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RESUMO

A Leishmania € o parasita que causa a doenca conhecida como leishmaniose. A
doenca afeta as visceras ou 0 tegumento, e apresenta sintomas de leves a
graves, a depender da espécie transmissora. Nosso laboratério, nos ultimos
anos, investigou a resposta imune decorrente de infec¢des por Leishmania. Os
resultados obtidos revelaram que L. amazonensis, quando comparada a outras
espécies, apresenta resposta imune diferenciada, caracterizada pelo sucesso do
parasita em resistir as respostas imunoldgicas do hospedeiro. Estudos
realizados em células dendriticas mostraram que a infecgéo por L. amazonensis
reduziu a expresséao do receptor CD40 associada ao aumento na expressao da
ectonucleotidase CD39 e 5’- nucleotidase CD73, responsaveis por hidrolisar ATP
extracelular em ADP, AMP e adenosina, ocasionando a supressao imunolégica.
O CD40, expresso nos macrofagos, ao interagir com o ligante CD40L ira
estimular os linfocitos T CD4* a produzir IFN-y, responsavel por ativar o
macrofago para que este produza NO e destrua o patdégeno fagocitado.
Macréfagos ativados por IFN-y ativam o receptor purinérgico P2X7 e induzem a
liberacdo de ATP. O ATP extracelular € hidrolisado pelas enzimas CD39 e CD73,
gue sao altamente expressas durante a infeccdo por L. amazonensis. A
adenosina gerada nesse processo leva a imunossupressdo. Diante disso,
propusemos realizar uma revisao da literatura que visa o papel da expresséo de
CD40 nos macrofagos com énfase na infecgao por Leishmania amazonensis. Ao
fim, foi apresentado um modelo hipotético de possiveis mecanismos de evaséo

gue a L. amazonensis utiliza para obter sucesso na infeccao.

Palavras-chave: L. amazonensis; Macrofagos; CD40; Sinalizagdo purinérgica
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ABSTRACT

Leishmania is the parasite that causes the disease known as leishmaniasis. The
disease affects the viscera or the integument, and presents mild to severe
symptoms, depending on the transmitting species. Our laboratory, in recent
years, has investigated the immune response resulting from Leishmania
infections. The results obtained revealed that L. amazonensis, when compared
to other species, presents a differentiated immune response, characterized by
the success of the parasite in resisting the host's immune responses. Studies
carried out in dendritic cells showed that infection by L. amazonensis reduced the
expression of the CD40 receptor associated with the increase in the expression
of CD39 ectonucleotidase and CD73 5'-nucleotidase, responsible for hydrolyzing
extracellular ATP into ADP, AMP and adenosine, causing immune suppression.
CD40, expressed on macrophages, when interacting with the CD40L ligand, will
stimulate CD4+ T lymphocytes to produce IFN-y, responsible for activating the
macrophage so that it produces NO and destroys the phagocytosed pathogen.
IFN-y-activated macrophages activate the P2X7 purinergic receptor and induce
ATP release. Extracellular ATP is hydrolyzed by CD39 and CD73 enzymes,
which are highly expressed during L. amazonensis infection. The adenosine
generated in this process leads to immunosuppression. In view of this, we
proposed to carry out a review of the literature that aims at the role of CD40
expression in macrophages with emphasis on Leishmania amazonensis
infection. Finally, a hypothetical model of possible evasion mechanisms that L.

amazonensis uses to succeed in infection was presented.

Keywords: L. amazonensis; Macrophages; CD40; Purinergic signaling
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1. INTRODUCAO



A Leishmania é o parasita que causa a doenca conhecida como
leishmaniose. Sua transmissdo ocorre através da picada de flebotomineos do
género Lutzomyia, para espécies do Novo Mundo, e flebotomineos do género
Phlebotomus, para as espécies do Velho Mundo. A doenca afeta as visceras ou
o tegumento, que podem apresentar sintomas de leves a graves, a depender da
espécie transmissora (BITTENCOURT, 1991. LOUZIR, 1998). Por exemplo, as
espécies que transmitem leishmaniose visceral sdo: L.(L) infantum; L.(L) chagasi
e L.(L) donovani, enquanto as espécies transmissoras da leishmaniose

tegumentar sdo: L.(V) braziliensis; L. (L) amazonensis e L. (L) major.

O ciclo de vida da Leishmania é heteroxénico, ou seja, para completar seu
ciclo de vida ela precisa de pelo menos dois hospedeiros diferentes. No caso da
Leishmania € o hospedeiro flebotomineo, vetor da doenca, e o hospedeiro
mamifero. Esse parasita apresenta dois estagios em seu ciclo de vida:
promastigota, forma flagelada e infectante; e amastigota, forma sem flagelo que
se replica no interior das células do hospedeiro mamifero (SUNTER et al., 2017;
LORIA-CERVERA et al., 2020).

Apés a transmissdo da Leishmania, que ocorre através da picada de
flebotomineos fémea no hospedeiro mamifero, os macrofagos irdo fagocitar
parasitas presentes na derme. No interior das células os parasitas irdo adquirir
a forma amastigota, onde se multiplicarao até romper a barreira celular e infectar
novas células. Os flebotomineos, ao picarem o mamifero infectado, capturam
células infectadas com amastigotas, que no flebotomineo se diferenciardo em
promastigotas, e no estagio final promastigotas metaciclicas que migram para a
probéscide podem ser transmitidas para um novo hospedeiro mamifero,

concluindo seu ciclo de vida (Figura 1).
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Figura 1 — Ciclo de vida da Leishmania
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Fonte: HARHAY et al., 2011

Pesquisas realizadas em nosso laborat6rio nos ultimos anos mostraram que
camundongos C57BL/6 infectados por espécies diferentes de Leishmania
induzem respostas imunes especificas no hospedeiro. Esses camundongos
guando infectados por L. amazonensis apresentam lesdes progressivas que nao
cicatrizam naturalmente. As lesbes nos camundongos infectados por L. major
curou-se espontaneamente entre as semanas 10 e 11. A cicatrizacao total das
lesdes por L. braziliensis ocorreu no periodo de 7 semanas (DE ALMEIDA et al.,
2008). Através destes e outros dados, posteriormente discutidos, somos levados
a crer que a infeccdo por L. amazonensis, comparada as outras espécies,

evidencia mecanismo de evasao especifico.

A L. amazonensis causa uma forma especifica de leishmaniose tegumentar
americana (LTA), conhecida como leishmaniose cutanea difusa (LCD). Essa
forma da doenca é caracterizada por apresentar lesdes graves que evoluem com
o decorrer do tempo (CASTES et al., 1993; AWASTHI et al., 2004).
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Figura 2 — Distribuic&do da LCD no Brasil

Figura 2A — Boletim epidemioldgico Figura 2B — Boletim epidemioldgico

DISTRIBUICAO DA LEISHMANIOSE
CUTANEA DIFUSA NO BRASIL '

Legenda:

.Eslndoscom(aios 1 pOﬂtO =1 caso

Fonte: Departamento de Vigilancia Epidemioldgica Fonte: Departamento de Vigilancia Epidemioldgica
Brasilia / DF — 2006 Brasilia / DF — 2017

Figura 2. Em 2006 os casos da LCD no Brasil eram predominantes nas regides Norte, Centro-
Oeste e Nordeste (2a). Em 2017, os casos da LCD aumentaram consideravelmente, havendo

transmissao da doenga em praticamente todo o territorio Brasileiro (2b).

Das estratégias de evasdo que favorecem o estabelecimento da L.
amazonensis no hospedeiro podemos citar. a dificuldade da célula na
apresentacdo de antigeno, atraso ou inibicdo da ativagdo imune, apoptose
prejudicada, auséncia de citocinas coestimuladoras do processo de inflamacao
e nutrientes disponiveis para o crescimento do parasita (SAHA et al., 1995;
SOONG et al., 1996; PODNOVSKAIA et al., 2015).

Estudo publicado por Figueiredo e colaboradores (2012), mostrou que ao
infectar células dendriticas (DCs) com L. braziliensis, L. major e L. amazonensis
ocorrem alteracdes na expressao das moléculas de superficie. A infec¢éo, pelas
trés espécies testadas, apresentou reducdo na expressao do MHC Il e CD86. A
expressdo de CD40 entretanto foi aumentada em DCs infectadas por L.
braziliensis e L. major, ao passo que em L. amazonensis a expressao dessa
molécula permaneceu inalterada. Esses dados indicam que CD40 € uma

molécula fundamental que ira definir o rumo da infecgéo.
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As DCs sao responsaveis por induzir a proliferacédo dos linfocitos, isto €, sua
ativacao € muito importante para uma resposta imune eficaz, ja os macréfagos,
células derivadas de mondcitos que fazem parte das respostas imunes inatas e
adaptativas, sdo as principais células recrutadas para o local da infeccdo e
possuem papel importante na defesa contra os parasitas nas primeiras horas do
contagio. Essas células funcionam como células hospedeiras da Leishmania,
apresentam antigeno ao Linfocito T CD4* e atuam como células efetoras

responsaveis pela morte do parasita (MAUEL, 1990).

Por este motivo, € importante uma melhor explanacdo a respeito destas
células e sua interacdo com o parasita. O entrosamento do parasita com o
macréfago envolve fatores de viruléncia e imunidade do hospedeiro, e pode
alterar suas funcdes a depender da espécie do parasita e do estagio da infeccéo
(MCCONVILLE et al., 2012; OVALLE-BRACHO et al., 2015). Por exemplo,
camundongos C57BL/6 séo resistentes a infeccdo causada por L. major, mas
estes camundongos sao suscetiveis a infeccao por L. amazonensis (AFONSO
et al., 1993).

Das funcdes atribuidas aos macréfagos podemos citar: fagocitose de
microrganismos e ceélulas necréticas, apresentacdo de antigeno, producdo de
superoxido, citotoxicidade tumoral, reconhecimento de células apoptéticas,
producdo de citocinas, reparo de tecidos lesionados, e outras tantas fungdes
(ALBINA et al., 1989; GORDON., 2007).

