, aproximadamente 50% dos
parasitas morrem por apoptose com arredondamento do corpo
celular, desorganizagdo da estrutura do cinetoplasto,
condensagdo da cromatina nuclear e exposicéo de PS €V, O
reconhecimento dos parasitas apopt6ticos induz a producéo
de TGF-B pelos neutréfilos criando um ambiente
antiinflamatorio que propiciaasobrevivénciadasformas nao
apoptaticas. Este tipo de comportamento foi determinado de
“Altruismo Celular” @9,

Mecanismos semelhantes de cooperacdo entre
promastigotas apoptoticas e viavels no momento dainfecgdo
também foram observados em promastigotas de L.
amazonensis. Wanderley et al.®*¥ demonstraram que o
reconhecimento dos parasitos que expdem PS (PS™) pelos
macrofagos estimula os processos de internalizagdo einibe a
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atividade microbicida, facilitando a sobrevivéncia e a
proliferacéo dasformas que ndo expdem PS (PS™) no interior
dacélula. A importanciadeste mecanismo de cooperacao entre
asduas populagBesfoi confirmadaem modelo deinfeccdoin
vivo. Camundongosinfectados com formas metaciclicas PS™
ou PS™ jsoladamente ndo desenvol vem leséo ou apresentam
|esBes significativamente menores que aquel asinfectadas com
as duas formas do parasita®. Esses dados sugerem que a
presenca de parasitas apoptoticos é crucial para a
sobrevivéncia do parasita e o desenvolvimento da doenca.

Os mecanismos pel os quais a exposi¢do de PSfavorece a
infecc@o da Leishmania diferem entre as duas formas
evolutivas do parasita, refletindo distintas estratégias de
interacdo com a célula hospedeira. Freitas Balanco et al.®
mostraram que amastigotas de L. amazonensis expdem PS ha
superficie celular, sem necessariamente concluirem o programa
de morte, em um processo descrito como “Mimetismo
Apoptético” (Figura 1)@9. Assim como para as formas
promastigotas, a exposi¢do de PS nas formas amastigotas
também representa um importante fator de viruléncia e é
fundamental para o reconhecimento e fagocitose do parasita
pelo macr6fago®.

Nesse sentido, ha evidéncias de que formas amastigotas
deL. amazonensis sdo capazesdeinibir diretamente aatividade
microbicida de fagocitos através da exposicao e do
reconhecimento de PS nasuamembrana®. Em seguidaocorre
a internalizacdo destes parasitas por macréfagos e a
exacerbacdo da infeccdo, por um mecanismo mediado por
aumento naprodugéo de TGF-, e IL-10 ereducéo dasintese
de 6xido nitrico*®-*2. Em model os murinos deinfecgéo por L.
amazonensis, a exposi¢cdo de PS foi dependente do perfil
genético de susceptibilidade (BALB/c) ouresisténcia(C57BL/
6), induzindo respectivamente alta ou baixa expresséo da
molécula, com conseqliéncias diferenciais para a resposta
imune naeliminacéo do parasita®.

Figura 1. Mimetismo apoptético em amastigotas de
Leishmania amazonensis (Desenho de Fernando Real).

Assim, a expressdo de PS na superficie das formas
amastigotas de L. amazonensis € um fator de viruléncia, pois
funcionacomo um ligante, mediando o reconhecimento destes
parasitas por macréfagos®®. O bloqueio da sinalizagéo por
PS ou seu receptor especifico na membrana macroféagica
diminui ainternalizacdo eaproliferagointracelular dasformas
amastigotas, de modo especifico®. Estesresultados mostram
gue aexposi¢ao de PS por formas amastigotas, além detorné-
lasmaisinfectivas, induz umapermissividade macrofégicapara
0 crescimento do parasita.

M ecanismo semel hante parece ocorrer em outrasinfecces
parasitarias, como tem sido mostrado na infeccao por
Toxoplasma gondii® eformastripomastigotasde T. cruzi®®,
onde em ambos, a exposi¢cdo de PS pelo parasita inibe a
producéo de 6xido nitrico durante ainfecgdo de macréfagos.
Além disso, algunsvirus utilizam um mecani smo semel hante
para serem internalizados por células hospedeiras, como o
virusVaccinia® e Citomegal ovirus®. Portanto, ahabilidade
em induzir uma resposta antiinflamatéria utilizando
caracteristicas de células apoptoéticas parece ser um
mecanismo comum entre patdégenos intracelulares que
precisam lidar com mecanismos microbicidas das células
hospedeiras.

