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RESUMO

AVALIACAO DO PAPEL DOS NEUTROFILOS NA INFECCAO EXPERIMENTAL
POR LEISHMANA BRAZILIENSIS. FERNANDA OLIVEIRA NOVAIS. Neutréfilos
sao componentes importantes do sistema imune e fazem parte da primeira linha de
defesa contra infecgées. Na infecgdo intradérmica com L. braziliensis
demonstramos que os neutréfilos sdao constantemente recrutados ao sitio de
infeccdo. Além disso, ja foi demonstrado que a interagdo de neutréfilos com
macréfagos regula a resposta contra L. major. Neste estudo, investigamos o papel
dos neutréfilos na infecgdo causada por Leishmania braziliensis usando o modelo
de infecgdo intradérmica. Neutréfilos foram purificados de camundongos BALBI/c,
apés a injecado intraperitonial de tioglicolato, sua pureza foi avaliada pela marcagéo
com Gr-1, utilizando a citometria de fluxo. A posterior co-cultura de neutréfilos vivos
ou mortos pelo calor com macréfagos peritoniais infectados com L. braziliensis
levou a uma redugéo significativa na taxa de infec¢gédo e no numero de amastigotas
por célula quando comparado com as culturas controle. A presenga de neutrofilos
vivo ou mortos na cultura de macréfagos infectados com L. braziliensis foi
associada a produgédo de altos niveis de TNF-a. Para avaliar o papel dos
neutréfilos in vivo, camundongos foram co-inoculados com neutréfilos vivos e L.
braziliensis. Observou-se que estes animais desenvolveram lesdes
significativamente menores e apresentaram um numero menor de parasitas quando
comparados com os camundongos controle. Por ultimo, camundongos BALB/c
foram depletados de neutréfilos apoés injeg¢éo intraperitonial do anticorpo RB6-8C5 e
foram, em seguida, infectados com L. braziliensis. Camundongos depletados
apresentaram les6es e carga parasitaria maiores quando comparados com
camundongos controle, os quais receberam injegcdo de IgG de rato. Estes dados
indicam que os neutréfilos sdo células fundamentais para a eliminagéo inicial de L.
braziliensis em camundongos BALB/c. [PALAVRAS CHAVE] Leishmania
braziliensis, neutrofilos, BALB/c, Leishmaniose Tegumentar Americana.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE ROLE OF NEUTROPHILS IN AN EXPERIMENTAL
MODELO OF INFECTION EMPLOYING LEISHMANIA BRAZILIENSIS. FERNANDA
OLIVEIRA NOVAIS. Neutrophils are important components of the immune system
and provide the first mechanism of defense against infection. In the dermal
experimental model of infection with L. braziliensis, we observed that neutrophils are
constantly recruited to the lesion site, throughout the infection period. Moreover, it
was observed that the interaction between macrophages and neutrophils regulates
infection with L. major. In the present work we investigated the role of neutrophils in
the infection caused by Leishmania braziliensis using a mouse intradermal model of
infection. Neutrophils were obtained from mouse peritoneal cavities by injection of
thioglycolate broth, purity was assesses by flow cytometry using Gr-1 staining. Live
and heat-killed neutrophils incubation with L. braziliensis infected peritonial
macrophages from BALB/c mice led to a significant decrease in the infection rate as
well as in the number of amastigotes per cell when compared to cells infected with
promastigotes only. Co-incubation of live or heat-killed neutrophils with
macrophages infected with L. braziliensis was associated with the production of high
levels of TNF-a. To investigate the role of neutrophils in the in vivo infection, BALB/c
mice were co-inoculated with L. braziliensis and neutrophils. In these experiments,
we observed that co-inoculation of live neutrophils and L. braziliensis in the ear
dermis led to the development of smaller lesions as well as a decrease in parasite
load. On the contrary, when mice were depleted of neutrophils by injection of RB6-
8C5 antibody, we observed that depleted animals showed an increase in lesion size
and in parasite load when compared to animals injected with control rat IgG
antibody. According to our data, neutrophils are essencial in the inicial elimination of
L. braziliensis in BALB/c mice. [KEYWORDS] Leishmania braziliensis, neutrophils,
American Tegumentary Leishmaniasis.
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1 INTRODUGAO

1.1 A leishmaniose

A leishmaniose é constituida por um grupo de doencgas causadas pela infecgéo
por parasitas pertencentes ao género Leishmania (Ordem Kinetoplastida, Familia
Trypanosomatidae), que sdo injetados na derme do hospedeiro pela picada do
flebétomo infectado. Existem cerca de 500 espécies de fleb6tomos identificados,
contudo, apenas 30 deles estdo implicados como vetores da doenga (WHO, 2000).

