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Resumo

Os macréfagos (M@) sdo as principais células efetoras do sistema imunitario, capazes
de fagocitar e destruir os agentes patogénicos, desempenhando um papel crucial na defesa
imunitaria inata. Estas células albergam mecanismos microbicidas, tais como a
acidificacdo dos fagolisossomas e a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
de azoto (RNS). Os inibidores de efluxo (EI), tais como verapamil (\VP), tioridazina (TZ),
clorpromazina (CPZ), ouabaina (OUAB) podem transformar M@ com reduzida
capacidade para destruir agentes patogénicos fagocitados em células microbicidas. No
entanto, o papel indireto dos ElI na modulacdo da acidificagdo intracelular e stress
oxidativo, contribuindo para o incremento da funcdo microbicida dos M@, ainda néo é
claro. A leishmaniose € uma doenga parasitaria de grande impacto mundial, cujo controlo
continua a ser um problema por resolver devido aos medicamentos disponiveis terem
efeitos colaterais importantes. Por estes motivos, procedeu-se a procura de estratégias que
promovam a reducdo das doses dos farmacos antileishmania, minimizando os efeitos
secundarios e potenciando a cura.

Este estudo tem como objetivo avaliar o efeito dos EI e do composto natural [6]-
gingerol na resposta inflamatéria dos M@ usando Leishmania infantum como modelo de
infecdo intracelular. A estimulagdo de M@ com lipopolissacarideo (LPS) foi utilizada
como controlo positivo de inflamagdo. A modulagédo de bombas de efluxo da linha
macrofagica utilizada neste estudo pelo EI foi confirmada através do método
fluorométrico semi-automatico de quantificacdo da acumulacdo de EtBr em tempo real.
Para além de agirem como moduladores de efluxo, VP, TZ, CPZ, OUAB e [6]-gingerol
promoveram o aumento da eliminacdo dos parasitas, com diferentes graus de eficacia. A
laranja de acridina e o Lysotracker red foram utilizados para avaliar por microscopia de
fluorescéncia o efeito dos El na acidificagéo intracelular de M@ infetados com L.
infantum. Foi observado que [6]-gingerol inibiu a acidez intracelular. Pelo contrario, o
VP, TZ, OUAB e CPZ promoveram a acidificagdo. O stress oxidativo dos M@,
nomeadamente a producdo de ROS e RNS foi analisada pela através da emissdo da
fluorescéncia, usando dihidrorodamina e pela reacdo de Griess, respetivamente. O [6]-
gingerol ndo induziu a producdo de ROS pelas células infetadas e células estimuladas
com LPS. No seu conjunto, os resultados sugerem que o [6]-gingerol é um composto
antioxidante. Por outro lado, VP aumentou a producdo de ROS e RNS, e CPZ conduziu
ao aumento da producdo de RNS sugerindo que estes compostos sdo indutores de stress
oxidativo.

Todos os El, mas em particular OUAB e [6]-gingerol parecem ajudar a resposta imune
inata, tanto em M@ estimulados por LPS como em M@ infetados com L. infantum. Em
estudos futuros, a associacdo de EI com farmacos antileishmania pode vir a ser vantajosa
para aumentar a eficiéncia da terapéutica.

Palavras-chave: Macrofagos, Inibidores de efluxo, Lipopolissacarideo, Leishmania

infantum




Abstract

Macrophages (M@) are major effector cells able to phagocyte and destroy pathogens,
playing a crucial role in innate immune defense. These cells arbor microbicide
mechanisms such as the acidification of phagolysosomes and the production of reactive
oxygen (ROS) and nitrogen species (RNS). Efflux inhibitors (EI) such as verapamil (VP),
thioridazine (TZ), chlorpromazine (CPZ), ouabain (OUAB) can transform MO with a
reduced ability to destroy phagocytosed pathogens in microbicides cells. However, the
indirect role of El in the modulation of intracellular acidification and oxidative stress,
contributing to increase the M@ microbicidal function, are still unclear. Leishmaniasis is
a parasitic disease of major global impact whose control remains an unsolved problem
due to few available drugs with important side effects.

Therefore, we started looking for a strategy that could promote the reduction of doses
of Leishmania drugs, minimizing side effects and maximizing the cure.

This study aims to evaluate the effect of EI and the natural compound [6]-gingerol in
the M@ inflammatory response using the intracellular Leishmania infantum model.
Lipopolysaccharide (LPS)-stimulated M@ were used as an inflammation positive control.
M@ modulation of efflux pumps used in this study by the EI was confirmed through a
semi-automated fluorometric method by quantifying the accumulation of EtBr in real
time. Besides acting as efflux modulators, the VP, TZ, CPZ, OUAB and [6]-gingerol lead
an increasing elimination of parasites, with different types of efficiency. Acridine orange
and Lysotracker red were used to evaluate through fluorescence microscopy the El effect
in the intracellular acidification of L. infantum-infected M@. It was observed that [6]-
gingerol inhibited intracellular acidification. VP, TZ, OUAB and CPZ increased
acidification. M@ oxidative stress, namely the production of ROS and RNS was analyzed
by fluorescence, using dihydrorodamine and by Griess assay, respectively. [6]-gingerol
not inducing the production of ROS in infected and LPS-stimulated cells. In overall the
results suggest that [6]-gingerol is an antioxidant compound. On the other hand, VP
enhanced production of ROS and RNS, and CPZ has led to increased RNS production,
suggesting these compounds are inducers of oxidative stress.

All El, but in particular OUAB and [6]-gingerol seems to help innate immune
response in both LPS-stimulated M@ and L. infantum-infected M@. Future EI association
studies with antileishmanial drugs may be advantageous for increasing therapeutic
efficiency.

Key-words: Macrophages, efflux inhibitors, lipopolysaccharide, Leishmania infantum
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Introducéo

. Introducao

1. Sistema imunitario

As células representam a unidade estrutural e funcional dos seres vivos. Ao longo do
seu ciclo de vida atuam como transmissores e recetores de inimeros sinais quimicos e
fisicos. As células podem sofrer alteracGes fisiologicas e morfoldgicas provocadas por
estimulos exteriores, como é o caso de infegdes por agentes patogénicos. Estas alteracdes
sdo desencadeadas pelo sistema imunitario em vertebrados (Reybier et al., 2010).

O sistema imunitario € dividido em duas vertentes, a imunidade inata e a imunidade
adaptativa. A imunidade inata consiste na primeira linha de resposta, rapida e nédo
especifica, contra infecBes por agentes patogénicos. Ja a imunidade adaptativa surge
como resposta especifica apds alguns dias de exposi¢cdo a antigénios considerados
estranhos pelo sistema imune. O sistema imune inato inclui barreiras fisicas e quimicas.
As barreiras fisicas sdo as camadas epiteliais da pele e da mucosa, capazes de bloquear a
entrada de agentes patogénicos, como bactérias, virus, fungos e parasitas. As barreiras
quimicas sdo substancias sollveis, como proteinas e recetores membranares. Os agentes
patogénicos que conseguem ultrapassar estas barreiras sdo capazes de sobreviver no
espaco extracelular, infetar células, replicar-se e espalhar-se por outras partes do corpo
(Owen et al., 2009).

1.1.Resposta imunitaria inata

O sistema imunitario inato inclui uma resposta celular altamente eficaz e capaz de
fagocitar agentes patogénicos entre outros elementos considerados estranhos ao sistema
como graos de poeira, pélen, esporos, etc. Os macrofagos (M@) sdo células do sistema
imune inato que através de recetores de membrana conseguem reconhecer componentes
moleculares conservados dos agentes patogenicos, chamados de padrGes moleculares
associados a agentes patogénicos (do inglés pathogen-associated molecular patterns,
PAMP). Os recetores que reconhecem PAMP sdo denominados de recetores de
reconhecimento padréo (do inglés pattern recognition receptors, PRR) (Kawai & Akira,
2010).
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Introducéo

O reconhecimento dos PRR através de PAMP ativa a fagocitose nos M@, através de
vias de sinalizacdo. Outros recetores podem induzir a producdo de proteinas e outras
substancias que orientam o recrutamento de celulas e moléculas para o local da infecéo.
Este acontecimento provoca mudancas fisiologicas, como o inchago local (edema) e
vermelhidao (rubor), sendo denominado de inflamacg&o. A resposta inflamatéria mediada
pela imunidade inata é benéfica para a eliminacdo de agentes patogénicos (Palm &
Medzhitov, 2009).

1.2.Vias de sinalizacdo da fagocitose

As vias de sinalizacdo da fagocitose incitam a extensdo de membrana plasmatica em
torno de particulas e/ou microrganismos, como se encontra esquematizado na Figura 1.
Este acontecimento leva a formacao do fagossoma, desencadeado pela polimerizacdo de
actina. Quando o fagossoma se funde com o lisossoma ocorre a formacdo de
fagolisossoma. Os fagolisossomas apresentam pH &cido e sdo constituidos por agentes
antimicrobianos como proteinas, péptidos, enzimas hidroliticas, e moléculas que

desencadeiam o ataque oxidativo (Areschoug & Gordon, 2009).

O—
Extensao da membrana
plasmdtica em torno de

microrganismos

O microrganismo &
internalizado, formando o

©

0O fagossoma funde-se com
o lisossoma

®

As enzimas lisossomicas
digerem o material

®

Os produtos da digestdo sao
libertados para o exterior

Figura 1: Processo de fagocitose de microrganismos. Adaptado de (Owen et al., 2009).
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1.2.1. Recetores do tipo Toll

Os recetores do tipo Toll (TLR, do inglés Toll-like receptor) séo recetores da familia
dos PRR. O nome “Toll” deriva da giria alema que significa “estranho”, tendo sido
descoberto em embriGes da mosca da fruta com uma mutacdo no gene que altera a
conformacao do eixo dorso-ventral (Patni et al., 2007; Owen et al., 2009).

Existem 13 TLR conhecidos, TLR 1-10 sdo recetores humanos e de murganhos, e
TLR 11-13 sdo exclusivos de murganhos. Na Figura 2 é possivel observar
esquematicamente os ligandos de alguns dos TLR. Os TLR sdo constituidos por trés
regibes: uma regido extracelular com repeticdes ricas em leucina (LRR, do inglés
Leucine-rich repeats), uma regido transmembranar muito curta e uma regido
citoplasmatica denominada por dominio homélogo do recetor Toll/interleucina-1 (TIR,
do inglés Toll/interleukin-1 receptor) (Doyle & O’Neill, 2006).