Sdo conhecidos pelo menos trés tipos de populagdes principais de
macrofagos. Os classicamente ativados sdo aqueles que apresentam atividade
pré-inflamatéria. Os macréfagos de reparo tecidual sdo ativados pela via
alternativa e intermediam, através da producdo de citocinas, 0 processo de
inflamac&o, além de atuarem na cicatrizacdo. Os macrofagos reguladores, como
0 proprio nome ja diz, regulam as ac¢6es inflamatorias do sistema imune através
da imunossupressdo, que ocorre mediante a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias (MOSSER et al., 2008).
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Apesar de serem atribuidos a esses macréfagos funcdes especificas, eles
podem apresentar caracteristicas de ativacdo que sdo compartilhadas

dependendo das circunstancias envolvidas (Figura 3).

Figura 3 - Caracteristicas compartilhadas dos macréfagos

Populacao
transitéria de & Macréfagos
macrofagos |

associados a
tumores

’\ Macroéfagos de
reparo tecidual

Caracteristicas
compartilhadas

Adaptado: Mosser, 2008

Figura 3. As cores azul, amarela e vermelha representam as trés populagfes principais de
macrofagos. As cores derivadas das combinagdes primarias representam as demais
caracteristicas, podendo possuir algumas caracteristicas que sao compartilhadas ou

representando popula¢des de macrofagos que estao passando por transigéo.

Uma outra forma de categorizar os diversos tipos de macréfagos € atraves
da nomenclatura M1 e M2. O fenétipo M1 apresenta atividade pré-inflamatoria,
com producao de TNF, NO, IL-12 e outras. O fenétipo do macréfago M2 é
dividido em subconjuntos, M2a, M2b, M2c e M2d, que exercem funcdes variadas
nas mais diversas respostas do sistema imunoldgico, porém possuem em
comum a ativacédo alternativa e a produgéo de IL-10 (Figura 4) (WEAGEL et al.,
2015).
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Figura 4 - Caracterizacao de subpopulacdes
de macréfagos (M1 e M2)
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Adaptada: Weagel, 2015

Figura 4. Macréfagos M1 sdo ativados pela via classica e possuem acgao pro-inflamatoria.
Macrofagos M2 séo ativados pela via alternativa, mas exercem fungdes diversificadas que variam
de acordo com o tipo de subpopulacédo, por exemplo, os macréfagos M2c parecem estar
envolvidos na imunossupresséao, enquanto os macrofagos M2d parecem estar relacionados com

atividades de reparo tecidual.

A ativacdo classica dos macrofagos é induzida pelos linfocitos Thi,
caracterizados principalmente pela producéo do IFN-y. Por meio dessa ativacéo
o macrofago impele a sintese de NO, ROS e citocinas pré-inflamatérias como,
IL-12, IL-1 e TNF-a (ANDRADE et al., 2003; CLASSEN et al., 2009). A alta
producdo de citocinas inflamatorias e maior expressdao de moléculas
coestimuladoras estimulam o aumento na destruicdo de patégenos intracelulares
(MOSSER et al., 2008).

Linfocitos Th2 induzem a ativacéo alternativa dos macrofagos. A resposta
com perfil Th2 amplia a producédo de citocinas anti-inflamatorias pela célula,
diminui a atividade fagocitaria, reduz a expressédo de citocinas inflamatérias,
como a IL-12, e influencia na proliferacdo das células B (CLASSEN et al., 2009;
CHIN et al., 2021).
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Para a ativacdo dos macrofagos os receptores de superficie, presentes na
membrana dos macréfagos, participam das cascatas de sinalizacdo intracelular.
Eles permitem a diferenciacéo, proliferacdo, adesdo, migracdo, fagocitose e
outras tantas fungdes (HU et al., 2008; CLASSEN et al., 2009; MARTINEZ 2011).

Na ativacao classica dos macrofagos a proteina coestimuladora chamada de
CD40 é essencial. A interacdo CD40-CD40L estimula a expressédo de moléculas
do MHC, secrecao de citocinas inflamatorias e ativacdo do proprio macréfago
(Figura 5).

Figura 5 — Ativacao classica dos macréfagos

Ativacao dos Respostas dos
macrofagos macroéfagos ativados

| Morte dos micrébios fagocitados

cO Macrofagos com \
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expressao das

IR PR, ~| moléculas do MHC e
o< —|dos co-estimuladores
0@ \ (moléculas B7)
Qa7 Receptor / 1
IFN-y Secrega
2 + ¢ao das
Célula T CD4 - citocinas (TNF, IL-1,
efetora (célula Ty;1) quimiocinas, IL-12)

Fonte: ABBAS, AK.; LICHTMAN, A.H.; PILLAI, S. Imunologia Celular e Molecular. 82 Edi¢ao. Elsevier, 2015

Figura 5. Os macréfagos ao fagocitarem patégenos expressam em sua membrana o receptor
CD40, que se liga ao linfocito TCD4* através do ligante CD40L. A interacdo CD40-CD40L
estimula os linfocitos a produzirem IFN-y, responsavel pela ativacéo classica dos macréfagos,
que aumenta a expressdo de moléculas de superficie, induz a secrecéo de citocinas pro-
inflamatérias e estimula a producéo de NO, destruindo o patégeno fagocitado.

A infeccao por Leishmania tem a capacidade de mudar as vias de sinalizagéo
dos macréfagos para que ela consiga se replicar no fagossomo, sendo capaz de
induzir alteracbes nas moléculas sinalizadoras, como o0s receptores TLR
(Receptores Toll-Like) e CD40, prejudicando a ativacdo dos macréfagos
(GHOSH et al., 2002; GIUDICE et al., 2012; MCCONVILLE et al., 2012).
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Niveis elevados da interagcdo CD40-CD40L ativam macrofagos, que passam
a produzir IL-12. Baixos niveis da interagdo CD40-CD40L induzem a producao
de IL-10 e impossibilitam a funcéo inflamatéria dos macréfagos (MATHUR et al.,
2006). E a ativagdo do macréfago que vai regular a resposta imune e metabdlica

do hospedeiro e conduzir o destino da infecgdo (RUSSEL et al., 2019).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi realizar uma revisdo integrativa
e sistematica da literatura, com o intuito de indagar sobre o papel de CD40 em
doencas infecciosas com énfase na infec¢do por L. amazonensis e em doencas
ndo infecciosas, verificar dados da literatura que indicam possiveis interferéncias
na expressao de CD40 e, por fim, propor um modelo de possiveis estratégias
utilizadas pela L. amazonensis no momento da infeccéo para conseguir escapar
das respostas imunes do hospedeiro e assim sobreviver no meio intracelular dos

macréfagos.

20



2. METODOLOGIA



O presente trabalho teve como objetivo realizar uma revisédo integrativa e
sistematica da literatura, buscando compreender o papel da expressao de CD40
nos macréfagos durante a infeccdo por L. amazonensis e especular sobre
possiveis mecanismos que o parasita pode utilizar para contornar a resposta

imunoldgica e garantir o sucesso da infeccao.

Os métodos utilizados na busca dos trabalhos cientificos foram

exemplificados na Figura 6.

Figura 6 — Etapas da metodologia

A expressédo de CD40 nos

Formular a pergunta da pesquisa =P | macrofagos pode contribuir
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1. Base de dados PUBMED L. amazonensis?
e Google Scholar
2. ABBAS, AK; LICHTMAN, AH; <'| Definir a estratégia de busca
PILLAI, S. Imunologia Celular e
Molecular. 82 Edigdo. Elsevier, v
2015
i 1. CD40/ macréfagos
Fazer a pré-sele¢ao dos artigos através 1 ——
1. Infecgdes por do titulo e resumo o i
Leishmania/ L. v
. 3. CD40/ doengas
2. Caracterizagdoe ::;:zz:g:: &nao
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fazendo a separagao por assunto
3. CD40em doengas
infecciosas e ndo J\ /L
infecciosas
4. Mecanismos que Compilar os dados em um texto Unico
alteram a expresséo de
CD40

Figura 6. A procura dos artigos cientificos se deu em inglés e incluiu principalmente o termo
“CD40”. As bases de dados utilizadas na busca foram: PUBMED (Medline) e Google Scholar. O
Livro académico “Abbas immunology 8° edi¢éo” foi utilizado como fonte secundaria.
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Os critérios de inclusédo e exclusdo para selecédo de artigos estdo descritos

no quadro 1.

Quadro 1 - Critérios de incluséo e exclusao

CRITERIOS DE INCLUSAO

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Artigos que apresentavam dados
relevantes sobre a expressao de
CD40

Artigos que apenas citavam o CD40

em dados secundarios e néo

apresentavam informacées concretas

Artigos publicados em qualquer | Dados de dissertacoes, teses, TCC e
idioma desde que em revistas |resumos ndo transformados em
indexadas artigos

Qualquer periodo de publicacdo, | Artigos antigos que foram superados

desde que as informagdes estivessem

de acordo com dados recentes

por dados recentes

Para a construcdo do texto cientifico e a formulacdo de um modelo hipotético

foram selecionados 177 artigos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA



3.1 - EXPRESSAO E INTERACOES DE CD40

3.1.1 A expressao de CD40 na producéo das citocinas e na ativagao celular

A interacdo de CD40 com o CD40L leva a producdo de citocinas,
proteinas importantes na modulacdo da resposta imune e na ativacdo das
funcBes celulares, dentre elas estdo a IL-12 produzida pelos macrofagos e o IFN-
y produzido pelos linfocitos, juntos, induzem resposta protetora contra patégenos
através de um mecanismo dependente de CD40 (DECHANET et al., 1997).

A IL-12 é uma citocina pro-inflamatoéria que age no desenvolvimento de
uma resposta Thl. A producdo dessa citocina pelas DCs e macrofagos
impulsiona a sintese de IFN-y pelo linfocito T, que por sua vez, leva a ativacdo
dos macrofagos (HEUFLER et al., 1996). A IL-12 também é relatada como uma
citocina importante para a sustentacdo da expressdo de CD40L em células T
ativadas (LEE et al., 2002).