No Brasil, os flebotomineos responsaveis pela transmissdo da Leishmania sao
pertencentes ao género Lutzomyia (Ordem Diptera, Familia Psychodidae). A
transmissao da Leishmania da-se durante o repasto sangiineo do fleb6tomo fémea
(Fig. 1). Durante o processo de alimentagdo, até 1.000 formas infectantes da
Leishmania séo introduzidas no local da picada junto com a saliva do inseto. Dentro
de 4 a 6 horas, estes parasitas séo interiorizados pelos macréfagos teciduais e séo
envoltos por um vacutolo fagocitico. Rapidamente, as formas promastigotas perdem
o flagelo e se transformam nas formas amastigotas, que sédo capazes de sobreviver
dentro do vacuolo parasitéforo, no interior do macréfago. No vacuolo parasitéforo, as
formas amastigotas se multiplicam por divisdo binaria, resistindo aos mecanismos
efetores da resposta imune do hospedeiro. Eventualmente, os macréfagos
infectados se rompem, liberando novas amastigotas, as quais podem invadir novas
células, re-iniciando o ciclo de vida no interior do hospedeiro vertebrado.

Somente as fémeas de fleb6tomos sdo capazes de transmitir a Leishmania,
adquirindo-a através da alimentagdo sanguinea no hospedeiro vertebrado (seres
humanos ou outros mamiferos infectados com o parasita). Uma vez no interior do

fleb6tomo, as amastigotas se diferenciam em promastigotas e se deslocam para a
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porgéo anterior do intestino do vetor. Apds a migragéo para a faringe do inseto, as
formas promastigotas diferenciam-se nas formas infectantes, chamadas de

promastigotas metaciclicas.

amastigota intracelular

\ proliferag&o

fagocitose

\

transformagao

fagocitose fagolisossomo

macrof . 3
Tefage Hospedeiro mamifero
picada do Flebétomo picada do
fleb6tomo flebétomo
e T+ S amastigotas @ @

@M

promastlgotas

metaciclicas
migracao para amastigotas /nsformagéo
as partes bucais proclcnas

Prollferac;éo para o intestino médio

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania spp. (modificado de www.wehi.edu.au).

A leishmaniose apresenta duas formas clinicas principais, a forma cutdnea ou
tegumentar e a forma visceral. A Leishmaniose Cutanea ou Tegumentar (LT) é
caracterizada pela formagéo de Ulceras na pele em locais expostos como rosto,
pernas e bragos. Esta Ulcera apresenta, caracteristicamente, bordas elevadas e um
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fundo necrético. Embora a LT comprometa primariamente a pele, a linfadenopatia
regional € comum, podendo preceder o aparecimento das lesées cutdneas (Barral et
al., 1995). Nas Américas, a LT é causada por uma variedade de espécies sendo
seus principais agentes etiolégicos a Leishmania braziliensis, a Leishmania
amazonensis e a Leishmania guyanensis, enquanto que, no Velho Mundo, as
espécies responsaveis pela LT s&o, entre outras, a Leishmania major e a

Leishmania tropica.