O TIR interage com outros membros de dominios de TLR por via de transducéo de
sinal. A ligacdo do TLR ao ligando especifico promove a ativacdo de fatores de
transcricdo, como fator nuclear kappa B (NF-xB, do inglés nuclear factor kappa B), o
qual esta envolvido na regulacdo da producdo de enzimas, quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias. Os indutores de NF-xB sdo muito variaveis e incluem espécies reativas de
oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), fator de necrose tumoral alfa (do
inglés tumor necrosis factor, TNF-a), interleucina-1 beta (IL-1B) e lipopolissacarideo
(LPS) (Qin et al., 2005). Quando os TLR interagem com PAMP através de LRR, os TLR
sdo induzidos a dimerizar, formando um homodimero. Contudo, existem TLR que

emparelham entre si, como é o caso de TLR1 e TLR 6 (Patni et al., 2007).

Imidazoquinolina
Componente anti-viral

Lipopeptideo Lipopeptideo

2 e dsRNA ssRNA
triacilo diacilo LPS Flagelina
i o o J<_  CpGDNA
TLR1TLR2 TLR6 TLR2 TLR3 TIR4  TIRS TLR7

J(;@JJ@HHHH

Figura 2: Recetores do tipo Toll e respetivos ligantes. dsSRNA simboliza RNA viral de cadeia dupla (do
inglés double — stranded RNA), ssSRNA significa RNA viral de cadeia simples (do inglés single-stranded
RNA) e CpG DNA exprime os locais onde o DNA contem regides de citosina e guanina separadas por
apenas um fosfato. Adaptado de (Takeda & Akira, 2003).
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O dominio TIR serve de ligacdo a adaptadores que ativam vias de sinalizacdo. Os
adaptadores que ativam vias de sinalizagdo sdo MyD88 (fator de diferenciagdo mieloide
88, do inglés Myeloid differentiation factor 88) e o TRIF (fator de indugdo IFN-B do
dominio TIR, do inglés TIR-domain-containing adaptor-inducing IFN-p factor) (Fukata,
Vamadevan & Abreu, 2009). A maioria dos TLR localizados na superficie das células e
dos lisossomas/endossomas liga-se a MyD88. Contudo, TLR4 ¢é o Unico que se liga a
MyD88 quando esta na membrana plasmatica, sinalizando a endocitose e a TRIF quando

esta nos endossomas apds a internalizagao.

1.2.2. Recetores do tipo NOD

Os recetores do tipo NODLR (do inglés nucleotide oligomerization domain like
receptor, comumente designados apenas por NLR) sdo recetores citoplasmaticos da
familia dos PRR. Os NLR cooperam com recetores do tipo Toll na regulagédo da resposta
inflamatdria e apoptdtica (Gurung & Kanneganti, 2015). Existem cerca de 22 NLR em
seres humanos e 34 NLR em murganhos, divididos em diferentes grupos com base nos
dominios de ativacdo de N-terminal envolvidos na transducdo de sinal (Wells et al.,
2011). Os NLR séo constituidos por 3 dominios: o centro de ligacdo ao nucleétido Nacht,
c-terminal com repetic@es ricas em leucina (LRR) e um dominio de interagao variavel N-
terminal (Franchi et al., 2009).

Um subconjunto NLR denominado por NLRP1 (proteina 1 do dominio pyrin de NLR,
do inglés nucleotide oligomerization domain like receptor with pyrin domain containing
1) é capaz de oligomerizar com uma estrutura ativadora da cascata da caspase 1 e conduzir
a producdo de citocinas pré-inflamatdrias. Esta oligomerizagdo é denominada por
inflamassoma, do inglés inflammasome (Martinon, Burns & Tschopp, 2002). Os
inflamassomas sdo centrais de clivagem e de ativacdo de IL-1p ¢ IL-18 (Gurung &
Kanneganti, 2015). A IL-1p ¢ capaz de induzir a producdo de 6xido nitrico e promover a

morte de Leishmania em M@ (Lima-Junior et al., 2013).
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1.3.Resposta inflamatéria

A resposta inflamatdria € uma reacdo fisiologica desencadeada por uma infegdo ou
trauma/lesdo (Chou et al., 2013). Em consequéncia de uma infecdo os M@ séo ativados,
libertando mediadores inflamatérios, libertando citocinas pro-inflamatérias como TNF-a
e IL-1pB, provocando stress oxidativo (Kassim et al., 2012).

Para serem benéficas as respostas inflamatorias devem ser cuidadosamente reguladas.
Contudo, alguns distlrbios podem gerar uma resposta inflamatoria prejudicial devido a
superproducdo de varios mediadores. Nestes casos, a sepsis € 0 acontecimento mais
perigoso que dai pode advir. A sépsis consiste numa resposta generalizada a infecdo com
sinais e sintomas sistémicos que inclui febre alta, tensdo arterial baixa, funcdo dos
principais 6rgdos comprometida, batimento cardiaco e frequéncia respiratoria elevados
(Kassim et al., 2014). A sépsis causa todos os anos milhGes de mortes e continua a ser a
maior causa de morte hospitalar (Deutschman & Tracey, 2014). A resposta inflamatoria
sistémica desencadeada por septicemia é responsavel por niveis circulantes elevados de
TNF-0, IL-1 e IL-6 (interleucina-6), responséveis por uma elevada morbilidade.

A maior causa de septicemia por bactérias gram-negativas é a molécula
lipopolissacarideo (LPS), componente da membrana externa das bactérias gram-
negativas. O LPS é um ligando de TLR4, um mediador de imunidade inata que estimula
0s M@ ou mondcitos a produzir citocinas pré-inflamatdrias. A exposi¢ao continua dos
M@ ao LPS bloqueia a resposta deste estimulo, sendo designado por tolerancia
imunologica ao LPS. A tolerancia ao LPS possibilita a exposigdo continua do LPS sem

provocar choque septico (Tucsek et al., 2011).

1.4. Stress oxidativo

O stress oxidativo é causado pela acumulacao de espécies reativas de oxigénio (do
inglés reactive oxygen species, ROS) e espécies reativas de azoto (do inglés reactive
nitrogen species, RNS). Os radicais livres sdo espécies quimicas que contém um ou mais
eletres desemparelhados, sdo altamente reativos e capazes de atacar qualquer
biomolécula. Podem ser formados no citoplasma, nas mitocondrias ou nas membranas
(Anderson, 1996; Yu & Anderson, 1997). A associacdo de ROS com RNS ¢ altamente
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toxica para microrganismos fagocitados devido a alteracdo molecular microbiana através
da oxidacdo, hidroxilacéo e producéao de nitritos. Todavia, quando presentes em grandes
concentracfes tém consequéncias para a saude. A ocorréncia de stress oxidativo
moderado esta associada ao aumento de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Os
antioxidantes atuam como reguladores da producédo de ROS e RNS (Bianchi & Antunes,
1999). O [6]-gingerol é um composto bioativo encontrado no gengibre (Zingiber
officinale) muito utilizado na medicina oriental tradicional com capacidade antioxidante,
anti-inflamatoria e anti-tumoral (Aeschbach et al., 1994). Este composto esta relacionado
com a regulacdo de citocinas pro-inflamatorias e tem demonstrado inibir a expressdo de
COX-2 (ciclo-oxidase 2, do inglés cyclooxygenase-2) por ativacdo de p38 MAPK (do
inglés p38 mitogen-activated protein kinases) e NF-xB (Kim et al., 2005; Tripathi et al.,
2007; Lee et al., 2009). A expressdo de COX-2 esta representada esquematicamente na
Figura 3.

MAPK
ROS NF-xB

p38

Transcricao de COX-2

Figura 3: Via de transcricdo de COX-2. Adaptado de (Di Mari et al., 2007)
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1.4.1. Espécies reativas de oxigénio

As ROS sédo concebidas através do complexo enzimatico NADPH-oxidase dos M@
ativos apds ligacdo com microrganismos (Lee et al., 2012). O oxigénio consumido é
fornecido pelo processo de explosao respiratdria (do inglés respiratory burst), no qual a
absorcdo de oxigénio aumenta. O NADPH-oxidase converte o oxigénio em ido
superoxido (O2), que, por sua vez, é convertido em peroxido de hidrogénio (H20>),
através da enzima superdxido dismutase (Nathan & Ding, 2010).

1.4.2. Espécies reativas de azoto

As RNS sdo produzidas ap0s ativacao da transcricdo do gene para a enzima sintase
indutivel do 6xido nitrico (do inglés inducible nitric oxide synthase, INOS) (Kassim et
al., 2012). Ao oxidar L-arginina, iNOS gera L-citrulina e 6xido nitrico (do inglés nitric
oxid, NO). O o6xido nitrico é um agente antimicrobiano de curta duracdo, com elevada

capacidade de indugdo de morte celular (Joo et al., 2014).

1.5. Acidificagéo intracelular

A acidificacdo dos fagolisossomas € caraterizada por um pH de 4 a 4,5 e elevada
atividade das hidrolases. Os materiais ndo degradados sdo removidos das células por
exocitose. A acidificagcdo intracelular € um mecanismo que promove a destruicdo de
inimeros agentes patogénicos através da ativacdo das enzimas hidroliticas (Schaible,
2015). O pH intracelular pode também afetar a atividade de determinados farmacos.
Logo, um microrganismo capaz de influenciar o pH no fagolisossoma tem vantagens para

a sua sobrevivéncia (Eissenberg, Goldman & Schlesinger, 1993).
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2. Leishmaniose

A leishmaniose é uma infecdo parasitaria de mamiferos provocada por parasitas do
género Leishmania transmitidos por flebotomideos (Sacks & Noben-Trauth, 2002; Kaye
& Scott, 2011). Existem mais de 20 espécies de Leishmania responsaveis pela
leishmaniose humana. Dependendo da espécie do parasita e da resposta imune do
hospedeiro mamifero, subsistem varios tipos de manifestac@es clinicas, como é o caso da
leishmaniose visceral (LV) e cutanea (LC) (Singh et al., 2012). A LV € provocada por
infecdo por Leishmania infantum ou Leishmania donovani. Apds a infegdo, o parasita
replica-se no baco, figado e em nodulos linfaticos, sendo esta a forma clinica mais grave
e letal (World Health Organization, 2010). Todavia, no caso de infe¢des por L. infantum
individuos adultos imunocompetentes sdo na sua maioria assintomaticos, sendo o sistema
imunitario capaz de combater o parasita (Sahni, 2012).

A leishmaniose integra o conjunto de doengas tropicais negligenciadas, cujo interesse
da comunidade cientifica tem vindo a aumentar nos ultimos anos, sendo benéfico para o

estudo do combate a esta doenca (Al-Mutawakel et al., 2010).

2.1. Morfologia e ciclo de vida

O protozoério Leishmania é um parasita dimérfico, com uma fase de desenvolvimento
intracelular no hospedeiro mamifero, designada por amastigota e uma fase de
desenvolvimento no hospedeiro invertebrado extracelular, designada promastigota
(Gurung & Kanneganti, 2015).