O IFN-y € uma citocina mediadora da imunidade inata e adaptativa. Ele &
produzido predominantemente por células NK (Natural Killer), linfécitos T CD4*
e linfécito T CD8*, quando estimuladas por antigenos (SCHOENBOR et al.,
2007). Essa citocina esta relacionada a regulacdo da resposta imune
inflamatoria, induzindo a ativagdo classica dos macréfagos para que eles
destruam patégenos intracelulares através da acdo do NO (FERLIN et al., 1998;
IMAIUZUMI et al., 1999). Os camundongos deficientes em IFN-y se tornaram
mais suscetiveis as infec¢des causadas por Mycobacterium avium, Toxoplasma
gondii, Trypanossoma cruzi e Leishmania devido a producao prejudicada de NO
(FLORIDO et al., 1997; KOO et al., 2018; SASAIl et al, 2018/2019;
NASHLEANAS et al., 2000; AWASTHI et al., 2003).

Os macrofagos M1 ativam NOS2 ou iNOS para produzir NO a partir de L-
arginina (DAVIS et al., 2013). Tal fato pode ser observado, por exemplo, em
infeccbes por Neospora caninum (parasita que causa neosporose), onde a
auséncia de iINOS reduz a producéo de citocinas inflamatérias como IL-12, TNF-
a e IL-183, além de propiciar a produgao de IL-10 (BARROS et al., 2019).
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A IL-10 é uma citocina imunossupressora produzida por DCs, macréfagos,
eosindfilos, neutrofilos, células NK, linfocitos B e linfécitos T. Por possuir fungéo
anti-inflamatdria, sua presenca prejudica o desenvolvimento de uma resposta
imune eficaz, como nas infec¢gbes causadas por L. infantum e Mycobacterium
tuberculosis, onde observa-se correlagdo com a deficiéncia de CD40 nos
macréfagos (FIRMINO-CRUZ et al., 2018; CHAUHAN et al., 2020; SANTOS et
al., 2021; CHALLAGUNDLA et al., 2022).

3.1.2 O papel de CD40 na producdo das citocinas de importancia na

infeccao por leishmania

A reviséo feita por Samant e colaboradores (2021) mostrou, que para que
ocorra o controle da leishmaniose visceral, é necessario que haja a producao de
IFN-y, IL-2 e TNF-a por mecanismos dependentes de CD40, conquanto as
citocinas IL-10, IL-6, IL-17 e TGF-B estdo associadas a proliferacdo do parasita

e ao desenvolvimento dos sinais clinicos da doenca.

Camundongos nocaute (KO) para CD40 e CD40L, quando infectados por
L. major, apresentaram eficicia no tratamento com a IL-12, sendo capazes de
controlar a proliferacdo do parasita e o desenvolvimento da lesdo, todavia apos
interromper o tratamento com a IL-12, nesses mesmos camundongos, a lesao
foi reativada. Nesse caso, as producgfes de IL-12 e IFN-y foram prejudicadas
devido a auséncia da interacdo CD40-CD40L, ou seja, 0 papel protetor das
citocinas na infec¢do por Leishmania é dependente da interacdo CD40-CD40L.
(WEINHEBER et al., 1998; OKWOR et al., 2015).

O IFN-y atua induzindo a ativacdo dos macréfagos, que por sua vez
produzem iNOS. Quando a via de iNOS € funcional verifica-se o controle da
proliferacdo do parasita, mas se essa via for prejudicada por alguma razao, a
funcdo anti-leishmania também se torna ineficaz, favorecendo o
desenvolvimento da doenca (NASHLEANAS et al., 2000; AWASTHI et al., 2003;
MIRZAEI et al., 2021).
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Na auséncia de IFN-y, o TNF-a pode induzir a via de iINOS desde que
ocorra a expressao de CD40. Tal fato foi observado nos macrofagos de
camundongos IFN-y °/ infectados por L. donovani e L. major. Esses
camundongos reduziram a carga parasitaria através da ativagdo de CDA40,
impulsionando a producao de TNF-a, que atuou como um substituto de IFN-y na
inducéo de NO (KAMIJO et al., 1993; MURRAY et al., 2003; NUNES et al., 2005).
Vale destacar ainda que, a producao de NO é intensificada por macréfagos que
sdo CD40*/* e TNFr -/, mas ndo nos macrofagos que sdo TNFr */* e CD40 -/
(KAMIJO et al.,1993; NASHLEANAS et al., 2000).

3.1.3 As interagdes de CD40 em doencas infecciosas

Foi demonstrado que CD40 exerce funcédo dupla, onde as expressoes
mais elevadas aumentam a protecéo do hospedeiro, enquanto as doses baixas
diminuem a protecéo através da inducdo de células T reguladoras (WAGNER et
al., 1994; MARTIN et al., 2010).

Os sinais coestimuladores sdo necesséarios para a ativacdo completa das
células de defesa. Quando os microrganismos séo fagocitados as expressdes
de moléculas como CD40, CD80 e CD86 aumentam, sendo importantes para
gerar resposta inflamatoéria. Diante disso, a interacdo de CD40-CD40L e as
respostas imunes decorrentes tém sido frequentemente estudadas, porque sua
importancia ja se mostrou clara em diversas doencas infecciosas provocadas por
protozoarios, bactérias, fungos e virus (ADAMS et al., 1984; ANDRADE et al.,
2003).

Interacdo de CD40 em infeccdes por Leishmanias

Os niveis na expressdo de CD40 podem interferir na resposta imune a
Leishmania de duas maneiras, a dizer. expressdo de CD40 regulada
negativamente, resultando em uma diminuicdo quantitativa na sinalizacdo de
CD40 e consequentemente na ativacdo dos macréfagos ou na sinalizacdo de
CD40 defeituosa, apesar de nado ter a expressao alterada (KAYE et al., 1994;
BRODSKYN et al., 2001; AWASTHI et al., 2003).
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O bloqueio da acédo de CD40, tanto do receptor quanto do ligante em
linfécito T, CD40L, prejudica a resposta imune, pois interfere na ativacao dos
macrofagos, que dificulta a producéo de citocinas pro-inflamatdérias e favorece o
crescimento do parasita. Um exemplo da importancia dessa expressdo nos
macréfagos pode ser visto em infecgbes por L. donovani e L. major, onde as
atividades dos macrofagos serdo responsaveis pelo controle do parasita (KAYE
et al., 1994; BRODSKYN et al., 2001; MURRAY et al., 2003).

Camundongos suscetiveis a infeccdo por L. major normalmente
desenvolvem resposta Th2, com a inducéo de IL-10 e a progressao da doenca.
Esses mesmos camundongos sao protegidos quando tratados com mAb CD40,
que se liga e ativa a célula, conferindo a esses camundongos resisténcia ao
parasita (CAMPBELL et al., 1996; FERLIN et al., 1998). Constatou-se resultados
semelhantes em infeccbes por L. infantum, que induziram a producdo de
citocinas proé-inflamatérias e a morte do parasita quando as células foram
estimuladas com o ligante de CD40, sendo capazes de controlar a infeccéo
(OLIVEIRA et al., 2015).

Camundongos C57BL/6 que sdo CD40L/ quando infectados por L.
amazonensis apresentam lesdes ulcerativas progressivas. A suscetibilidade
desse camundongo a infec¢do foi relacionada a ativacdo prejudicada das células
T e dos macréfagos, uma vez que diminuiram a producdo das citocinas
inflamatorias. Esses camundongos, mesmo quando submetidos a imunizacao
com antigenos, ndo foram capazes de gerar uma resposta protetora (SOONG et
al. 1996).

A importancia da expressado de CD40 também é vista em camundongos
suscetiveis a infeccdo por L. major e L. mexicana. O estudo mostrou que 0 uso
do mAb de CD40 resultou no aumento da producéao de IL-12 e IFN-y, controlando
a proliferacao dos parasitas. Fato oposto ocorreu ao utilizar o mAb anti-IL12 e o
mMADb anti-IFN-y, neste caso a expressdo de CD40 foi inibida, favorecendo o
crescimento dos parasitas (FERLIN et al., 1998; WEINHEBER et al.,
1998). Esses estudos validam a importancia de CD40 para a ativacdo dos
macréfagos, a producado de citocinas inflamatodrias e o controle na proliferacédo

do parasita.
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Interac6es de CD40 em infec¢cdes por Toxoplasma gondii

Diferentes cepas do Toxoplasma gondii podem induzir altos ou baixos
niveis de CD40 nos macréfagos. A alta expressao dessa molécula é essencial
no controle da infeccéo, que ocorre principalmente mediante a producéo de IFN-
y, principal indutor da ativacéo classica dos macrofagos. No entanto, existe a
possibilidade de acontecer a morte do parasita nos macréfagos sem que ocorra
a producdo de IFN-y, mas que advém de um mecanismo dependente da
expressdo de CD40 e a producdo de TNF-a, que pode envolver vias
dependentes ou independentes de NO (REICHMANN et al., 2000; MORGADO
et al., 2014).

Os resultados divulgados por Andrade e colaboradores (2005) mostraram
que os macrofagos estimulados por CD40 exibiram atividade anti T. gondii que
nao foi inibida pelo mAb neutralizante anti IFN-y, mas foi afetada pela
neutralizacéo de TNF-a. Esses dados sugerem que a expressao de CD40 em T.
gondii € um importante ativador da sinalizacdo de TNF-a que medeia o controle

de patdgenos intracelulares quando existe deficiéncia de IFN-y.

Outro estudo mostrou que o CD40 expresso no macrofago provoca a
morte do Toxoplasma gondii por autofagia, e por meio da interacdo CD40-
CD40L, gerando resposta inflamatoria (SUBAUSTE et al, 2021). As cepas que
regulam negativamente a expressédo de CD40 contribuem na sobrevivéncia do
parasita por interferirem na ativacdo das células e na producéo de citocinas proé-
inflamatorias pelo Linfécito T (ZHU et al., 2019). Dados complementares relatam
gue, a inducdo da atividade toxoplasmicida nos macréfagos, através dos
estimulos de CD40, acompanha a reducdo da carga parasitaria in vivo
(SUBAUSTE et al., 2006).

Observou-se que o CD40 expresso em altos niveis nos macréfagos
seguido da interacdo com o ligante CD40L, propiciou a producdo de IFN-y pelo
linfocito, diminuindo a formacéo de cistos em células neurais (DOHERTY et al.,
2022). Esses achados indicam que o CD40 desencadeia processos importantes
no controle da proliferacdo do parasita no meio intracelular e na propagacao para

outros tecidos, destaca-se que tal reacdo depende da presenca de leucdcitos.
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Interac6es de CD40 em infec¢cdes por Trypanosoma cruzi

Em T. cruzi, o papel de CD40 é auxiliar no controle da infeccdo. Esse controle
é devido a cascata envolvendo a IL-12 e o TNF-a, que intermedia a producao de
IFN-y e estimula a sintese de NO (CHAUSSABEL et al., 1999).