A LT pode se manifestar como uma Uulcera cutdnea unica e, neste caso, é
chamada de Leishmaniose Cutédnea Localizada (LCL) ou por meio de diversas
lesbées nodulares, sendo, neste caso, denominada Leishmaniose Cutanea Difusa
(LCD) (Barral et al., 1995). Nas Américas, aproximadamente 3% dos pacientes sdo
acometidos pela Leishmaniose Cutdneo-Mucosa (LCM) (Jones et al., 1987). Esta
complicagdo decorre da metastase dos parasitas a partir de uma lesdo cutanea,
sendo as regides mais afetadas o nariz, faringe, boca e laringe (revisado em
Marsden, 1986). Em geral, as les6es nestes tecidos ocorrem num periodo que pode
variar de semanas a anos apoés a infecgao inicial, no entanto, a ocorréncia de ambas
as formas da doenga (LCL e LCM) pode ser concomitante (Pessoa & Barreto, 1944).

A Leishmaniose Visceral (LV) ou calazar causada pela L. donovani e L. chagasi
resulta da incapacidade do sistema imune de ativar macréfagos, o que leva a
disseminacdo hematogénica do parasita. Isto leva ao desenvolvimento de uma
enfermidade infecciosa crbénica capaz de causar um estado de debilidade
progressivo, que pode levar ao 6bito se ndo for submetida a um tratamento

especifico.

Nos ultimos dez anos, as regibes endémicas para as leishmanioses tém se

alastrado e existe um aumento importante no numero de casos da doenga.
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Atualmente, 88 paises sdo afetados pelas leishmanioses e existe um numero
substancial de casos nao reportados. Estima-se que 350 milhdes de individuos
vivem em area de risco, 12 milhées de pessoas se encontram infectadas com o

parasita e outros 2 milhées de novos casos surgem anualmente (WHO, 2000).

1.2 Modelos experimentais de Leishmaniose Tegumentar

Inicialmente, observou-se que a inoculagdo de Leishmania major em
camundongos de diferentes cepas resulta em dois padrées distintos de doenga. O
padrdao de resisténcia, por exemplo, € o observado em camundongos C57BL/6.
Neste modelo, os animais desenvolvem uma lesdo que cura espontaneamente e
esta cura esta associada ao desenvolvimento de uma resposta imune celular do tipo
T helper 1 (ou Th1), caracterizada pela presenca de altos niveis de IFN-y e baixos
niveis de IL-4. Em contraste, camundongos BALB/c sé@o suscetiveis a infecg¢éo por L.
major, pois desenvolvem uma resposta imune celular do tipo Th2, com baixos niveis
de IFN-y e altos niveis de IL-4 (revisado em Locksley & Scott, 1991). Nos
camundongos BALB/c ndo ha cura espontanea da lesdo e este modelo esta
associado as formas clinicas da doenga como a LV e a LCD (revisado em Sacks &
Noben-Trauth, 2002), nos quais também ndo se observa cura espontdnea no
homem. Tradicionalmente, estes modelos experimentais de infeccdo séo
desenvolvidos a partir da inoculagéo de altas quantidades do parasita (por volta de
107 promastigotas) na pata do animal, por via subcutdnea. Mais recentemente,
Belkaid et al. (1998) desenvolveram um modelo experimental que mimetiza melhor a
infecgdo natural. Neste modelo, o in6culo de baixas doses de L. major (100 a 1000
promastigotas), na derme da orelha de camundongos BALB/c, associado a presencga
de saliva do flebotomineo Phlebotomus papatasii, levou ao desenvolvimento de uma
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les&o mais acentuada quando comparado aos controles inoculados apenas com L.
major. Mesmo em camundongos C57BL/6, considerados resistentes a infecgéo por
L. major, houve ulceragdo e necrose tecidual. Desde entéo, trabalhos na literatura
vém mostrando a utilidade deste modelo de infecgéo intradérmica, considerado mais
similar ao que ocorre na natureza, no estudo dos aspectos da patogénese da LT
(Belkaid et al., 2002a; Belkaid et al., 2002b; Courret et al., 2003; Tabbara et al.,
2005; Bisti et al., 2006).