Quando um flebotomideo fémea realiza uma refeicdo sanguinea num vertebrado infetado
com Leishmania inicia-se um novo ciclo de vida. No intestino médio do vetor, o parasita
altera a sua morfologia para promastigota migrando para a proboscide. O promastigota
carateriza-se por ter um corpo esguio com cerca de 15 a 20 um de comprimento por 1,5
a 3,5 um de largura, com um flagelo anterior com 15 a 29 um. A fase promastigota
distingue-se por duas etapas de desenvolvimento, a etapa prociclico ndo infecioso onde
ocorre replicacdo parasitaria intensa e a etapa metaciclico extremamente infecioso
(Killick-Kendrick, 1999). No momento da alimentacdo sanguinea, o vetor infetado
transmite o parasita na forma promastigota metaciclica através da proboscide. Ja no

hospedeiro vertebrado, os parasitas sdo fagocitados e transformam-se em amastigotas. Os
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amastigotas sdo uma fase de desenvolvimento intracelular obrigatéria ndo flagelada,
apresentam forma esférica ou ovoide com 2,5 a 5 um de didmetro. Alojam-se no vacuolo
parasitoforo que de imediato se funde com lisossomas. Os parasitas replicam-se por fisséo
binaria no interior dos fagolisossomas. Quando o numero de parasitas € elevado, a sua
atividade gera lise celular, sendo que os amastigotas livres sao novamente fagocitados ou
ingeridos por flebotomineos durante uma nova alimentacdo sanguinea (Bogdan &
Rollinghoff, 1998).

2.2. Mecanismos de resisténcia ao sistema imunitario

O parasita Leishmania demonstra possuir diversas estratégias para evitar a sua
destruicdo no hospedeiro mamifero.

Uma destas estratégias coincide com a capacidade de resisténcia a degradacdo pelo
fagolisossoma. O parasita contém proteinas de superficie, como é o caso de
lipofosfoglicano (LPG) que o auxilia no ambiente hostil do fagolisossoma (Gurung &
Kanneganti, 2015). Possui a capacidade de alterar e eliminar a producéo de radicais livre
de oxigénio e azoto através da sua atividade enzimatica (Bogdan & Réllinghoff, 1998).
Este parasita tem ainda a capacidade de inativar a atividade enzimaética lisossomal e
alterar o pH para niveis favoraveis a sua sobrevivéncia dentro do fagolisossoma (Bogdan
& Rollinghoff, 1998; Bogdan, Rollinghoff & Solbach, 1990; Guedes et al., 2015).

2.3. Mecanismos de resisténcia a farmacos

O parasita apresenta inuUmeras estratégias de resisténcia a diversos farmacos. A
elevada atividade de efluxo € um dos principais mecanismos de resisténcia da Leishmania
(Ouellette, Légaré & Papadopoulou, 2001).

Os transportadores ABC (do inglés Adenosine Triphosphate Binding Cassete) séo
proteinas transmembranares que utilizam a energia de adenosina trifosfato (ATP, do
inglés adenosine triphosphate) para translocacBes de varios substratos através da
membrana (Davidson et al., 2008). Existem varios tipos de transportadores ABC, como
€ 0 caso de glicoproteinas-P (Pgp, do inglés P-glycoprotein) que séo proteinas associadas

a resisténcia a multiplos farmacos também designado por multirresisténcia (MDR, do
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inglés Multidrug resistance) (Osorio et al., 2005). Este tipo de mecanismos de resisténcia
é de maior preocupacdo quando ocorre por sobre-expressao de genes que codificam estas

proteinas (Sauvage et al., 2009).

2.3.1. Inibidores de efluxo

Nos ultimos anos, tem sido desenvolvida a hipétese da utilidade da associacdo de
compostos capazes de inibir ou modular o efluxo com os atuais farmacos para combater
infecBes (Shokri et al., 2012). Esta associacdo com inibidores de efluxo (EIl, do inglés
Efflux inhibitors) tem como objetivo diminuir a resisténcia e promover a reducao da
emergéncia de fenétipos de MDR (Piddock, 2006). Alguns exemplos de El sdo o
verapamil (VP), tioridazina (TZ), a clorpromazina (CPZ) e ouabaina (Ouab). O verapamil
é um bloqueador de canais de célcio utilizado no tratamento da hipertensdo, arritmia
cardiaca e cefaleias (Luurtsema et al., 2002). A tioridazina e a clorpromazina séo
farmacos inibidores de ATPases dependentes de célcio (Li et al., 2015). J& a ouabaina é
um farmaco inibidor de canais de potassio. O composto natural [6]-gingerol € um possivel
inibidor de efluxo, embora, ndo seja conhecido qual o seu mecanismo de acéo
(Mukherjee, Mandal & Bhaduri, 2001; Cao et al., 2013).

Apesar de existirem dados cientificos que indicam que a inibicdo de efluxo esta
associada a reducdo de fendtipos MDR, a sua utilizagdo como moduladores de efluxo na
clinica é dificultada pela elevada toxicidade, principalmente no caso de El de primeira
geracdo, como o caso de VP, TZ, CPZ e OUAB. Os inibidores de segunda geracéo,
derivados dos inibidores de primeira geracdo, por sua vez, ttm maior efetividade e
apresentam toxicidade reduzida. Os EI de terceira geracdo tém melhor interacdo com as
bombas de efluxo e menor toxicidade. Existe ainda uma nova quarta geracdo de El
constituida por compostos fitoquimicos com menor toxicidade capazes de diminuir os

fenotipos de MDR, como podera ser o caso de [6]-gingerol (Ponte-Sucre, 2007).
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Objetivos

Esta dissertagdo integra um conjunto de ensaios que tém como objetivo principal
estudar e analisar o efeito de inibidores de efluxo na resposta imunitaria inata e a resposta
inflamatoria intracelular de M@ infetados com L. infantum, procurando interpretar os
mecanismos de acdo que possam potenciar a atividade microbicida e minimizar a
toxicidade para os M@ infetados. Os objetivos especificos foram:

1. Analisar a citotoxidade de EI em M@ RAW 264.7
O efeito citotdxico de VP, TZ, CPZ, OUAB e [6]-gingerol em M@ RAW 264.7 foi

analisado utilizando o método colorimétrico com azul de tetrazolio (MTT).

2. Confirmar a capacidade do VP, TZ, CPZ, OUAB e [6]-gingerol em inibir
bombas efluxo de M@ RAW 264.7

A capacidade de inibicdo de bombas de efluxo da linha celular de M@ foi confirmada

através do método fluorométrico semi-automético de quantificagdo em tempo real da

acumulacdo de brometo de etidio por inibicdo do seu efluxo.

3. Auvaliar o modelo de infe¢do L. infantum em M@ RAW 264.7
A avaliacdo do modelo foi realizada com base na determinagdo da viabilidade de L.
infantum apds infecdo e fagocitose, e na capacidade de multiplicag&o.

4. Estimar o efeito dos EI na acidificagdo dos fagossomas/lisossomas
O efeito de VP, TZ, CPZ, OUAB e [6]-gingerol na acidificacdo dos
fagossomas/lisossomas de M@ estimulados com LPS e de M@ infetados com L. infantum
foi analisado através dos ensaios de fluorescéncia com Laranja de acridina e Lysotracker
red.

5. Avaliar a atividade imunomoduladora dos EIl relacionada com o stress
oxidativo

A producéo de radicais livres de oxigénio e azoto foi determinada através da emissao de

fluorescéncia com dihidrorodamina 123 e por colorimetria na presenca de reagente de

Griess, respetivamente, em M@ estimulados com LPS e infetados com L. infantum.
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1. Materiais e Métodos

1. Material biolégico

1.1 Macrdéfagos RAW 264.7

As células RAW 264.7 derivam de uma linha de macrofagos isolados de tumores de
murganhos BALB/C induzidos pelo virus da leucemia de Abelson (ATCC ® TIB-71 ™),

Esta linha celular foi criopreservada em azoto liquido, em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) (do inglés Roswell Park Memorial Institute culture medium), suplementado com
20% soro fetal bovino (Sigma-Aldrich) (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum) e 10%
dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich).

Apos descongelacdo, as células foram mantidas em aderéncia, em meio RPMI 1640,
suplementado com 10% FBS (Gibco), 2 mM de L-glutamina (Gibco) 50 pug.mL™? de
penicilina (Sigma-Aldrich), 50 pg.mL? de estreptomicina (Sigma-Aldrich) e 10 mM de
HEPES (Sigma-Aldrich) [acido N-(2-Hidroxietil)piperazina-N'-(2-etanossulfénico)] a 37
°C, em atmosfera himida com 5% de CO; (diéxido de carbono).Quando atingiam
concentragdes superiores a 1-3x10° células.mL™?, as células foram centrifugadas a 150 xg
durante 5 min e ressuspendidas em 10 mL de meio de RPMI 1640 suplementado com
10% de FBS.

Para determinar a viabilidade e concentragdo celular, a suspensdo celular foi
adicionado azul tripano na diluicdo de 1:2 e as células viaveis foram quantificadas por

microscopia otica, utilizando um hemocitdmetro (Camara de Neubauer).

1.2 Leishmania infantum

O protozoario L. infantum (MCAN/PT/2012/IMT0O005SG) é proveniente de um
caso de leishmaniose canina do municipio do Seixal, Setdbal, Portugal. A estirpe foi
mantida em murganhos BALB/c, de onde foi reisolada a partir do bago. Os promastigotas
extraidos de macerado de baco foram considerados virulentos até a quarta passagem em
cultura, sendo que os promastigotas com seis ou mais passagens foram considerados ndo

virulentos (Santos-Gomes & Abranches, 1996).
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Os parasitas foram cultivados em meio de Schneider (Sigma-Aldrich) (SCH) com
10% de FBS, 2 mM de L-glutamina, 100 pg.mL™? de penicilina, 100 pg.mL? de
estreptomicina (Sigma-Aldrich). O pH foi acertado para 7,2. A cultura de L. infantum foi
incubada a 24 °C em estufa refrigerada (Lovibond).

Em todos os ensaios foram utilizados promastigotas na fase estacionaria de
crescimento. Os parasitas vidveis foram centrifugados a 1800 xg durante 10 min e
ressuspendidos em meio de RPMI (1:2) com 40% de glicerol. As concentracdes
parasitarias foram estimadas por microscopia 6tica, utilizando um hemocitometro.