Antigenos derivados de T. cruzi modulam a expressdo de moléculas
coestimuladoras em monaocitos e DCs. Essas células, estimuladas com LPS,
mas na presenca do parasita, regulam negativamente a expressdo de CD40,
levando a reducao na proliferacéo de células TCD4* e o aumento nos niveis de
IL-10 (GOMEZ et al., 2019; BRODSKYN et al., 2002).

Apesar de CD40 ser importante no controle do parasita, foi demonstrado in
vivo que a interacdo CD40-CD40L aumenta a producdo de IL-6 (citocina
inflamatoria), no miocardio de camundongos infectados, indicando que as
células musculares cardiacas portadoras de CD40 podem interagir com linfécitos
que expressam CDA40L, infiltrando o coracdo e contribuindo para a lesao

inflamatoria na cardiomiopatia chagasica (MORENO et al., 2016).
Interac6es de CD40 em infec¢cdes bacterianas

O papel de CD40 foi demonstrado em diversas infec¢des bacterianas, como
por exemplo: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium e
Streptococcus pneumonie, em todos os casos a interacdo CD40-CD40L foi
importante para a contengdo dos microrganismos. O CD40 vai coordenar as
atividades dos LT, induzir a producédo de IL-12 pelos macréfagos e estimular a
sintese de NO e ROS. A auséncia de NO oportuniza o desenvolvimento da
doenca (HAYASHI et al., 1999; MOENS et al., 2008; CHAUHAN et al., 2020).

No caso de M. tuberculosis, a resposta protetora do hospedeiro €
enfraquecida pelo TGF-B e IL-10, citocinas produzidas pelos macréfagos. As
funcdes efetoras, destas, sdo contrarias aos efeitos que ocorrem apés a
interacdo CD40-CD40L, portanto o destino da infecgdo pode estar relacionado a

expressdo dessas moléculas (CHAUHAN et al., 2020).
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Outras espécies como: Aeromonas hydrophila, Chlamydia muridarum
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e Salmonella Dublin ao
infectar APCs induzem a expressdo de CD40 e promovem protecdo ao
hospedeiro (MARRIOT et al., 1999; CHEN et al., 2009; NISHAT et al., 2018; SU
et al., 2021; XIA et al., 2021).

Em infec¢des causadas por S. agalactiae, o CD40 é expresso em altos niveis
apos 24h, representando um potencial alvo terapéutico (XIA et al., 2021). No
caso de S. aureus a modulagédo da resposta imune ocorre principalmente por
CD40 expresso em DCs (NISHAT et al., 2018).

A infeccéo por A. hydrophila inibiu a proliferagéo de células B e aumentou a
infeccdo em peixes devido a perda do ligante de CD40 (SU et al., 2021).

Em infec¢cbes causadas por C. muridarum os camundongos deficientes em
CD40L ou CD40 apresentaram lesdes prolongadas. As patologias inflamatorias
foram mais graves em camundongos CD40 KO do que nos camundongos
deficientes em CD28 e CD86 (CHEN et al., 2009).

A suscetibilidade dos camundongos a infecgéo por S. dublin é definida pela
interacdo de CD40. Os camundongos que expressavam CD40L foram menos
suscetiveis a esta infeccdo do que camundongos deficientes em CD40L
(MARRIOT et al., 1999).

Interacbes de CD40 em infec¢cdes por virus

Foi discutido recentemente que o CD40 expresso nos macrofagos peritoneais
delimita a infeccdo precoce de uma vasta quantidade de virus de RNA, entre
eles, o virus da influenza, conhecido também como virus da gripe (HASHEM et
al., 2014; ROGERS et al., 2021; PAULIKAT et al., 2022). A replicacao limitada
destes virus nos macréfagos exigiu interagcdes CD40-CD40L, responsaveis por
estimular a producao de IL-12, IFN-y e induzir resposta Thl (ROGERS et al.,
2021).

Em infec¢Bes pelo virus Epstein-Barr (EBV), a expressdo de CD40 foi
associada aos sinais de apoptose das células T e NK. O bloqueio da sinalizagédo
CD40-CD40L potencializou a apoptose celular, diferente do que foi visto em
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outras infec¢des. No caso de infeccbes por EBV a sinalizacdo de CD40-CD40L
parece promover a sobrevivéncia das células infectadas, apresentando indicios
de que a interacdo CD40-CD40L esta relacionada a proliferacado excessiva dos
linfécitos (IMADOME et al., 2005).

Na infeccdo por SARS-CoV-2, apesar de existir um pequeno aumento na
expressdo de CD40 em células imunes inatas, nenhuma das células infectadas
produzem citocinas proé-inflamatérias, sendo estas células uma fonte improvavel

gue induzem a producao de citocinas durante a infeccado (NILES et al., 2021).

Em pacientes portadores do HIV (Virus da imunodeficiéncia humana), o
aumento na expressado de CD40L parece relacionar-se com o desenvolvimento
da condi¢éo conhecida como hipergamaglobulinemia (aumento de anticorpos no
organismo). Recentemente foi publicado que uma vacina experimental contra o
HIV, utilizando anticorpo neutralizador de CD40 (anti-CD40), promoveu maior
guantidade de plasmdcitos que produzem imunoglubulinas 1gG, o que sugere
potencializacdo da resposta imune (MULLER et al., 1998; GODOT et al., 2020).
O protocolo de uma vacina para prevencdo a infeccdo pelo HIV ainda é
indefinido, mas os dados relacionados com o papel de CD40 podem indicar um

caminho na produc¢ao de vacinas e medicamentos eficazes.
Interac6es de CD40 em infeccdes por fungos

Infeccbes por fungos, como o Cryptococcus neoformans, induzem a
producdo de IL-12 tardia através da expressdo prejudicada de CD40. A
importancia da interagcdo CD40-CD40L foi demonstrada em estudos utilizando
camundongos CD40L”, que se correlacionaram com a baixa atividade
antimicrobiana dos macréfagos (PIETRELLA et al., 2004).

O CD40 também esta associado a restricdo do crescimento desse fungo no
pulmao, limitando a propagacdo sistémica e a infeccdo ao sistema nervoso
central. Apesar da expressao de CD40 ser muito importante para controlar o
crescimento progressivo de fungos em infeccdo pulmonar criptococica
persistente, o CD40 também contribui para algumas caracteristicas
imunopatoldgicas, incluindo a producdo de muco nas vias aéreas (CHEN et al.,
2010).
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3.1.4 As interacdes de CD40 em doencas néo infecciosas

O CD40 expresso em APCs e o ligante CD40L no LT, tem sido alvo de uma
vasta gama de estudos que buscam compreender os mecanismos envolvidos
em doencas autoimunes, transplantes e em diferentes tipos de cancer, 0s quais
foram capazes de desenvolver eficacia antitumoral através do uso de agonistas
de CD40 (DJUREINOVIC et al., 2021).

A expressdo aumentada de CD40 se correlaciona com a resposta
antitumoral e uma melhora na sobrevida de pacientes com melanoma maligno
(YAN et al., 2021). O CD40 também € importante na resposta antitumoral em
linhagens de células de carcinoma epitelial de ovario (MELICHAR et al., 2007),
cancer de bexiga (COOKE et al., 1999), cancer de pulméo (SABEL et al., 2000),
entre outros (TONG et al., 2001; AMINI et al., 2020).

Em doencas autoimunes como, Esclerose Mudltipla (EM) e Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), a interagdo CD40-CD40L é responséavel por
estimular respostas inflamatorias que passam despercebidas. O bloqueio dessa
interacdo reduz a inflamacédo exacerbada. Por isso, essas moléculas podem
representar alvos terapéuticos (AARTES et al.,, 2017; SMETS et al., 2018;
RAMANUJAM et al., 2020).

3.2 - VIAS DE SINALIZACAO INDUZIDAS POR CD40

A sinalizacdo celular faz parte de um sistema de comunicacdo que
coordena as atividades celulares. A compreenséo das vias de sinalizagdo pode

contribuir na terapia dos mais diversos tipos de doencas e disturbios.

A transdugéo de sinal mediada por CD40 induz a transcricdo de uma
variedade de genes envolvidos na defesa do hospedeiro contra patdgenos.
Esses sinais também estimulam a ativacdo das quinases, producdo de
anticorpo, producdo de citocinas e regulacdo da expressdo de moléculas de
superficie, que ocorre através de varias vias, incluindo NF-kB (Fator Nuclear-
Kappa B), MAPK (Proteina Quinase Ativada por Mitogénio) e STAT3
(Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcricdo-3) (Figura 7) (PYPE et al.,
2000; BISHOP et al., 2007).
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Como CDA40 pertence a familia de receptores do TNF, a sinalizacdo de
CD40 envolve o recrutamento de TRAFs (Fatores Associados ao Receptor de
TNF) ao seu respectivo dominio citoplasméatico nas etapas iniciais da cascata de
sinalizagédo. O dominio citoplasmatico de CD40 consiste em 62 aminoacidos nas
posicdes 196-257 e esta associado a TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF5 e TRAF6
(HU et al., 1994; BROWN et al., 2001).

Figura 7 — Vias de sinalizagao induzidas por CD40
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O TRAFL1 nao se liga diretamente ao CD40, mas pode ser recrutado para
microdominios de membrana por meio de heterodimerizacdo com o TRAF2
(BISHOP et al., 2002).

O TRAF2 é necessario para a ativacao das vias SAPK (Stress-Activated
Protein Kinase) e também desempenha um papel na regulacdo positiva de
moléculas de superficie, secrecdo de IgM nas células B e regulacao positiva do
gene ICAM1 (Molécula de adeséo intercelular-1) (BROWN et al., 2001).

O TRAF5 também é indiretamente recrutado para o CD40 de maneira
dependente do TRAF3 (PYPE et al., 2000).