Exposicdo dePSem isoladosdel . amazonensisobtidosde
pacientescom LCD

Atualmente nosso grupo tem se dedicado ao estudo do
papel daexposicao de PS nasuperficie dediferentesisolados
de L. amazonensis. Nossa hipotese € que isolados de L.
amazonensi s obtidos de pacientes com L CD apresentam maior
exposi¢cdo de PS em comparagdo com a forma LCL e isto
contribui para desativagdo do macréfago, favorecendo a
replicacdo do parasita. Paraisso, comparamos aexposi¢do de
PS em isolados de L. amazonensis de casos clinicos de LCD
relatados no Maranh&o nafase ativadadoencae comparamos
aos isolados de L. amazonensis de pacientes com LCL de
casos clinicos da Bahia.

Nossos resultados preliminares indicam que os isolados
obtidos de pacientes com LCD apresentam maior exposi c&o
de PSdo que osisolados de pacientescom L CL ap6s 24 horas
de infecgdo. Além disso, os resultados mostraram que a
infeccdo com as amastigotas de pacientes com LCD
apresentaram maior porcentagem de macrofagosinfectadose
indice de infeccdo, quando comparados a infecgdo com
amastigotas de pacientescom LCL (Franca-Costaet al ., dados
ndo publicados). Por outro lado, independente da cepa do
parasita analisada, os par@metros de infectividade se
correlacionam positivamente com a exposi¢cdo de PS nos
parasitas (Figura?2).

Os resultados demonstraram que os isolados de L.
amazonensi s de pacientescom LCD foram maisinfectivosdo
que as cepas isoladas de pacientes com LCL, sugerindo o
aumento naexposi ¢do de PS como um mecani smo de adaptacéo
importante paraasobrevivénciae estabel ecimento dainfecgdo
em pacientes com LCD. No entanto, € preciso aprofundar os
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Figura 2. Relagdo entre o indice deinfectividade e exposi¢éo
de PS. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis
isolada de pacientes com LCD ou LCL. Os dados mostrados
no eixo X sdo referentes a quantificacdo da exposicédo de PS
em amastigotas purificados de macréfagos apos 24 horas de
infeccéo (valores representados em A MFI que corresponde
adiferencadamédiadeintensidade de fluorescénciaentre os
parasitas marcados e ndo marcadoscomAnexinaV). No eixo
Y estdo mostrados os valores referentes ao indice de
infectividade (porcentagem de macroéfagos infectados x
ndmero de amastigotas por macréfago/100) em 72 horas pos-
infeccdo. Para analise de associagéo entre os parametros de
exposi¢do de PS e indice deinfectividade foram utilizamos o
coeficientede correl acdo de Spearman (r). Utilizamosumacurva
quadrética polinomial para evidenciar a tendéncia da
correlacdo. Valor dep < 0.05foi considerado estatisticamente
significativo.

r=0,042
4- p=0,016

Indice de Infectividade
N

O ) ) ) 1
0 10 20 30 40

Exposicédo de PS (AMFI)

mecanismos pel os quai s o reconhecimento de PS nasuperficie
doisolado de L. amazonensis desativaarespostamacrofégica.
Um possivel candidato € o TGF-f, que além de ser umas das
principais citocinas envolvidas na resposta macrofagica
deflagradaem reconhecimento ao PS, é capaz de potencializar
a via da arginase levando a producg&o de poliaminas,
importantes mol éculas envol vidas em eventos de proliferagéo
celular e apoptose®. A capacidade indutora da producéo de
TGF-B, tem sido considerada como um mecanismo de
viruléncia potencial responsavel pelainfeccdo de humanos
com L. amazonensis, bem como um mecanismo de escape
paraesseparasita®®. Altos niveisde TGF-, foram observados
em |esdes de pacientes com L CD quando comparado alesbes
de cutanea localizada®”. Por outro lado, Giudice et al.?
demonstraram que a resisténcia ao 6xido nitrico de isolados
de L. amazonensi sobtidos de pacientes com diferentesformas
clinicas se correlaciona com a severidade da doenca.
Entretanto, amodul agdo negativada producdo de dxido nitrico
na célula hospedeira induzida pela exposicéo de PS na
superficie de L. amazonensis aindan&o foi demonstrada.

O conhecimento sobre a dindmica de expresséo de PS,
juntamente com aidentificag8o dos mecanismos envolvidos
na supressdo de respostas efetoras observada nos pacientes
com L CD, pode resultar em alvosterapéuticos paraintervir na
imunopatogénese dessa doenca estigmatizante.
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