Foi também utilizada uma estirpe de L. infantum MHOM/MA/67/ITMAP-263
expressando uma proteina verde fluorescente (GFP, do inglés green fluorescent protein)
(gentilmente disponibilizadas pela Professora Ana Tomas, do Instituto de Biologia
Molecular e Celular). Esta estirpe foi cultivada como anteriormente descrito, tendo sido
adicionado ao meio 0,1 mg.mL™? de geneticina (G418 solucéo salina de dissulfato)
(Sigma-Aldrich).

2. Modelos de resposta inflamatoria

2.1 Estimulacé@o de macrofagos RAW 264.7 com LPS

O protocolo de estimulacdo de M@ RAW 264.7 com LPS foi aplicado de acordo
com Chou et al., (2013).

O LPS ¢é uma endotoxina derivada da membrana externa das bactérias gram-
negativas. Esta molécula estimula os M@ a libertar mediadores inflamatorios, como é o
caso do Oxido nitrico (NO), anido superoxido, entre outros. A concentracdo de LPS

utilizada variou conforme o ensaio desenvolvido, entre 100 ng.mLe 1ug.mL™.

2.2 Infecdo de macro6fagos RAW 264.7 com L. infantum

O protocolo de infecdo das células RAW 264.7 utilizado neste estudo foi adaptado
do protocolo usado para infetar as células P388D1 e que se encontra descrito em Rafael-
Fernandes (2014). As células P388D1 derivam de uma linha celular originaria de

macrofagos de linfoma de murganhos B10. A concentracdo de M@ utilizados variou
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conforme o ensaio desenvolvido. Contudo, foi sempre utilizada a propor¢do de um M@
RAW 264.7 para cada trés parasitas. Ap6s 5 h de incubacéo a 37 °C em atmosfera himida
com 5% de CO, foram removidas todas as leishmanias extracelulares que nao infetaram
M@ e adicionado meio RPMI suplementado com 10% FBS. Em todos os ensaios
desenvolvidos foi utilizada L. infantum virulenta. A taxa de infecdo foi estimada por

observacao ao microscopio 6tico de lamela fixada com metanol e corada com Giemsa.

3. Avaliacéo do efeito modulador de compostos na atividade das bombas de

efluxo de macrofagos

Para avaliar a atividade de efluxo em M@ na presenca de EIl foi utilizado o método
fluorométrico semi-automatico em tempo real, adaptado a células eucaridticas por
Spengler et al., 2009. Este método que se baseia na leitura da fluorescéncia das células
por 60 ciclos de 60 segundos cada, permite quantificar a acumulacéo de brometo de etidio
(EtBr, do inglés ethidium bromide) no interior dos M@, através da fluorescéncia
emitida/acumulada durante os 60 minutos na presenca versus auséncia de inibidores de
efluxo. O EtBr é um substrato universal das bombas de efluxo. Este composto gera um
sinal quantificavel que é aumentado quando o EtBr se acumula no interior das células
eucarioticas viaveis tendo o mesmo uma reduzida fluorescéncia no exterior das células.
Este método permite identificar compostos que atuam como inibidores de efluxo, ja que
quanto maior for a concentracdo de EtBr no interior das células promovida pela inibigdo
do efluxo pelo composto, maior a fluorescéncia obtida.

Foi adicionado 5 pL de uma solugdo stock de EI a aliquotas de 90 uL de uma
suspenséo celular com 2x10° M@ RAW 264.7 por mL. As concentragdes de El utilizadas
encontram-se descritas na Tabela 1. Ao fim de 15 min, foi adicionado uma solucdo de 5
uL de EtBr na concentragdo de 0,5 pg.mL™ de EtBr utilizada foi otimizada de modo a
utilizar a menor concentracdo de EtBr que gera acumulacdo intracelular estavel e
detetavel pelo fluorimetro. Para tal, foi utilizado aliquotas de 90 uL. de uma suspenséo
celular com 2x10° M@ por mL com diferentes concentragdes de EtBr até se determinar a
concentracdo de equilibrio influxo/efluxo de 10% da escala méxima de leitura do
aparelho, que designamos de VIC - valor indicativo de cut-off. O VIC foi determinado
através da média das fluorescéncias obtidas pelas células expostas a concentracao de 0,5

ug.mL* de EtBr, ndo tratadas com qualquer El, valor médio ao qual foi acrescido duas
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vezes o valor do desvio padrdo. As concentragdes de EtBr assim determinadas e utilizadas

variaram entre 2 ug.mL* e 0,125 pg.mL™.

Tabela 1: Concentracdes de inibidores de efluxo utilizados nos ensaios acumulagéo de EtBr em
macréfagos RAW 264.7.

Inibidores de efluxo  Concentracdo Méxima Concentra¢do Minima

(LM) (LM)
VP 200 25
TZ 40 5
CPZ 40 5
OUAB 0,2 0,025
[6]-gingerol 240 30

Foram realizados trés ensaios independentes e cada amostra foi analisada em
triplicado.

A fluorescéncia foi lida a 530/585 nm no termociclador Rotor-GeneTM 3000 (Corbett
Research) a 37 °C a, utilizando o software de Analise do Rotor-Gene 6.1 (Build 93). Os
resultados foram expressos em unidades arbitrarias de fluorescéncia (UFa). Os UFa
emitidos apds 60 ciclos foram analisados por comparacdo com o valor indicativo de cut-
off (VIC).

4. Avaliacdo do modelo de infecdo L. infantum em macréfagos RAW 264.7

4.1 Avaliacéo da viabilidade de L. infantum ap6s isolamento de macréfagos
tratados com inibidores de efluxo

A avaliacdo do modelo de infecdo foi realizada através da andlise de viabilidade de L.
infantum. Apos fagocitose por M@ e transformagdo de amastigotas intracelulares, a
viabilidade de L. infantum foi analisada através do isolamento do parasita em meio de
cultura axénico, na forma de promastigotas moéveis, a partir de M@ infetados.

Numa placa de 96 pocos foram infetados M@ RAW 264 (2x10".mL™) com
promastigotas virulentos de L. infantum. Foi adicionado meio RPMI 1640 suplementados
com 10% de FBS (200 pL por pogo). As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera
himida com 5% de CO> na presenca de El durante 24 h, 48 he 72 h.
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Apos incubacdo, o meio de cultura com EI foi removido e adicionado 200 uL por
poco de meio de Schneider suplementado com 10% de FBS. Ao fim de 7 dias de
incubacdo a 24°C foi realizada a contagem do numero de promastigotas moveis em
camara de Neubauer. A contagem foi efetuada apds diluicdo de 1:10 com meio de
Schneider.

Para determinar possiveis diferencas estatisticamente significativas entre a viabilidade
de parasitas isolados de macrofago ao longo dos varios tempos de incubacéo, e diferencas
entre a viabilidade de parasitas isolados de macréfagos tratados com os diferentes El foi
utilizado o teste ANOVA one-way. Este teste estatistico foi utilizado devido aos dados
terem distribui¢do normal. Seguidamente foi utilizado o teste Tukey HSD para determinar
diferencas entre a viabilidade de parasitas isolados de macréfagos néo tratados com El e
a viabilidade de parasitas isolados de macrdfagos tratados com cada El. Toda a analise
estatistica foi realizada através do software SPSS Statistics 20, sendo considerado

estatisticamente significativo valores com niveis de 5% de significancia (£ < 0,05).

4.2 Avaliacdo da capacidade multiplicativa de L. infantum apos isolamento
de macrdéfagos tratados com inibidores de efluxo

A capacidade multiplicativa de L. infantum apds isolamento de M@ tratados com El
foi analisada através do acompanhamento durante 3 dias consecutivos da proliferacdo de
leishmanias provenientes de M@ tratados com EIl durante 24 h, 48 h e 72 h, como
esquematizado na Figura 4.

Numa placa de 96 pocos foram infetados M@ RAW 264 (2x10".mL™) com
promastigotas virulentos de L. infantum. Foi adicionado meio RPMI 1640 suplementados
com 10% de FBS (200 pL por poco). As placas foram incubadas a 37 °C em atmosfera
himida com 5% de CO> na presenca de El durante 24 h, 48 he 72 h.

Apos incubacdo, o meio de cultura com EI foi removido e adicionado 200 uL por
poco de meio de Schneider suplementado com 10% de FBS. Ao 7° 8° e 9° dia de
incubacdo a 24°C foi realizada a contagem do numero de promastigotas moveis em
camara de Neubauer. A contagem foi efetuada apés diluicdo de 1:10 com meio de
Schneider.

Para determinar possiveis diferencas estatisticamente significativas entre a
capacidade multiplicativa de parasitas isolados de M@ ao longo do 7°, 8° e 9° dia de

proliferacdo em ensaios tratados com EI durante 24 h, 48 h e 72 h foi utilizado o teste
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ANOVA medicGes repetidas, com corre¢do de Greenhouse-Geisser. Este teste estatistico

foi utilizado devido aos dados terem distribuicdo normal. Seguidamente foi utilizado o

teste Bonferroni para determinar diferencas entre cada um dos dias de incubacéo de placas

tratadas com EI durante 24 h, 48 h e 72h.

Toda a analise estatistica foi realizada através do software SPSS Statistics 20, sendo

considerado estatisticamente significativo valores com niveis de 5% de significancia (2 <

0,05).

Dial
24h de tramento com ET

Dial
48 h de tratamento com EI

Dia 3
71 h de tratamento com EI

Contagem
7* dia

Contagem
8% dia

Contagem
7* dia

Contagem
9 dia

Contagem
8% dia

Contagem
7" dia

Contagem
9 dia

Contagem
8" dia

Contagem
9° dia

Figura 4: Esquematizacdo do ensaio da capacidade multiplicativa de L. infantum apds isolamento do
parasita a partir de macrofagos tratados com inibidores de efluxo. A cor verde é representativa dos ensaios
com macrdéfagos infetados tratados durante 24 h com EI. A cor azul é representativa dos ensaios com
macrofagos infetados tratados durante 48 h com El. E a cor roxa é representativa dos ensaios decorridos
com macro6fagos infetados tratados durante 72 h com El.

5. Avaliacdo do efeito dos

fagossomas/lisossomas

inibidores de efluxo na acidificacdo dos

5.1 Avaliacdo da citotoxicidade dos inibidores de efluxo em células RAW

264.7

O método colorimétrico com azul de tetrazolio (MTT) foi utilizado para determinar a

citotoxicidade dos inibidores de efluxo.
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A concentracéo celular foi otimizada através de diluigdes seriadas de M@ em placas
de 96 pogos, tendo sido determinado como concentragio Gtima 2,5x10° células.mL™ de
M@ RAW 264.7. Foram realizados trés ensaios independentes e cada condicao foi
analisada em triplicado, tendo sido utilizado como controlo células néo tratadas.