O TRAF3 inicia vias de sinalizacdo que ativam p38 e JNK (quinase c-jun
NH2- terminal), mas inibe a ativacdo de NF-kB dependente de Actl (NF-Kappa
B activator-1). Ele também age como um adaptador que liga proteinas TRAF a
TAK1 (Fator de Crescimento Transformador-Beta Ativada Kinase-1) e NIK
(Quinase indutora de NF-kB). O Actl se liga ao MKK (Complexo de Proteina
Quinase Quinase Ativada por Mitogénio) para ativar JNK, p38 MAPK e ERK1/2
(KASHIWADA et al., 1998; BROWN et al., 2001; QIAN et al., 2002).

TRAF3 parece ter um papel neutro na transducao da sinalizacdo de CD40,
sendo mais importante na transducao do sinal de LMP-1 (HE et al., 2007). Os
outros TRAFs, TRAF2, TRAF5 e TRAF6, sdo necesséarios para a ativagdo de
NF-kB.

3.2.1 Vias de sinalizacao induzidas por CD40 em doencas infecciosas e nao

infecciosas

Os dados da literatura mostram que nas mais diversas infec¢des a forca
da sinalizacdo de CD40 determina a ativacao da via p38MAPK ou ERK1/2. A
ativacao dessas duas vias pode definir o rumo da infeccao através do perfil de
citocinas que serdo produzidas. Os sinais fracos de CD40 induzem a sintese de
IL-10 dependente da quinase ERK1/2, enquanto os sinais fortes de CD40 ativam
a via p38MAPK que induz a sintese de IL-12 (RINCON et al., 2000; AWASTHI et
al., 2003; MATHUR et al., 2004; MORGADO et al., 2014).
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Em infeccéo por T. gondii o baixo envolvimento de CD40 induziu resposta
imune com perfil Th2 devido a ativacdo de ERK aumentada, que
consequentemente levou a expressdo de IL-10 (MORGADO et al.,, 2014).
Resultados semelhantes também foram vistos em infec¢des por Polyomavirus,
Zika virus e Chlamydia trachomatis (SU et al., 2004; DUSHANE et al., 2018;
VALENCIA et al., 2022).

Em doencas néo infecciosas a ativacdo da via ERK1/2 induzida por CD40
possui um papel importante no desenvolvimento da patogénese da asma, e no
desenvolvimento da fibrose miocéardica. No caso desse Ultimo o agravamento da
doenca é devido a producao da IL-17, intermediada por ERK (ALAM et al., 2011;
LIU et al., 2012).

3.2.2 Vias de sinalizagao induzida por CD40 em infec¢des por Leishmania

Em infeccdes por espécies de Leishmania diversos trabalhos mostraram que
o parasita pode regular negativamente a fosforilagcdo de p38MAPK induzida por
CD40 e impulsionar a ativagéo da via ERK 1/2 prejudicando a expressao de IL-
12 e INOS2, resultando no desenvolvimento da infecgcdo (AWASTHI et al., 2003;
MATHUR et al., 2004; SUBAUSTE, 2009; BHARDWAJ et al., 2010).

As implicacdes da infeccdo por L. infantum nas formas fosforiladas de
MAPKS (ERK1/2, SAPK/INK e p38MAPK) foram investigadas. Os resultados
mostraram que a infeccdo por L. infantum causou rapida ativacdo de ERK1/2,
enquanto que as vias SAPK/JNK e p38 ndo foram moduladas pelo parasita no
momento da infeccdo (NEVES et al., 2010).

A infeccdo por L. amazonensis leva a ativacdo de ERK1/2, redirecionando a
expressdo de genes especificos, no caso, CD40 e IL-12 p40, interferindo na
maturacdo adequada da célula e promovendo a sobrevivéncia do parasita por
mais tempo (BOGGIATO et al., 2009).

As Leishmanias, ao adentrarem as células podem alterar a cascata de
sinalizacdo de GTPases, e a intensidade destas é capaz de ativar isoformas

especificas de Ras.
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8A

As Ras sdo GTPases celulares responsaveis por regular diversos processos
celulares. Um sinal fraco de CD40 ativa N-Ras, enquanto um sinal forte, ativa H-
Ras e K-Ras. Ao suprimir N-Ras a ativacdo de ERK 1/2 regulada por sinal
extracelular de CD40 reduziu, assim como a produgéo de IL- A supressao de H-
Ras ou K-Ras reduziu a ativagéo da via p38MAPK e a producéo de IL-12 (Figura
8) (NAIR et al., 2020).

Figura 8 — via de sinalizacao induzida por CD40 em infec¢é&o por
Leishmania (HipoGtese)
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Figura 8. 8A: A forca da sinalizacdo do CD40 induz a ativacéo da via de sinalizacéo. A elevada
expressdo do CD40 induz a ativacdo da via p38MAPK, aumenta a expresséo de H-RAS e K-RAS
e contribui na protecéo do hospedeiro. A baixa sinalizacéo do CD40 ativa a via ERK1/2, aumenta
a expressdo de N-RAS e induz a progressédo da doenca. 8B: Para gerar uma resposta protetora
contra Leishmania é necessério a ativacdo de p38MAPK. No entanto, esse parasita no meio
intracelular induz a ativagéo da via ERK1/2 com alta expressédo de N-RAS e baixa expressao de
H-RAS e K-RAS. A ativacdo de ERK1/2 promove a producéo de IL-10, favoravel a permanéncia

do parasita na célula
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Em infec¢des causadas por L. donovani houve acréscimo na expressao de
N-RAS, aumentando a fosforilagdo de ERK 1/2, que simultaneamente diminuiu
a expressao de K-RAS e H-RAS, inibindo a fosforilacdo de p38MAPK. Ao utilizar
um inibidor de RAS a fosforilagdo de ERK 1/2 foi reduzida levando a ativacéo de
p38MAPK e um aumento da IL-12 (HUSEIN et al., 2018).

Os camundongos resistentes a infeccao por L. major tornam-se suscetiveis
devido a superexpressao de N-RAS, enquanto que a elevada expressédo de H-
RAS ou K-RAS reduziu a infeccdo nos camundongos vulneraveis (IBORRA et
al., 2011). O silenciamento de N-RAS controlou a infeccdo através da ativacéo
de p38MPAK induzida por CD40. A consequéncia foi a producao da IL-12, em
contrapartida, o silenciamento de K-RAS e H-RAS diminuiu a expressédo de
CD40 durante a infeccdo por L. major em camundongos que normalmente séo
resistentes a infeccédo, promovendo o desenvolvimento da doenca (SUBAUSTE,
2009; CHAKRABORTY et al., 2015).

A expressédo de RAS é apenas um adicional a suscetibilidade ou resisténcia
a infeccdo por L. major, uma vez que camundongos deficientes em RAS
conseguem montar uma resposta imune independente de isoformas RAS (JHA
et al., 2020).

3.3- MECANISMOS QUE PODEM INFLUENCIAR NA EXPRESSAO
DE CD40

3.3.1 Receptores Toll-Like associados a expressao de CD40

Os receptores do tipo Toll-Like (TLR) sdo moléculas responsaveis por
reconhecer patégenos e uma variedade de ligantes enddégenos e exdégenos. Das
funcBes atribuidas a esses receptores podemos citar: reconhecimento inato de
antigenos, inducao das respostas adaptativas, maturacdo de APCs e ativacéo
das células T. Alguns estudos mostram que esses receptores por ativar e
coordenar etapas das reacdes inflamatoérias, podem contribuir na expressao de
moléculas de superficie (IWASAKI et al., 2004; CHANDEL et al., 2014).
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Existem diversos subtipos de TLRs identificados que reconhecem
diferentes antigenos, direcionando a sinalizacéo celular e induzindo a producéao
de citocinas, quimiocinas e NO (MUXEL et al., 2018). Os TLRs demonstram ter
influéncia no controle das respostas imunes adaptativas, incluindo a regulacéo
positiva ha expressdo de moléculas coestimuladoras em DCs e monécitos, como
CD40, CD80 e CD86 (GHOSH et al., 1998; LAl et al., 2008; VALINS et al., 2010).

Foi verificado que os agonistas do TLR2, TLR6 (MALP — derivado de
Mycoplasma fermentans) e TLR4 (LPS — derivado de Salmonella minnesota)
induziram cerca de 35% a expressao de CD40 em DCs. Os agonistas do TLR7
e TLR8 (3M-003 — derivado de imidazoquinolina) induziram efetivamente cerca
de 80% de positividade na expressdo de CD40 em DCs. A produgéo de IL-12
nos monacitos também foi aumentada devido a induc&o dos agonistas do TLR7
e TLR8 (LEVY et al., 2006).

TLRs associados a expresséo de CD40 em infec¢cdes por Leishmania

Em infec¢cdes causadas por L. braziliensis, L. infantum e L. major ha
aumento na expressao do TLR2. A quantidade de células que expressam esses
receptores também aumentaram (WEINKOPFF et al., 2013; SACRAMENTO et
al., 2015). A expresséo do TLR2 também foi aumentada em infec¢des causadas
por L. amazonensis, o que facilitou a internalizacéo do parasita (TAVARES et al.,
2014). O intrigante é que apesar do TLR2 levar a um ambiente inflamatério, sua
expressdo nao previne o aparecimento da doenca (CAMPOS et al., 2018;
POLARI et al., 2019).

A expressao dos TLR3, TLR 7/8 e TLR 9 foi examinada apos a
estimulacdo de CD40 nos macréfagos infectados por L. major e nos macréfagos
nao infectados. Os resultados obtidos mostraram que apenas a expressao do
TLR9 foi aumentada nos macrofagos estimulados. Observou-se também que
TLR9 diminuiu a fosforilacdo de ERK1/2 nos macréfagos infectados com L. major

em comparacao com macrofagos nao infectados (CHANDEL et al., 2014).

Em infeccBes por L. major os macrofagos deficientes em TLR9 tiveram
expressao de CD40 reduzida e menor producgdo de IL-12 e TNF-a (PANDEY et
al., 2015). Em infec¢cdes por L. amazonensis a expressdo do TLR9 &
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predominante comparado a outros TLRs. Camundongos com auséncia do
TLR9 mostraram aumento significativo no tamanho da lesdo e da carga
parasitaria, indicando que esses camundongos sdo mais suscetiveis a infeccao
(CAMPOS et al., 2018; PRATTI et al., 2019). Nao foram encontrados estudos
que relacionem a expressdo do TLR9 com a inducdo de CD40 em APCs

infectadas por L. amazonensis.