Foram realizadas diluicGes seriadas dos El para determinar o indice citotoxico (IC)
de 90% e 50% de viabilidade celular ap6s 48 h de exposicdo a EI. As concentracdes
méaximas e minimas dos inibidores utilizados no presente estudo encontram-se
representadas na Tabela 2.

Apos a incubagdo dos M@ com EI, o meio de cultura foi retirado e adicionado uma
solugdo de 0,5 mg.mL?* de MTT durante 1h. Por fim, a solugdo de MTT foi retirada e
adicionado DMSO. O ensaio foi lido no ELx808™ Absorbance Microplate Reader a 570
nm com o software Microplate manager 5.2.1. Os resultados foram analisados no
software GraphPad Prism versdo 5.00. As concentracfes de IC10, que asseguravam a

viabilidade celular, foram utilizadas nos ensaios seguintes.

Tabela 2: Concentragfes maximas e minimas dos inibidores de efluxo para a determinacéo da
citotoxicidade em macrdfagos RAW 264.7.

Inibidores de  Concentracdo Maxima Concentracdo Minima

efluxo (LUM) (UM)
VP 1280 10

TZ 100 0,781

CPz 100 0,781

OUAB 16 0,125
[6]-gingerol 870 6,8

5.2 Determinacéo da viabilidade celular em ensaios de fluorescéncia

A calceina AM é um fluoréforo utilizado para determinar a viabilidade celular na
generalidade das células eucarioticas. Este composto ndo fluorescente é convertido num
fluoréforo verde fluorescente impermeavel (calceina) apos hidrélise de acetoximetilo por
esterases intracelulares de celulas viaveis.

Em placas de 12 pogos foi colocada uma lamela de 12 mm por pogo, como matriz de
adesdo celular. Posteriormente, foi adicionado 1x10° M@ RAW 264.7 mL* de em 500
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uL de meio RPMI 1640 com 10% FBS. Este ensaio foi executado com M@ infetados por
L. infantum e em M@ estimulados por LPS (100 ng.mL™) durante 4 h e 24 h. As células
foram expostas a EI, em concentra¢Bes ndo tdxicas para, pelo menos, 90% da populacéo
celular, durante 4 h e 24 h, como descrito na Tabela 3. Seguidamente, foi adicionado 1
uM calceina AM em PBS 1x (tampdo fosfato salino, do inglés phosphate buffered saline)
a cada poco e incubado durante 30 min a 37 °C em atmosfera hiumida com 5% COa. As
lamelas foram retiradas dos pocos e aderidas as laminas de microscopia com verniz. As
preparagdes foram visualizadas no microscépio de fluorescéncia Nikon eclipse 80i e da
camara Nikon DS-Rilcom comprimento de onda de excitacdo de 495 nm e filtro de
emissdo de 515 nm. As imagens foram adquiridas recorrendo ao software NIS-Elements
BR 3.2.

Tabela 3: Concentracdes de inibidores de efluxo de 1C10 em macr6fagos RAW 264.7.

Inibidores de efluxo  Concentragao

VP 10 uM

TZ 1uM
CPZ 1,5 uM
OUAB 16 uM
[6]-gingerol 30 uM

5.3 Avaliacdo do pH intracelular

O pH intracelular foi analisado utilizando marcadores fluorescentes sensiveis ao pH,
tais como a laranja de acridina (AO, do inglés acridine orange) e lysotracker red (LTR),
que emitem fluorescéncia proporcional a acidez sendo esta observada através da
microscopia de fluorescéncia.

Em cada poco de uma placa de 12 pogos foi colocado uma lamela de 12 mm e
adicionados 500 uL. M@ RAW 264.7 (1x10° células.mL"* em meio RPMI 1640 com 10%
FBS). As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera himida com 5% de CO..

Neste ensaio foram utilizadas células estimuladas com LPS a 100 ng.mL* e células
infetadas por L. infantum com e sem a expressao da proteina GFP. As células estiveram
sujeitas a presenca de EI, em concentra¢des ndo toxicas (IC10) durante 4 e 24 h, como

descrito na Tabela 3. A fluorescéncia emitida foi observada em microscopia de
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fluorescéncia, apds aderéncia entre lamina e lamela com verniz e as imagens adquiridas

através do software NIS-Elements BR 3.2.

5.3.1 Detecdo da acidificacdo intracelular utilizando laranja de

acridina

A AO é um corante fluorescente catiénico metacromatico capaz de atravessar
membranas celulares. Geralmente, as células permeaveis tém pH neutro. Contudo, a
atividade das bombas de protdes leva a protonacéo da célula, promovendo a acumulacéo
de laranja de acridina em organelos acidicos, como o caso dos lisossomas. Esta acédo gera
a precipitacdo de AO formando agregados que emitem uma fluorescéncia vermelha. Pelo
contrario, quando isto ndo ocorre, a AO tende a ser localizado em vesiculas acidicas no
citoplasma, emitindo uma cor verde fluorescente (Natale & Mccullough, 1998).

A AO a 2,6 uM em PBS 1x foi adicionada aos M@ aderentes a lamelas em placas
de 12 pocos e incubadas durante 30 min a 37 °C em atmosfera himida com 5% CO.. As
lamelas foram aderidas as laminas com verniz e, em seguida, foram visualizadas ao
microscopio de fluorescéncia a 502/525 nm (cor verde) e 460/650 nm (cor vermelha). As
imagens foram adquiridas através do software NIS-Elements BR 3.2. As imagens com
auséncia de fluorescéncia foram consideradas negativas (-). As imagens com
fluorescéncia foram consideradas positivas (+) e com elevada intensidade de

fluorescéncia foram classificadas como muito positivas (++).

5.3.2 ldentificacéo de vesiculas acidicas utilizando Lysotracker red

O LTR é um fluoroforo que passa livremente através das membranas celulares, sendo
altamente seletivo para organelos acidicos. Este fluoréforo € considerado um marcador
lisossomal.

O LTR (25 nM) foi adicionado aos M@ aderentes a lamelas em placas e as placas
foram incubadas durante 30 min a 37 °C em atmosfera humida com 5% CO.. As lamelas
foram aderidas as laminas com verniz, visualizadas em microscépio de fluorescéncia a
577/590 nm e as imagens foram adquiridas. As imagens com auséncia de fluorescéncia

foram consideradas negativas (-). As imagens com fluorescéncia foram consideradas
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positivas (+), com elevada intensidade de fluorescéncia foram classificadas como muito

positivas (++) e extremamente positivas (+++) imagens excessivamente fluorescentes.

6. Avaliacdo da atividade imunomoduladora dos inibidores de efluxo

A avaliacdo da atividade imunomoduladora dos inibidores de efluxo foi testada
através da emissdo de fluorescéncia na presenca em radicais livres de oxigénio com
dihidrorodamina 123 e pelo método de detecdo da producdo de NO na presenca de

reagente de Griess.

6.1 Producéo de radicais livres de oxigénio

A dihidrorodamina 123 (DHR) é um composto nao fluorescente, que na presenca de
ROS ¢é oxidada, sendo convertida nas mitocondrias em rodamina 123 fluorescente.

Em placas de 12 pogos com uma lamela de 12 mm em cada pogo foi adicionado 500
uL de M@ RAW 264.7 (1x10° células.mL-1 em meio RPMI 1640 10% FBS). As placas
foram incubadas a 37 °C em atmosfera hiumida com 5% de CO..

Os EI em concentrages ndo toxicas para, pelo menos, 90% da populacéo celular,
como descrito na Tabela 3 foram incubados durante 4h. Neste ensaio foram utilizadas
células estimuladas com LPS (100 ng.mL™?) e células infetadas por L. infantum.

Seguidamente, foi adicionado 0,3 puM dihidrorodamina 123 e as placas foram
incubadas durante 30 min a 37 °C em atmosfera himida com 5% CO.. A fluorescéncia
foi observada por microscopia de fluorescéncia com filtros de 500/525 nm e as imagens
adquiridas. Foi utilizado como controlo positivo do ensaio 2 pM de H20,. As imagens
com auséncia de fluorescéncia foram consideradas negativas (-). As imagens com
fluorescéncia foram consideradas positivas (+), com elevada intensidade de fluorescéncia
foram classificadas como muito positivas (++) e extremamente positivas (+++) imagens

excessivamente fluorescentes.
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6.2 Detecdo de 6xido nitrico

A producéo de 6xido nitrico € um dos meios de defesa dos M@ para o combate de
agentes infeciosos, atraves da capacidade dos M@ em formar espécies reativas de azoto
(Chou et al., 2013).

Previamente, foi adicionado por poco em placa de cultura celular de 96 pogos 5x10°
células em meio DMEM (Meio de Eagle Modificado por Dulbecco, do inglés Dulbecco's
Modified Eagle's Medium), com 10% FBS. As placas foram incubadas durante 24 h a 37
°C, em atmosfera himida com 5% de CO». Foram adicionados EI em concentragfes ndo
toxicas para, pelo menos, 90% da populacéo celular, como descrito na Tabela 3, durante
24 h. Este ensaio foi testado em células estimuladas com LPS (1 ug.mL?) e em células
infetadas por L. infantum.

Da cultura celular preparada previamente foi retirado 50 uL de sobrenadante para uma
nova placa de 96 pocos. Ao sobrenadante foi adicionado e 50 uL de reagente de Griess.
Foram realizados trés ensaios independentes em triplicado.

A leitura foi realizada no ELx808™ Absorbance Microplate Reader a 570 nm com o
software Microplate managar 5.2.1. ap6s 10 min de incubacdo com o reagente de Griess,
a temperatura ambiente e resguardado da luz. Os valores obtidos foram comparados com
os valores da curva padrao de nitrito de sédio. Esta curva foi determinada com base numa

série de diluigdes sucessivas de Oxido nitrico entre 100 uM e 1,56 uM.
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I1l. Resultados e Discussdo

1. Efeito dos inibidores de efluxo na viabilidade celular

1.1 Citotoxicidade dos inibidores de efluxo em RAW 264.7

A citotoxicidade calculada para 50% (IC50) e 90% (1C10) de viabilidade de M@
RAW 264.7 na presenca de El encontra-se descrita na Tabela 4. Os valores indicados na

Tabela 4 correspondem a exposi¢cdo dos M@ RAW 264.7 aos El durante 48 h.

Tabela 4: indice citotoxico para 50% (IC50) e 90% (1C10) dos inibidores de efluxo em macréfagos
RAW 264.7.

Compostos I1IC10 1C50
VP 11,0puM 99,2 uM
TZ 1,0 uM 8,8 M
CPZ 1,5 uM 13,8 M
OUAB >16uM  >16 uM

[6]-gingerol 29,9 uM 268,0 uM

No caso da OUAB, néo foi possivel obter um valor concreto de IC50 e IC10 devido
a reduzida toxicidade deste composto nestas células. Como tal, foram utilizadas
concentragOes iguais ou inferiores ao IC10 (16 uM) nos ensaios realizados com 0s M@
RAW 264.7.

Os El mais citotoxicos foram a TZ e CPZ. Ja os El que evidenciaram menor
citotoxicidade foram o [6]-gingerol e a OUAB. Assim sendo, os El que menos

prejudicaram os macrofagos sdo o [6]-gingerol e a OUAB.
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1.2 Viabilidade celular

A calceina AM foi utilizada em ensaios de fluorescéncia para avaliar a viabilidade
celular. Em todos os ensaios realizados ocorreu hidrdlise do éster de acetoximetilo por
esterases intracelulares com emissdo de fluorescéncia, indicando viabilidade celular,
conforme é possivel observar na Figura 5.

A adicdo de El e de parasitas ndo alterou a viabilidade celular.

Figura 5: Macrdfagos infetados com L. infantum apos incubagdo durante 24 h com VP com emissdo de
fluorescéncia verde de Calceina AM.

2. Atividade imunomoduladora dos inibidores de efluxo em macréfagos RAW
264.7

Na auséncia de El os M@ apresentaram uma média de 6,74 UFa (unidades arbitrarias
de fluorescéncia), um desvio padréo (o) de £ 0,44 e VIC de 7,62. O VIC foi determinado
através da média das fluorescéncias obtidas pelas células expostas a concentracdo de 0,5
pug.mL-1 de EtBr, ndo tratadas com qualquer El, valor medio ao qual foi acrescido duas
vezes o valor do desvio padrdo. A média das fluorescéncias obtidas pelas células tratadas
com diferentes concentragdes de El esté representada na Tabela 5. As UFa superiores ao
VIC estdo indicados na Tabela 5 a preto e os valores inferiores ao VIC estdo indicados a

cinzento.
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As concentracdes de IC10 destes El ndo apresentavam acumulagdo de EtBr em M@
RAW 264.7. Consequentemente, as concentracfes dos EIl utilizadas neste ensaio de 60
min s&o iguais ou superiores as concentracdes citotoxicas para 90% da viabilidade celular

(IC10) apos 48 h na presenga dos El. Contudo a viabilidade celular ndo foi afetada.

Tabela 5: Acumulacéo de EtBr em macréfagos tratados com EI. As unidades arbitrarias de fluorescéncia
(UFa) superiores ao valor indicativo de cut-off (VIC) estdo indicados a preto e os valores inferiores ao
VIC estdo indicados a cinzento.

Concentracdo Meédias das

El
dos EI (uM) UFazto
200 9,4+1,0
VP
50 141+0,9
40 18,3+0,3
20 9,6+0,8
TZ
10 8,8+0,8
40 178+1,0
20 16,5+ 0,6
CpPz
0,2 16,1+ 0,7
OUAB
0,050 82+1,0
0,025 8,3+0,9
240 128+0,4
(61-ci | 120 8,6+04
-gingero
Jing 60 8,4+0,7

Os M@ tratados com VP 200 pM e 50 uM, TZ 40 uM, 20 puM e 10 uM, CPZ 40 pM
e 20 uM, OUAB 0,2 uM, 0,05 uM e 0,025 uM, [6]-gingerol 240 puM, 120 uM e 60 puM
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apresentam valores de UFa superiores ao VIC, como indica a Figura 6. Estes resultados
sugerem que os EIl atuam como moduladores de transportadores de membrana,
diminuindo o efluxo de EtBr. Esta modulacdo podera assinalar a inibicdo de efluxo

através da modulacao de bombas de efluxo (Spengler et al., 2009).

20,00

17,50

. .

12,50

AL BT AT

—
T
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Figura 6: Acumulacdo de EtBr em macrofagos tratados com El. Na figura encontram-se representados
unicamente os EI e as respetivas concentragfes que apresentaram unidades arbitrarias de fluorescéncia
(UFa) superiores ao valor indicativo de cut-off (VIC).

3. Infecdo de macrofagos RAW 264.7 por L. infantum

A avaliacdo do modelo de infecdo L. infantum em M@ RAW 264.7 foi realizada com

L. infantum virulenta. Todos os ensaios realizados tém taxas de infecdo entre 10% e 45%.

3.1 Viabilidade de L. infantum apds o isolamento a partir de macréfagos
tratados com inibidores de efluxo

Nos ensaios de viabilidade de L. infantum em M@ RAW 264.7 observaram-se
diferengas estatisticamente significativas entre a viabilidade de parasitas isolados de M@

tratados com os diferentes EI [F(5;118)=8,663 £<0,001]. Foi ainda possivel verificar que
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a diminuicdo da viabilidade parasitaria era estatisticamente significativa entre parasitas
isolados de macrdfagos ndo tratados e tratados com El (Zvp =0,001; 2 12=0,023; Pcpz
=0,015; 2 ouas<0,001; 2 e]-gingerot <0,001). Estes resultados indicam que todos os El em
estudo diminuem a viabilidade dos promastigotas de L. infantum. Na Figura 7 € possivel
visualizar que a OUAB e o [6]-gingerol s&o os El que mais diminuiram a viabilidade dos
promastigotas ao longo de todos os tempos de incubacdo. JA a TZ € o El que menos
diminuiu a viabilidade de L. infantum ao longo de todos os tempos de incubacéo.

Foi verificado que existem diferencas estatisticamente significativas entre a
viabilidade de parasitas isolados de M@ ao longo dos varios tempos de incubacdo
[F(3;118)=15,254 /2 <0,001]. Foi ainda possivel verificar que existem diferengas
estatisticamente significativas entre a viabilidade parasitaria de isolados de M@ néo
tratados e tratados durante 24 h (2 toe 11 <0,001), tratados durante 24 he 48 h (P rieT2
<0,001) e entre tratados durante 24 h e 72 h (2 11 13 <0,001). J& pelo contrario, ndo
existem diferencas estatisticamente significativas entre a viabilidade parasitaria de
isolados de M@ tratados durante 48 he 72 h (#12¢13=0,256). Isto indica que o tempo de

exposicdo aos El influéncia a viabilidade de L. infantum.
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Figura 7: Viabilidade de L. infantum isolados de macrdfagos tratados com inibidores de efluxo durante 24
h, 48 he 72 h, ao 7° dia de incubacdo com meio de Schneider. As 0 h de incubago séo representativas da
viabilidade de L. infantum isolados de macr6fagos ndo tratados com inibidores de efluxo. Os resultados sdo
expressos pela média de trés experiéncias independentes e, de pelo menos, trés réplicas por condicdo. * (2
<0,05) indica diferencas significativas quando se compararam parasitas isolados de células tratadas com
parasitas isolados de células ndo tratadas.
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Na Figura 7 é possivel observar que apds 24 h de incubagéo a 37 °C na presenca
de EI ocorre uma diminuicdo do nimero de leishmanias, seguido de um aumento as 48 h.
Embora com 24 h de incubagdo com EIl ndo se tenha verificado diferengas estatisticas
atribuiveis aos El (2 vp =0,963; 2 12=0,999; 2 cpz =0,985; 2 ouar =0,232; 2 (6]-gingerol
=0,999), com 48 h de incubagdo com EI foram observadas diminuicao significativa de
viabilidade parasitaria no caso dos promastigotas isolados de M@ sujeitos ao [6]-gingerol,
OUAB, CPZ ou TZ quando comparado com o controlo. Apenas o VP néo parece ter tido
um efeito importante na viabilidade (2 vp =0,055; 21z =0,047; 2 crz =0,008; 2 ouas
<0,001; 2 [6]-gingerol <0,001). Com 72 h de incubacéo com El, a diferenca da viabilidade
parasitaria relativamente ao controlo (parasitas isolados de M@ infetados) foi mais
acentuada, sugerindo que o contacto prévio das formas parasitarias intracelulares
(amastigotas) com os El influenciam a viabilidade das formas parasitérias extracelulares
(promastigotas) (2 ve =0,014; 2 1z =0,049; 2 crz =0,046; 2 ouas <0,001; 2 (s]-gingerol
=0,006).

3.2 Capacidade multiplicativa de L. infantum ap6s isolamento de macréfagos

tratados com inibidores de efluxo

Nos ensaios de capacidade multiplicativa de L. infantum apds fagocitose por M@
RAW 264.7 sujeitos aos El durante 24 h foi verificado que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas entre a capacidade multiplicativa de parasitas isolados de
M@ ao longo do 7°, 8° e 9° dia de proliferacdo [F(1,128; 33,838)= 1,508; /2 =0,231;
1n%=0,048]. Também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas
entre nenhum dos dias de proliferacéo (7° dia vs 8° dia ~=0,821) (8° dia vs 9° dia #=1,0)
(7° dia vs 9° dia £=0,549). Na Figura 8 C é possivel observar que L. infantum mantém a
capacidade de multiplicar-se. Porém, so se verificou aumento progressivo da populacéo,
ainda que ligeiro, no controlo (parasitas isolados de M@ infetados) e nos parasitas que
provieram de M@ tratados com TZ e com VP. No caso de parasitas isolados de M@
tratados com OUAB e com CPZ, o nimero de promastigotas pareceu estabilizar. O
tratamento prévio dos M@ com [6]-gingerol parece ter conduzido ao decréscimo da
populacdo parasitaria. Estes resultados sugerem que os EI com maior capacidade para
reduzir a multiplicagéo de L. infantum séo a OUAB, o CPZ e o [6]-gingerol.
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Foi também possivel concluir que existem diferencas estatisticamente significativas
entre a capacidade multiplicativa de parasitas isolados de M@ ao longo do 7°, 8° e 9° dia
de proliferacdo em ensaios tratados com EI durante 48 h [F(1,147; 33,269)= 36,600; /7
<0,001; n%=0,558] e 72 h[F(1,241; 37,244)= 57,523; 7 <0,001; n% =0,657]. Foram, por
fim, analisadas as diferencas entre cada um dos dias de proliferacdo tratados com El
durante 48 h e 72 h e existem diferengas estatisticamente significativas entre todos os dias
(~<0,001). Na Figura 8 D e Figura 8 E €é possivel observar que, com o passar do tempo,
0 nimero de leishmanias tendia a diminuir, exceto em leishmanias provenientes de M@
tratados com VP durante 48 h. Este facto pode ser representativo do aumento do tempo
de exposicdo aos El que parece beneficiar a morte de L. infantum. Contudo, em ambos 0s
casos, 0 numero de leishmanias provenientes de M@ néo tratados (controlo) tambeém
tendia a diminuir. Este resultado pode indicar que a disponibilidade de nutrientes do meio

encontrava-se diminuida, provocando a morte de alguns parasitas.
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Figura 8: Esquematizacdo temporal do ensaio da capacidade multiplicativa de L. infantum ap6s isolamento de macréfagos tratados com inibidores de efluxo (A). Viabilidade
de L. infantum isolada de macrofagos tratados com inibidores de efluxo durante 24 h, 48 h e 72 h, ao 7° dia de incubagdo com meio Schneider. As 0 h de incubagdo sdo
representativas da viabilidade de L. infantum isolados de macréfagos ndo tratados com inibidores de efluxo, ao 7° dia de incuba¢do com meio Schneider (B). Acompanhamento,
ao longo de trés dias, da capacidade multiplicativa de promastigotas de L. infantum isolados de macrdfagos RAW 264.7 que foram tratados com El durante 24 h (C), 48 h (D)

e 72 h (E). Os resultados séo expressos pela média de trés experiéncias independentes e, de pelo menos, trés réplicas por condicéo.
* (£ <0,05) indica diferencas significativas quando se compararam parasitas isolados de células tratadas com parasitas isolados de células néo tratadas.
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4. pH intracelular
4.1 Modelagao da acidificacéo intracelular pelos inibidores de efluxo