3.3.2 A sinalizacao purinérgica na ativacao dos macrofagos

No processo de ativacdo dos macréfagos ocorre a producdo de ATP atraves
da fosforilacdo oxidativa. A funcédo do ATP intracelular € impulsionar processos
fisiolégicos que exigem energia. O ATP extracelular (ATPe), no entanto, age
como um poderoso sinal de perigo, sendo liberado pelas células que estdo sob
estresse, além de auxiliar no estabelecimento da resposta inflamatéria (DUGO
etal., 2017).

Os Macrofagos ativados por IFN-y aumentam a quantidade de ATPe, exibem
elevada expressao de iINOS, citocinas pro-inflamatorias e TNF-a. Os Macréfagos
nao ativados pela mesma via convertem o ATPe em adenosina, induzindo a
producéo de citocinas anti-inflamatérias e menor sensibilidade a morte celular
(HASKO et al., 2004).

O ATPe inicia suas funcOes através da ativacao dos receptores purinérgicos
conhecidos como receptores P2, que se dividem em P2X, associados a canais
ibnicos, e P2Y receptores acoplados a proteina G. Foram descritos sete
receptores P2X (P2X1.7) e todos eles respondem ao ATP. O receptor P2X7,
especialmente, além de sinalizar a presenca de ATPe é capaz de mediar a
secrecdo dessa molécula. Os receptores P2Y séo divididos de acordo com sua
especificidade como: P2Y1 e P2Y1:1 s&o especificos para purinas, P2Y4 e P2Ys
séo especificos para pirimidinas, P2Y12> e P2Y13 responde apenas ao ADP. (DI
VIRGILIO et al., 2001; BOURS et al., 2006; LEVESQUE et al., 2010).

A ativacao desses receptores purinérgicos representam vias de ativacdo dos
macréfagos M1, tornando-os mais suscetiveis a morte celular e a resposta
inflamatéria que controla a proliferacdo de patdgenos intracelulares
(PRAETORIUS et al., 2009; ZANIN et al., 2012; SAKAKI et al., 2013).
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A regulacdo do ATPe, a fim de evitar danos teciduais originados pelo
excesso da resposta inflamatéria, é regulada pela acdo de enzimas
metabolizadoras de nucleotideos, conhecidas como ectonucleotidases, dando
origem a adenosina (ADO), que exerce fungéo imunossupressora no controle da
resposta imune (HASKO et al., 2004; BOURS et al., 2006).

As atividades conjuntas das enzimas CD39 e CD73 (nos mamiferos)
hidrolisam ATPe em ADO. As E-NTPDases CD39 podem modificar rapidamente
ATPe em AMP, enquanto a 5’- nucleotidase (5°- NT) CD73 transforma AMP em
ADO. A adenosina ao atuar nos receptores purinérgico para adenosina
neutraliza os efeitos inflamatorios do ATP. Esses receptores sdo nomeados Al,
A2a, A2b e A3. O receptor A2a leva a uma regulacao negativa de citocinas pro-
inflamatodrias e o receptor A2b leva a regulacdo positiva de citocinas anti-
inflamatorias, além de outras fungdes. J& os receptores Al e A3 parecem regular
a acao dos receptores A2 (FREDHOLM et al., 2001; LIMA et al., 2017; BASU et
al., 2020; SILVA et al., 2020).

Os receptores A2a seguido pelo receptor A2b possuem maior afinidade
para ADO, os receptores Al e A3 possuem menor afinidade, por isso s&o ativos
somente na presenca de altas concentracdes de ADO (ABBRACCHIO et al.,
2007).
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Figura 9 — Efeitos da Sinalizacao Purinérgica no sistemaimune
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Figura 9. Os receptores sao ativados através de estimulos a célula, acarretando na abertura dos
canais de panexina, que leva o ATP para 0 meio extracelular. O ATPe ir4 ativar os receptores
P2X e P2Y, iniciando o processo de inflamacgdo. A E-NTPDase CD39 remove dois grupos fosfa-
tos, quebrando ATP em AMP, enquanto 5-NT CD73 remove o Ultimo grupo fosfato,
transformando AMP em adenosina. A Adenosina no meio extracelular ativa receptores P1 (A2a
e A2b), dando inicio ao processo de imunossupressédo. Por fim, a adenosina deaminase remove

um grupo amina, transformando adenosina em inosina, que é enviada para dentro da célula.

O aumento na expressdo das E-NTPDases e 5-NT iniciam uma reducao
gradual nas concentracdes de nucleotideos e aumento na disponibilidade de
adenosina. As mudancas nas atividades dessas enzimas podem fazer com que
os macréfagos modulem o resultado da cascata purinérgica extracelular para

ajustar suas func¢des durante o processo inflamatério (ZANIN et al., 2012).

A ativagéo celular quando ocorre em um ambiente rico em CD39 e CD73,
portanto rico em adenosina, faz com que funcdes efetoras das células sejam
insuficientes para eliminar patégenos devido a baixa resposta pro-inflamatoria
(SAMIUL et al., 2015).
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CD40 como indutor do ATP extracelular

O ATP é liberado para o meio extracelular de varias maneiras, a titulo de
exemplo: dano ou morte celular, estimulacdo mecénica, hipdxia e invasao de
patdogenos (BURNSTOCK et al., 2014). Logo, CD40 como indutor da resposta
inflamatoria, também é apresentado como um estimulo a liberacdo de ATP,
sendo identificado como um indutor da sinalizag&o purinérgica (STEINBERG et
al., 1991; SUBAUSTE, 2017; JAKOVIJEVIC et al., 2019).

Uma recente reviséo feita por Chaves e colaboradores (2021) mostrou
que o receptor P2X7 serve como um segundo sinal para a ativagdo completa do
inflamassoma NLRP3. A montagem do inflamassoma NLRP3 €& fundamental
para dar continuidade as respostas inflamatorias através da ativacdo de APCs.
Esse receptor mostra-se importante na modulacdo das respostas imunes
adaptativas em diversas doencas infecciosas, uma vez que o receptor P2X7 esta
associado a ativagdo de mecanismos inflamatorios do hospedeiro, promovendo
a producgdo de ROS e NO, induzindo acidificagdo nos vacuolos parasitoforos e
proporcionando a liberacdo de citocinas e quimiocinas (SAVIO et al., 2019).

A associacao dos receptores P2X7 e a expressdo de CD40 é mostrada em
células de camundongos diabéticos e em animais portadores de encefalomielite
autoimune e esclerose multipla. Em todos os casos a expresséo de CD40 conduz
a ativacao do receptor P2X7 e a producao de citocinas pro-inflamatérias (VOGEL
et al., 2013; PORTILLO et al., 2017; AARTS et al., 2017).

Dados da literatura revelaram que a infeccdo por L. amazonensis regula
positivamente o receptor P2X7, levando a liberacdo de ATP para o meio
extracelular (CHAVES et al., 2019; MARQUES et al., 2011). O intrigante é que
mesmo regulando positivamente o receptor P2X7 a infec¢ao por L. amazonensis
nao gera uma resposta inflamatoria, indicando que a razéo para a auséncia de
uma resposta pro-inflamatoria durante a infeccéo esté relacionada a modulagéo

que ocorre apos a ativacdo do receptor purinérgico P2X5.
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O papel das nucleotidases e adenosina na suscetibilidade a infec¢éo por L.

amazonensis

Existem algumas familias de E-NTPDases que irdo hidrolisar ATP em ADP,
AMP e ADO (BOURS et al.,, 2011; DI VIRGILIO et al.,, 2017; BASU et al.,
2020). As atividades da E-NTPDase (CD39) e 5-NT (CD73) sdo importantes
para a sobrevivéncia da L. amazonensis e L. donovani dentro dos macrofagos.
Essas enzimas induzem a producdo de ADO extracelular, que se ligam aos
receptores de ADO e reduzem os niveis de IL-12 e TNF- a, produzidos pelos
macrofagos, inibindo a producéo de NO e favorecendo a infecgéo. A vista disso,
ao inibir a atividade de ADO a sobrevivéncia do parasita dentro dos macréfagos
€ diminuida (GOMES et al., 2015; BASU et al., 2020; BAJRACHARYA et al.,
2022).

Os estudos de Figueiredo e colaboradores (2012) mostraram que em
infeccbes por L. amazonensis, L. braziliensis e L. major houve aumento na
expressao de CD39 e CD73 pelo parasita no momento da infec¢do, promovendo
a hidrélise de ATP, ADP e AMP em DC, razédo pela qual leva o aumento na
producdo de ADO. Logo, quanto maior a atividade das E-NTPDases maior o
tamanho das lesdes em camundongos infectados por Leishmanias (LEITE et al.,
2012; PERES et al., 2018; PAES-VIEIRA et al., 2021).

Reforcando esses dados, foi descrito que o tratamento de camundongos
vulneraveis (BALB/c) infectados com L. donovani utilizando inibidores de CD39
e CD73 resultou na diminuicdo da carga parasitaria e aumentou a producao de
citocinas inflamatérias (BASU et al., 2020). Esses resultados foram semelhantes
aos obtidos por De Almeida e colegas (2008), que identificou uma reducao na
hidrolise de AMP em camundongos infectados por L. amazonensis e L.
braziliensis quando utilizado um inibidor de 5’-nucleotidase, diminuindo a

guantidade de ADO extracelular.

A funcao das nucleotidases na expressao de CD40 em DCs infectadas por
espécies de Leishmania foi anteriormente vista em nosso laboratério. O estudo
referente mostrou que a expressdo de CD39 e CD73 aumentou em infeccbes
por L. braziliensis, L. major e L. amazonensis. O aumento dessas enzimas pelo
parasita no momento da infeccdo se correlacionou com a baixa expressao de
CD40 na célula. (FIGUEIREDO et al., 2012).
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A fim de aprofundar sobre as func¢des das E-NTPDases e a geracdo de ADO
durante infeccdo por L. amazonensis, outro estudo mostrou que os macréfagos,
guando infectados por essa espécie, aumentaram a producdo de ADO
decorrentes da expressdo de CD39 e CD73 pelo macrofago, prejudicando a
ativacao deles. As Células J774 (mondcitos que se diferenciam em macrofagos),
ativadas por IFN-y e LPS, induziram a producdo de NO e de citocinas
inflamatorias (TNF-a e IL-12) quando CD39 e CD73 foram inibidas (GOMES et
al., 2015). Contudo, este trabalho ndo avaliou os efeitos da expressao dessas

enzimas na expressao de CD40.