Os ensaios com AO foram realizados em células ndo infetadas, em células estimuladas
com LPS e em células infetadas com L. infantum como indica a Tabela 6. A acumulacéo
de AO em organelos extremamente acidicos promove a formacéo de agregados, emitindo
fluorescéncia vermelha. Por outro lado, quando isto ndo ocorre, a AO tende a ficar
localizada no citoplasma em vesiculas ligeiramente acidicas, emitindo fluorescéncia
verde (Natale & Mccullough, 1998). Os resultados obtidos foram comparados com H2O»,
sendo considerado extremamente fluorescentes (+++) os M@ com emissdo de
fluorescéncia equiparada a emissdo de M@ com H;0-,

A principal diferenca observada entre estes ensaios foi a formacdo de zonas
fluorescentes esféricas de grandes dimensdes no citoplasma em células infetadas com L.
infantum. Este resultado pode indicar a formacao de fagolisossomas muito acidicos.

Os mesmos ensaios foram realizados com a presenca de El durante 4 he 24 h. A

emissdo de fluorescéncia ndo apresentou diferencas entre os ensaios de 4 h e de 24 h.
Contudo, foi observado um aumento da area fluorescente em células infetadas com L.
infantum, como demonstrado na Figura 9. Este resultado pode indicar a formacao de
fagolisossoma acidicos de maiores dimensdes ao longo do tempo de incubacéo de El.

: . A2 ’ B.2
Al A3 B.1 B.3

Figura 9: Macréfagos infetados com L. infantum apds incubacéo durante 4h (A) e 24 h (B) com VP com
emissao de fluorescéncia verde (2) e vermelha (3) de AO. Nas imagens 1 é possivel observar a sobreposigdo
das imagens B e C (Amplificagdo 1000x).
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Apesar de emitirem fluorescéncia verde, foi observado que ndo existe emissdo de
fluorescéncia vermelha em células nédo infetadas, em células infetadas com L. infantum
na presenga de [6]-gingerol em células estimuladas com LPS, a excecdo das células
estimuladas com LPS na presenca de VP. Este resultado indica que, nestes casos, o pH
intracelular é apenas ligeiramente acidico.

Em contrapartida, em todas as imagens obtidas com células infetadas por L. infantum (a
excecdo de células infetadas na presenca de [6]-gingerol), e em células estimuladas com
LPS na presenca de VP houve emissdo de fluorescéncia vermelha, como € o caso da
Figura 9 C. Este resultado indicia que o pH é extremamente acidico.

Foi possivel observar emissao de fluorescéncia verde em todos os casos analisados, a
excecdo do controlo, das células ndo infetadas na presenca de [6]-gingerol e ainda das
células estimuladas com LPS na presenca de [6]-gingerol. Estes resultados sugerem que
0 pH é apenas ligeiramente &cido. Uma possivel razdo para a falta de emissdo de
fluorescéncia verde e vermelha na presenca de [6]-gingerol é este ser um composto
fitogquimico anti-inflamatorio capaz de reduzir a acidificacdo do meio.

O VP demonstra ser o EI que induz maior intensidade de fluorescéncia verde, tanto em
M@ estimulados com LPS, como em M@ infetados com L. infantum, como demonstra a
Figura9 B. ATZ, o CPZ e a OUAB apresentam emissdo de fluorescéncia verde em
todos os casos estudados. Estes resultados sugerem que o VP € o El mais eficiente a

promover a acidificacdo intracelular.

Tabela 6: Emissdo de fluorescéncia de AO em células ndo infetadas, estimuladas com LPS e em células

infetadas com L. infantum na presenca de El, durante 4 h e 24 h.

. ~ . ~ Infecéo L.

4h/24 h Sem infecéo Estimulacédo LPS infantum
Verde Vermelho Verde Vermelho Verde Vermelho

Controlo - - + - + +
VP + - ++ + + ++
TZ + - + - + +
CPz + - + - + ++
OUAB + - + - + +
[6]-gingerol - - - - + -
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4.2 ldentificacdo de vesiculas acidicas

Os ensaios de LTR foram realizados em células ndo infetadas, em células estimuladas
com LPS e em células infetadas com L. infantum como indica a Tabela 7. Os mesmos
ensaios foram realizados com a presenca de El durante 4 h e 24 h. A emissdo de
fluorescéncia nédo apresentou diferencas entre os ensaios de 4 h e de 24 h. Contudo, foi
observado um aumento da &rea fluorescente em células infetadas com L. infantum, como
demonstrado na Figura 10. Este resultado pode indicar a formacdo de fagolisossoma
acidicos de maiores dimensdes ao longo do tempo de incubacéo de El.

A principal diferenca observada entre estes ensaios foi a formacdo de zonas
fluorescentes esféricas em celulas infetadas com L. infantum. Este resultado pode indicar
a fusdo de lisossomas com fagossomas, formando fagolisossomas de grandes dimensoes.

O resultado obtido é coerente com os resultados obtidos com a AO.

Figura 10: Macrdfagos infetados por L. infantum incubados durante 4h (A) e 24 h (B) com VP emitem
fluorescéncia vermelha quando incubados com LTR (Ampliagéo 400x).

Né&o ocorreu fluorescéncia positiva no caso das células nao infetadas na presenca de
CPZ e em células infetadas na presenca de CPZ, OUAB e [6]-gingerol. Este pode ser
indicativo de que L. infantum é capaz de anular o feito destes EI.

A fluorescéncia foi elevada em células infetadas e ndo infetadas na presenca de VP e
em células estimuladas com LPS na presenca de [6]-gingerol. A fluorescéncia foi
extremamente elevada em células estimuladas com LPS na presenca de VP. Este facto

indica que o VP é capaz de aumentar a atividade enzimética dos lisossomas atraves

45



Resultados e Discussao

diminuigdo do pH. Uma vez que o VP na presencga de células estimuladas com LPS
aumenta a fluorescéncia emitida, € possivel afirmar que este EI € capaz de acumular o seu
efeito ao nivel da reducédo do pH, ao efeito natural do LPS sobre os Md@.

Por fim, em todas as restantes células (ndo infetadas tratadas com TZ, OUAB e [6]-
gingerol, células estimuladas com LPS néo tratadas e tratadas com TZ, CPZ e OUAB, e
ainda células infetadas com L. infantum néo tratadas e tratadas com TZ) a fluorescéncia

foi positiva, o que indica a acdo de enzimas lisossomais.

Tabela 7: Emissao de fluorescéncia de LTR em células ndo infetadas, estimuladas com LPS e em células

infetadas com L. infantum na presenca de El, durante 4 h e 24 h.

4h/24 h Sem Estimulacéo Infecéo
infecéo LPS L. infantum

Controlo - + +

VP ++ +++ ++

TZ + + +
CPz - + -
OUAB + + -
[6]-gingerol + ++ -

5. Atividade imunomoduladora dos inibidores de efluxo

5.1 Produgdo de radicais livres de oxigénio em macrofagos

Os ensaios de ROS foram realizados em células nao infetadas, em células estimuladas
com LPS e em células infetadas com L. infantum como indica a Tabela 8.

Foi possivel observar emissdo elevada de fluorescéncia em todos os ensaios realizados
na presenca de VP, indicando que este El induz o aumento da producdo de ROS, como

demonstra a Figura 11.
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Figura 11: Macrdfagos estimulados com LPS ap6s 4 h de incubagdo com VP emitem fluorescéncia de
verde quando incubadas com DHR (A). Macrdfagos estimulados com LPS ap6s 4 h de incubagdo sem El
ndo emitem fluorescéncia de verde quando incubadas com DHR (B) (Amplificagdo 400Xx).

Na presenca da TZ foi verificado aumento da producdo de ROS em células nao
infetadas e em células infetadas. Contudo, 0 mesmo ndo foi verificado em células
estimuladas com LPS tratadas com TZ. Este facto indica que na presenca de LPS a
capacidade da TZ em induzir a producdo de ROS fica neutralizada.

Em células ndo infetadas e em células estimuladas com LPS tratadas com CPZ foi
observado aumento da producao de ROS. Porém, em células infetadas com L. infantum e
tratadas com CPZ néo foi observada a producdo de ROS. Este resultado pode ser
indicativo que L. infantum é capaz de anular a agdo do CPZ.

A OUAB néo induz a fluorescéncia em células infetadas e ndo infetadas com L.
infantum. Todavia, este El causou a emissao de fluorescéncia em células estimuladas com
LPS. Este facto indica que, neste caso, a OUAB induz a producdo de ROS em células
estimuladas com LPS, o que sugeres a sua capacidade de resposta eficiente a estimulos
inflamatorios.

Conforme esperado, o [6]-gingerol ndo induziu a emissdo de fluorescéncia em
nenhum dos casos estudados. Este acontecimento podera ser devido a este ser um
composto fitoquimico anti-inflamatério capaz de atenuar o efeito da resposta

inflamatoria.
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Tabela 8: Emissao de fluorescéncia de DHR em células ndo infetadas, estimuladas com LPS e em células

infetadas com L. infantum na presenca de El, durante 4 h.

4n Sem Estimulacéo Infecéo
infecéo LPS L. infantum

Controlo - - -

VP ++ ++ ++

TZ + - *
CPz + + -
OUAB - + -
[6]-gingerol - - -

5.2 Producéo de 6xido nitrico

Os ensaios de producdo de NO foram realizados em células ndo infetadas, em células
estimuladas com LPS e em células infetadas com L. infantum como indica a Figura 12.