O processo inflamatorio induzido por ATPe é caracterizado pela producao
de citocinas inflamatérias, que estimula a migracdo, adesdo e ativacdo das
APCs, além de regular a sinalizagdo dos receptores em mondcitos. A hidrolise
de ATPe promove a producdo de ADO, que suprime a secrecao da IL-12, TNF-
a e a sinalizagao de receptores (KAUFMAN et al., 2005; BOURS et al., 2006;
DUBOIS et al., 2014).

A adenosina gerada como resultado da quebra de ATP é comum em
algumas doencas infecciosas, onde os mecanismos imunolégicos sdo mediados
por células. Dos papéis atribuidos a ADO estéo incluidos: a modulacdo na
expressdo de moléculas como, CD40, CD80 e CD86, a captura de antigeno, € a
diminuicdo da capacidade das células de ampliarem as respostas Thl
(PHANTER et al., 2003; IDZKO et al., 2014; BASU et al., 2020).

Pesquisas realizadas com DCs infectadas por L. amazonensis, L.
braziliensis e L. major revelaram que as trés espécies promovem a hidrdlise de
AMP, mas apenas a infec¢do por L. amazonensis ativa o receptor de adenosina
A2b que inibe a expressdo de CD40 (FIGUEIREDO et al.,, 2012). Dados
semelhantes foram vistos em DCs infectadas por L. infantum, onde o bloqueio
do receptor A2b levou a uma diminui¢do da leséo e da carga parasitaria, além
de restaurar a funcdo das células, ou seja, o principal fator para a
imunossupressdao mediado pela ADO extracelular € devido a ativacdo dos
receptores de adenosina (LIMA et al., 2017).

45



4. DISCUSSAO E CONSIDERACOES FINAIS



O PAPEL DE CD40

Na literatura, o papel da expressao de CD4O0 fica evidente na ativagdo das
respostas imunes a diversas doencas infecciosas e nao infecciosas, onde a
ligacdo CD40-CD40L é importante para ativar a resposta ndo somente do
linfécito T CD4* como também do préprio macréfago, conduzindo essas

células a produzirem citocinas inflamatorias e NO.

A expressao elevada de CD40 é responsavel por aumentar a protecéo do
hospedeiro mediante a producéo de citocinas inflamatorias, ocasionando a morte
do patégeno. Quando essa expressao ocorre de forma inadequada, seja através
da baixa expressdo ou devido a expressdo defeituosa, a célula ndo é
devidamente ativada (WAGNER et al., 1994; MARTIN et al., 2010).

A producéo das citocinas inflamatorias induz a ativacao de células de defesa
que irdo destruir os patdgenos por meio da producdo de NO e ROS, por isso a
expressédo de CD40 é tdo importante. E através dessa ativacdo mediada pela
interacdo CD40-CD40L que vai ocorrer a producéo de IFN-y pelo LT, e IL-12 e

NO pelo macréfago.

Estudos evidenciam que o papel protetor das citocinas em algumas infec¢oes
€ dependente de CD40. Em infec¢cBes por espécies de Leishmania apenas o
tratamento com IFN-y e IL-12 exdgeno ndo forneceu imunidade prolongada aos
camundongos. Neste caso, o efeito protetor das citocinas foi perdido quando a
administrac@o exdégena dessas citocinas foi interrompida, o contrario ocorreu na
presenca de CD40, propiciando imunidade prolongada (WEINHEBER et al.,
1998; OKWOR et al., 2015).

Nesse sentido, podemos analisar a expressao de CD40 como um forte aliado
no combate a diversas infeccbes, como exemplo podemos citar um dado
interessante — durante a sepse (Conjunto de manifestacdes graves em todo o
organismo produzidas por uma infec¢éo) o efeito protetor induzido por CD40 foi
perdido quando ocorreu a transfusdo de plaquetas obtidas de camundongos
CD40L I, o que favoreceu o0 aumento da lesdo nos 6rgaos e piora no quadro
clinico. A sepse foi controlada quando houve a transfusédo de plaguetas obtidas
de camundongos CD40L*/*, que levou a liberagdo de NETs dependente de

CD40L e contribuiu no controle da proliferagao bacteriana (VALET et al., 2022).



A infeccéo por T. gondii também exigiu a expressédo de CD40 na destruicao
do parasita. No entanto, o T. gondii possui cepas diversificadas onde algumas
induzem a expressao de CD40 que leva ao controle do desenvolvimento do
parasita e outras ndo induzem essa expressao, viabilizando a proliferagédo do

parasita no meio intracelular (ZHU et al., 2019).

O CDA40 pode apresentar funcéo antitumoral, por outro lado, ele possui papel
importante no desenvolvimento de doencas autoimunes provocadas por
processo inflamatoério exacerbado (AARTS et al., 2017; YAN et al., 2021).

Diante da duplicidade relacionada ao papel de CD40, a infecgéo por T. cruzi
apresenta caracteristicas intrigantes pois, a0 mesmo tempo que a expressao
dessa molécula é necessaria para a producéo de IFN-y e NO, essenciais para a
morte do parasita, o processo inflamatério decorrente da interagdo CD40-CD40L
parece ser um indutor da cardiomiopatia chagas (MORENO et al., 2016). O papel
duplo de CD40 visto em infec¢des por T. cruzi ndo é incomum, pois € visto
também em infeccbes fungicas por Cryptococcus neoformans, e em infeccbes
virais (PIETRELLA et al, 2004; GODOT et al., 2020).

A interacdo CD40-CD40L também ira influenciar na via de ativagéo da célula,
resultando em atividade imune compativel com uma resposta Thl ou Th2, a
depender da via de ativacao induzida. A forca da sinalizacdo de CD40 vai definir
a ativacdo da via p38MAPK, indutora da resposta inflamatoria, ou ERK1/2, via
que leva a producao de IL-10 (MATHUR et al., 2004).

Alguns patdgenos ao infectarem macréfagos ativam mecanismos
intracelulares que induzem a ativacdo da via que melhor se adequa a sua
sobrevida no meio intracelular. Um exemplo é o virus da dengue (DENV), que
induz a fosforilacdo de ERK1/2, relacionada ao aumento do apoptose celular. Ao
passo que a inibicdo de ERK1/2 limitou a apoptose de hepatdcitos e reduziu a
lesé@o hepatica induzida por DENV (SREEKANTH et al., 2014).

Apesar da via ERK1/2 demonstrar ser mais favoravel a sobrevivéncia dos
microrganismos, em doencas infecciosas nem sempre ela € a vila, o que se deve
ao fato dessa via ndo induzir ao processo inflamatério, que como visto

anteriormente pode cooperar no desenvolvimento de doencas.
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De outro modo, a ativacéao da via p38MAPK, apesar de promover 0 processo
inflamatério que geralmente é favoravel a destruicdo de patdgenos, pode
apresentar complicacdes em doencas nao infecciosas. Foi observado que em
linhagens de células de carcinoma de células renais a ativacao da via p38MPAK
juntamente com a ativacao de fatores de transcricdo NF-kB, que representa a
principal via de sinalizacdo envolvida na proliferacdo e origem tumoral, foi
elevada (PONTRELLI et al., 2021). Muito ainda precisa ser estudado sobre o
papel de CD40 na contribuicdo do crescimento ou erradicagdo de células
tumorais. No entanto, o caminho seguido até aqui através dos estudos
direcionados ao CD40 expresso em APCs, indicam possibilidades que podem
guiar novos avanc¢os no tratamento e cura dessas e outras doencas (AARTS et
al., 2017; YAN et al., 2021).

Outro fator relevante mostra que CD40 também pode ser reconhecido como
indutor da sinalizac&o purinérgica. A alta expressédo de CD40 nos macroéfagos,
ao induzir resposta inflamatéria, leva a ativacédo do receptor P2X7 que libera ATP
e auxilia no estabelecimento da resposta inflamatoria (CHAVES et al., 2019). Em
compensacdo, a produgcdo de ADO, decorrente da hidrolise do ATPe, leva a

imunossupresséao.

Diante disso, podemos inferir que nas mais diversas doencas a expressao de
CD40, assim como a interagcdo CD40-CD40L, possui um papel fundamental que
vai definir o rumo da infeccdo. A expresséao elevada de CD40, por ser um
receptor que induz a resposta inflamatdéria, pode contribuir tanto na morte do
patdogeno como no desenvolvimento de sinais clinicos exacerbados, propiciando
a ocorréncia de danos teciduais e fisiologicos, contudo a baixa expressao de
CD40 impede a ativacdo dos macrofagos e auxilia na sobrevivéncia de
patégenos, porém colabora no controle de doencas resultante do processo
inflamatorio exacerbado (Figura 10). De toda forma, CD40 parece apresentar,

em todos os casos, um potencial alvo terapéutico.
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Figura 10 — Func¢des imunes desencadeas por CD40
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O papel de CD40 na infeccao por L. amazonensis

Perante o exposto sobre as funcdes de CD40, a ativacdo das vias de
sinalizacdo induzida por espécies de Leishmania e o papel de CD40 na ativacao
do receptor P>X7, € possivel especular sobre a suscetibilidade a infec¢ao por L.

amazonensis.

Foi mostrado por Chaves e colegas (2019) que a infeccdo por L.
amazonensis leva a ativagdo do receptor P>X7. O instigante, € que mesmo
regulando positivamente esse receptor a infec¢do por L. amazonensis ndo gera
uma resposta inflamatoria, indicando que a razdo para a auséncia de uma
resposta pré-inflamatéria durante a infeccéo esta relacionada a modulacéo que
ocorre apos a ativacao do receptor purinérgico P2X7, uma vez que 0 processo
inflamatorio induzido pelo ATPe é caracterizado pela producdo de citocinas
inflamatorias, que estimula a migracdo, adesado e ativacdo das APCs, além de
regular a sinalizacao dos receptores em mondécitos (KAUFMAN et al., 2005;
BOURS et al., 2006; DUBOIS et al., 2014).
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Figueiredo e colegas (2012) mostraram que em DCs infectadas por L.
amazonensis ocorre expressao reduzida de CD40. A baixa interacdo de CD40
induz a ativacdo de ER1/2, este por sua vez estimula a producédo da IL-10
(MATHUR et al., 2004). No entanto, a IL-10 ndo possui parte na ativacéo
reduzida de DCs infectadas por L. amazonensis. Nesse caso, mesmo o0 parasita
fosforilando ERK1/2, a inibicdo da expresséo de CD40 é relacionada a producao
de cAMP e a ativacao do receptor A2b, diferente de infec¢des por L. braziliensis
e L. major, onde a IL-10 foi parcialmente responsavel por inibir a ativagdo das
células (FIGUEIREDO et al., 2012. FIGUEIREDO et al., 2017). E concebivel que
nos macrofagos a IL-10 tenha influéncia na inibicdo de CD40 e na ativacdo da
célula, uma vez provado que essa citocina exerce funcédo imunossupressora e é
produzida durante a ativacdo da via ERK1/2, induzida durante infec¢do por

Leishmania.

Quanto a analise dos TLRs na expressdo de CD40 e suscetibilidade a
infeccdes por Leishmania, esses ndo demonstram papel decisivo, uma vez que
a relacdo mais direta com o CD40 parece estar associado ao TLR9, onde o CD40
influencia na sua expressao, e a expressao desse TLR influencia na expressao
de CD40. O curioso, é que apesar do TLR9 ser expresso em infec¢bes por L.
amazonensis e apresentar um papel importante no controle da proliferacdo do
parasita, ele ndo parece ser suficiente para controlar o desenvolvimento da
doenca, pois mesmo com a expressao do TLR9 o parasita consegue evitar a
resposta imunoldgica inflamatéria, indicando que as razfes para a evasao do
parasita possivelmente ndo estdo relacionadas diretamente com a expresséao de
TLRs.

O enredo da infeccao por L. amazonensis € mais conclusivo quando esta
relacionado a expressdo das ectoenzimas no momento da infec¢do, que irdo
hidrolisar ATPe em ADP, AMP e ADO (BOURS et al., 2011; DI VIRGILIO et al.,
2017; BASU et al., 2020). A producédo de ADO suprime a secrecao da IL-12,
TNF-a e a sinalizagao de receptores (KAUFMAN et al., 2005; BOURS et al.,
2006; DUBOIS et al., 2014).

51



E de conhecimento no meio cientifico que em infec¢bes por L. amazonensis
ocorre um aumento na expressao de ectonucleotidases (FIGUEIREDO et al.,
2012). A conversdao de AMP em adenosina ocorre por meio de CD73, que ira
regular a resposta da célula através dos receptores de adenosina (IDZKO et al.,
2014; DUBOIS et al., 2014; BASU et al., 2020).

Diversos trabalhos do nosso laboratério mostraram que as enzimas
participantes no metabolismo de nucleotideos extracelulares possuem papel
importante na infeccdo por L. amazonensis, atuando diretamente na sua adesao
e nhas células-alvo, modulando a producdo de quimiocinas da célula
hospedeira. Nesse contexto, os parasitas de L. amazonensis podem se ligar
mais facilmente aos fagocitos devido a maior expressdao de E-NTPDase (DE
SOUZA et al.,, 2010). Comparacfes realizadas com macréfagos e DCs
infectadas por L. amazonensis, L. braziliensis e L. major, mostram que L.
amazonensis hidrolisa maiores quantidades de ATP, ADP e AMP do que as
outras duas espécies, uma razao aparente é a maior expressao de E-NTPDase
na membrana do parasita. A hidrélise aumentada de AMP leva a geracéao de
ADO, este, ao agir sobre os receptores induz funcdo anti-inflamatoria
promovendo a evasdo e a progressao da doenca (DE ALMEIDA et al., 2008;
FIGUEIREDO et al., 2012. GOMES et al., 2015).

Podemos pressupor que os resultados obtidos em DCs se repitam nos
macrofagos infectados por L. amazonensis, porque as mesmas enzimas que
hidrolisam AMP em DCs também estédo presentes neles (DE ALMEIDA et al.,
2008; GOMES et al., 2015; BASU et al., 2020; BAJRACHARYA et al., 2022).

Nos resultados obtidos por Figueiredo e colegas (2012), a imunossupressao
mediada por ADO em DCs infectadas por L. amazonensis é dependente ndo
somente da acao das E-NTPDase mas também da ativacao do receptor A2b. O
receptor A2b regula positivamente a producéo de citocinas anti-inflamatorias e

leva a inibicdo da expressédo de moléculas MHC Il, CD86 e CDA40.

Outro estudo complementar aos dados anteriores mostrou que a infecgéo por
L. amazonensis estimula o recrutamento do receptor A2b, mas nao de A2a para

a superficie das DCs infectadas. Outro fator mostra que A2b co-localizam com
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CD39 e CD73 formando um “cluster purinérgico” que permite a produgéo de
adenosina extracelular (FIGUEIREDO et al., 2021)

Ainda que somente o receptor A2b tenha sido relacionado a atividade
imunossupressora em DCs, € aceitavel que nos macréfagos o receptor A2a
também exerca uma funcdo importante, visto que ele é responséavel por regular
negativamente a producéo de citocinas pré-inflamatérias e estimular a producéo
de IL-10. No mais, esse receptor ao ser bloqueado diminui a quantidade de
células Treg, sugerindo que a inibicdo desse receptor pode aumentar as funcdes

inflamatorias das células (LIMA et al., 2017).

Um outro fator que sustenta esse modelo € a recente publicacdo de Mann e
colaboradores (2022), mostrando que um agonista do receptor A2a de ADO
representa um potencial tratamento para pacientes com COVID-19. Uma vez
gue a inibicdo do receptor A2a permite que a célula conduza positivamente a

producédo de citocinas pro-inflamatérias.

Perante as evidéncias apresentadas e discutidas, as quais foram: O CD40 é
importante na ativacdo dos macréfagos e como indutor da resposta inflamatéria;
A infeccao por L. amazonensis induz a ativagao do receptor P2X7 que libera ATP;
L. amazonensis apresenta expressao elevada de E-NTPDases responsaveis por
hidrolisar ATPe; em DCs o receptor purinérgico de ADO, A2b, levou a
imunossupressao que regulou negativamente a expressao de CD40; a infec¢do
por L. amazonensis ativa a via ERK1/2 devido a baixa interacdo de CD40. Isto
posto, foi proposto um modelo hipotético apresentando possiveis mecanismos

de evaséo usados pela L. amazonensis ao infectar macrofagos.
Alguns pontos foram levantados para simplificar a proposta sugerida:
I. Leishmania amazonensis canaliza ATP para o meio extracelular para

favorecer sua sobrevivéncia através da geracéo de adenosina.

Il. Aexpressao de CD40 é fundamental para definir o rumo da infeccéo, uma
vez que esse receptor € necessario para a ativacdo do LT CD4* e do

préprio macrofago, principal célula hospedeira da Leishmania.



Durante a infeccdo por L. amazonensis ocorre elevada expressao de
CD39 e CD73, que leva a hidrdlise de ATPe gerando ADO.

Os receptores de ADO precisam ser ativados para que a ADO exerca seu
efeito na supressao imunoldgica. O receptor A2a regula negativamente a
producdo de citocinas pro-inflamatorias, mas também pode levar a
producdo de IL-10, assim como o receptor A2b. No entanto, os dados
obtidos em DCs mostraram que a ADO exerce sua fungdo somente
através do receptor A2b. Nos macréfagos ainda ndo existem dados

concretos, dessa forma, inferimos a acéo desses receptores.

O papel da IL-10 é especulativo, pois apesar dela ser produzida através
da ativacdo de ERK1/2 e ter se mostrado relevante em infeccbes por
algumas espécies de Leishmania, em DCs infectadas por L. amazonensis

ela ndo apresenta interferéncia na supressao imunoldégica.
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5. MODELO PROPOSTO



A L. amazonensis ao infectar macrofagos aumenta a expressao do receptor
purinérgico P2X7 que libera ATP para o meio extracelular. Esse parasita, no
entanto, aumenta a produgao da ENTPDase CD39 e 5’NTPdase CD73 que irdo
hidrolisar ATPe em ADP, AMP e ADO. A ADO ao atuar sobre o receptor A2b
assim como em DCs, ou sobre ambos receptores (A2a e A2b), induz atividade
imunossupressora, que vai diminuir a expressdo de CD40 na superficie dos
macrofagos. A baixa sinalizacdo de CD40 leva a ativacdo da via ERK1/2, esta
via impulsiona a producédo de IL-10, que pode contribuir, ou ndo, para a

inativagéo da célula.

A inibicdo da expressao de CD40, independente do receptor de ADO
requerido com a participacdo ou nao da IL-10, interfere na producdo das
citocinas e prejudica a ativacao do macréfago, que por sua vez deixa de produzir

NO, por consequéncia o parasita se desenvolve.

Figura 11 — Modelo Proposto
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6. CONCLUSAO



O papel de CD40 expresso nos macréfagos € importante na ativacao celular
e na protecdo do hospedeiro contra as infec¢des causadas por Leishmanias. Os
dados mostraram que em infec¢cdes por L. amazonensis ocorre reducdo na
expressdo dessa molécula, portanto a fungéo pré-parasita € aumentada. Apesar
de ndo existirem dados efetivos que comprovem a acdo da sinalizacao
purinérgica na expressao de CD40 nos macrofagos, a producéo de adenosina,
decorrente da hidrolise de ATPe, mostra-se um forte fator que influencia
negativamente na expressao de CD40 devido ao processo de imunossupressao,

sendo essa uma razao aparente que pode contribuir no sucesso da infeccao.

Ressaltamos que estudos responsaveis por avaliar a expressédo de CD40 nos
macréfagos durante a infeccdo por L. amazonensis com foco na producédo de
adenosina extracelular precisam continuar sendo investigados para que o

modelo proposto seja atestado ou contestado.
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