Como era previsto, a principal diferenca observada entre estes ensaios é que na
presenca de LPS a producdo de nitritos aumenta drasticamente. Isto quer dizer que a
estimulagdo com LPS esta associada a ativacdo de RNS.

Foi possivel observar que células ndo infetadas tratadas com TZ e OUAB exibiram
aumento da produgéo de nitritos em relacéo a células néo tratadas. Este aumento indica
que estes dois El sdo capazes de induzir, s6 por si, as células a produzir RNS. Em todas
as restantes células ndo infetadas, tratadas com El, ndo foi observada producdo de nitritos.

Células estimuladas com LPS e tratadas com [6]-gingerol foram as que mais
reduziram a producdo de nitritos relativamente a células estimuladas com LPS nédo
tratadas. Este resultado esta de acordo com o estatuto de composto fitoquimico anti-
inflamatorio. Seguidamente, os El que mais reduzem a producdo de nitritos em
macrdéfagos estimulados com LPS sdo a TZ, CPZ, OUAB e, por ultimo, o VP.

Células infetadas com L. infantum tratadas com VP e CPZ apresentam um ligeiro
aumento da producdo de nitritos em relagdo a células infetadas com L. infantum néo
tratadas. Este fato indica que quando na presenca de células infetadas com L. infantum
estes El ativam a via de producdo de RNS. Os restantes EI, na presenca de células
infetadas com L. infantum ndo tiveram qualquer acdo detetdvel em relacdo a células

infetadas ndo tratadas.
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Figura 12: Detecao de nitritos produzidos por macrofagos nao infetados, estimulados com LPS e infetados
com L. infantum na presenca de EI durante 24 h.
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6. Conclusoes

A resposta imune inata inflamatdria tem um papel importante na defesa do organismo.
Os M@ sédo células do sistema imunitario que desempenham um papel essencial no
combate contra agentes patogénicos. O recurso a El pode ter um impacto relevante na
atividade inflamatoria dos M@. Neste caso, os El ndo poderdo ser administrados em
concentragOes toxicas para a célula. Assim, um dos primeiros objetivos deste trabalho foi
determinar a citotoxicidade dos EI, procurando minimizar eventuais danos provocados na
célula. De todos os EI analisados no presente trabalho, o [6]-gingerol, um composto
fitoquimico, foi o El que revelou menor citotoxicidade, seguido de OUAB, VP, CPZ e
TZ. Estudos citotoxicos realizados em M@ P388D1 tratados com VP e TZ revelaram
concentracBes de 1C10 aproximadas as concentracdes obtidas em M@ RAW 264.7 (IC10
de M@ P388D1: VP=4 uM e TZ=2,6 uM) (Rafael-Fernandes, 2014). Com bases nestas
observacdes € possivel afirmar que a semelhanca de concentracdes estimadas de EI em
dois estudos distintos de linhas celulares macrofagicas de diferentes origens sugere
alguma estabilidade na atividade dos EI. Isto indica que sera certamente vantajoso no
desenvolvimento de estudos futuros.

Os resultados de citotoxicidade foram validados por observacdo microscopica com
calceina AM, um marcador de viabilidade fluorescente. Em ensaios de fluorescéncia foi
possivel confirmar que os M@ estavam viaveis, permitindo concluir que as células em
estudo estavam em condi¢Bes de desempenharem o seu papel no sistema imunitario.

A capacidade moduladora da atividade dos transportadores de membrana dos El na
linha macrofagica utilizada neste estudo foi confirmada através do método de acumulacgéo
de EtBr, substrato universal de bombas de efluxo. Todos os El utilizados no presente
estudo, VP, TZ, CPZ, OUAB e [6]-gingerol, atuaram como inibidores de bombas de
efluxo. Tanto quanto sabemos, foi provado nesta dissertacdo pela primeira vez que o [6]-
gingerol pode atuar como inibidor de efluxo em células eucariotas. No futuro sera
vantajoso apostar em ensaios para determinar que mecanismos estdo envolvidos na
inibigdo de efluxo deste composto.

Para analisar mecanismos de ag¢do microbicidas em M@ foi necessario utilizar
modelos de infecdo e estimulacdo do processo inflamatério. Para tal, foi escolhido um
estimulo de origem bacteriana e um modelo de infecdo protozoario. Neste caso, o0 LPS,

componente da membrana externa das bactérias gram-negativas foi o escolhido devido a
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ser um ligando de TLR4, um mediador de imunidade inata que estimula os M@ a produzir
citocinas pré-inflamatorias. A escolha do modelo de infecdo recaiu sobre o parasita L.
infantum, devido a este ser um parasita intracelular obrigatorio de M@.

O efeito dos EI na viabilidade e na capacidade multiplicativa de promastigotas foi
analisado através do isolamento do parasita a partir de M@ sujeitos a acdo dos
moduladores de bombas de efluxo, com o objetivo de analisar a agdo microbicida dos M@
tratados com El. Verificou-se que todos os EI diminuiam a viabilidade de L. infantum,
sendo que a OUAB e [6]-gingerol foram os El com maior capacidade leishmanicida. E
de salientar, que coincidentemente, estes sdo os EI com menor toxicidade e que mais
auxiliam os macrofagos na sua acdo microbicida. Com o estudo da capacidade
multiplicativa da forma parasitaria extracelular, foi possivel concluir que M@ infetados
tinham de estar sobre o efeito dos EIl durante um periodo superior a 24 h para que a
capacidade multiplicativa dos promastigotas seja afetada negativamente. Com isto é
possivel colocar a hipbtese de que quanto maior for o tempo de exposicédo aos EI, menor
sera a capacidade replicativa de L. infantum. Em contrapartida, nenhum dos EI foi capaz
de eliminar por completo a infe¢do por Leishmania. E de ressaltar, que mais uma vez, o
[6]-gingerol e a OUAB sé&o os EI com maior capacidade de reducdo da multiplicacdo de
L. infantum. No futuro, seria benéfico testar a associacdo destes EI com farmacos anti-
leishmania, como por exemplo a miltefosina, farmaco de administracdo oral, também
substrato de bombas de efluxo.

A acidificacdo intracelular foi testada com AO e a localizagdo dos lisossomas/
fagolisossomas com LTR para determinar o efeito dos El na ativagdo de mecanismos
microbicidas em M@. Foi possivel verificar que quanto maior o tempo de incubacao apos
a infecdo, maior era o tamanho dos fagolisossomas e maior a acidificacao. VP demonstrou
ser um EIl com maior capacidade para induzir a acidificacdo intracelular, tanto em células
estimuladas com LPS, como em células infetadas. E possivel afirmar que VP em células
estimuladas com LPS aumenta a sua agéo sobre a atividade lisossomal, provavelmente
através da ativacdo hidrolases que provem a acidificacdo intracelular. JA& a CPZ
demonstrou possuir caracteristicas similares, que foram evidentes em células infetadas
com L. infantum. [6]-gingerol parece ser um imunomodelador celular, regulando
negativamente a acidificacdo de células infetadas com L. infantum e estimuladas com
LPS. Contudo, sendo possivel observar a localizacdo de lisossomas e fagolisossomas em
células incubadas na presenca deste EIl, é provavel que o [6]-gingerol utilize uma via

alternativa a acidificagcdo, como mecanismo microbicida.

51



Conclus6es

A producdo de ROS é altamente toxica para microrganismos fagocitados
(Kapetanovic, Bokil & Sweet, 2015). O VP parece atuar como oxidante, levando a
producédo de ROS em todos os casos estudados. A TZ foi capaz de conduzir ao aumento
da producdo de ROS em células infetadas e ndo infetadas. Isto poderé ser indicativo que
VP e TZ sdo capazes de ultrapassar a inibi¢do induzida pelo parasita e induzir a producéo
de ROS. Ja CPZ também parece agir como um oxidante, aumentando a producédo de ROS.
Contudo L. infantum parece ser capaz de interferir, anulando, a capacidade oxidativa
detetavel do CPZ. E possivel que VP, TZ e CPZ ao atuarem sobre o transporte de calcio
através das membranas celulares regulem indiretamente o aumento da producdo de ROS
pelos M@. J& a OUAB apenas aumenta a producdo de ROS em células previamente
estimuladas, indicando que o efeito deste El é dependente de outros fatores como por
exemplo do LPS. Porém, [6]-gingerol parece ndo ter sido capaz de induzir a producéao de
ROS em nenhum dos casos estudados. Contudo, [6]-gingerol é descrito com antioxidante,
podendo indicar que este tem um resultado ambiguo. Uma possivel explicacéo é que [6]-
gingerol tenha promovido a alteracdo da expressdao de COX-2 e de NF-xB regulando
negativamente a producgdo de citocinas pré-inflamatdrias, como é o caso de TNF-a e IL-
1B. Porém,

A producdo de RNS é um mecanismo de curta duracdo. Neste estudo, o LPS foi
utilizado como um controlo positivo do ensaio, devido a este ser descrito como um
estimulador de RNS (Kassim et al., 2012). A TZ e a OUAB demonstraram ser capazes
de induzir a produgdo de RNS em células néo infetadas. Contudo, em células infetadas
por Leishmania, o seu mecanismo de acdo é anulado. J& VP e CPZ demonstraram
contribuir para a producgdo de RNS em células infetadas com L. infantum. Isto indica que
0 seu mecanismo de acao € ativado pela infecdo. Contudo, comparando com os resultados
obtidos anteriormente, é possivel afirmar que este ndo € o mecanismo mais eficaz para
diminuir a viabilidade parasitaria. Mais uma vez, [6]-gingerol demonstrou ser um inibidor
de RNS, diminuindo a concentragdo de nitritos em todos os casos analisados. Este fato é
justificado pela sua acdo como composto fitoquimico anti-inflamatario.

A presente dissertacdo teve como objetivo principal analisar o efeito dos El da
resposta inflamatéria inata de M@, procurando interpretar mecanismos subjacentes a
regulacdo dos mecanismos microbicidas. Este estudo indica que a utilizacdo de EIl pode
vir a ser uma mais-valia em casos de infecdo por L. infantum, auxiliando os mecanismos
de acdo intracelular dos M@. Contudo, a acidificagéo intracelular ndo demonstrou ser o

mecanismo mais eficaz para a morte do parasita.
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Conclus6es

O presente estudo também colocou em evidéncia que o [6]-gingerol e a OUAB sdo 0s
El mais eficazes na reducéo da viabilidade e replicacédo parasitaria.

Futuramente sera vantajoso apostar em estudos de associa¢do de EI com farmacos
leishmanicidas. Devido a baixa toxicidade dos El, estes podem diminuir a resisténcia e
promover a reducédo de fenétipos de MDR.
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