Embora a doenga causada por L. braziliensis seja um sério problema de saude
publica no Brasil e na América do Sul, existem poucos trabalhos experimentais que
caracterizam a resposta imune a este parasita. Isto se deve, provavelmente, ao fato
de que as linhagens de camundongos atualmente disponiveis sao pouco suscetiveis
a este parasita. Neal & Hale (1983) testaram a base da cauda de camundongos
BALB/c como sitio de infecgao, utilizando 2x10” parasitas. Os autores conseguiram
observar o desenvolvimento de pequenos nédulos, o que sugeriu uma baixa
sobrevivéncia e multiplicagdo do parasita neste hospedeiro. Childs et al. (1984)
testaram a infecgdo com L. braziliensis em oito linhagens de camundongos,
utilizando o focinho destes animais como local de inéculo, e observaram a cura da
infeccdo em todas as cepas de camundongos usadas. Mais tarde, Donnelly et al.
(1998) testaram a infecgdo de camundongos BALB/c com um inéculo de 10’
promastigotas de L. braziliensis na pata do animal. Os autores observaram o
desenvolvimento de lesdo nodular, mas ndo houve formagdo de uma ulcera. Em
contraste, a mesma linhagem de camundongos foi infectada com 10° promastigotas
de L. major e apresentou uma lesdo que surgiu mais rapidamente e que se tornou
ulcerada e necrética no 21° dia ap6s a infecgdo. Neste mesmo trabalho, os autores

dosaram a quantidade de citocinas produzidas pelos animais infectados e
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concluiram que camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis apresentam
baixos niveis de IL-4 e altos niveis de IFN-y, quando comparados com camundongos
infectados com L. major. Esta resposta foi entdo associada com a eliminagédo do
parasita e com a consequiente resisténcia a infecgéo (DeKrey et al., 1998).
Recentemente, nosso grupo de pesquisa desenvolveu um novo modelo
experimental para o estudo da infecgé@o por L. braziliensis em camundongos BALB/c
(de Moura et al., 2005). Este modelo utiliza a via intradérmica de inoculagdo do
parasita, assemelhando-se a infecgao natural. Foi observado que a infecgdo de 10°
L. braziliensis, na derme da orelha, leva ao surgimento de uma lesdo ulcerada, com
bordas elevadas e fundo necrético, que cura espontaneamente, cerca de 10
semanas apoés o inicio da infecgdo. Os camundongos infectados desta maneira
apresentaram altos niveis de IFN-y, produzido tanto por células T CD4" quanto por
células T CD8*, presentes no linfonodo de drenagem destes animais. Além disso, a
avaliacdo histopatolégica da orelha dos camundongos infectados mostrou um
recrutamento continuo de polimorfonucleares para o sitio de infecgdo. Estes
achados apontaram para a hipétese de que os neutréfilos poderiam desempenhar

um papel na cura da infecgao.
1.3 Caracteristicas gerais dos neutréfilos

Neutréfilos séo leucécitos polimorfonucleares (PMN) extremamente abundantes e
que, em condigdes normais, estédo restritos ao sangue. Uma vez que a homeostase
€ quebrada nos tecidos periféricos, os neutréfilos sdo os primeiros tipos celulares a
serem recrutados ao tecido alterado. Os neutréfilos sdo caracterizados pela
presenga de um nucleo multilobulado, de um citoplasma granular e sao capazes de
fagocitar e destruir microrganismos usando uma combinagdo de mecanismos
oxidativos e nao-oxidativos (revisado em Pham, 2006). Ap6és a fagocitose pelos
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neutréfilos, os microrganismos invasores passam para um compartimento
especializado chamado de fagolisossomo. O processo de fagocitose ativa o sistema
NADPH oxidase que é capaz de induzir a produgdo de grandes quantidades de
espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species), as quais
séo responsaveis pela destruigédo direta dos microorganismos (mecanismo oxidativo)
(revisado em Roos et al., 2003). A fagocitose de microorganismos também induz a
fusdo do fagolisossomo com granulos especificos dos neutréfilos que, nestas
condigdes, liberam peptideos e proteases os quais podem levar a morte do
patégeno (mecanismo nao-oxidativo) (revisado em Pham, 2006). Desta acao
microbicida participam pelo menos quatro subtipos de granulos, os quais servem
como mecanismos efetores para a destruicdo de patégenos fagocitados. Estes
granulos também atuam como importantes mediadores inflamatérios quando
liberados na matriz extracelular (revisado em Faurschou & Borregaard, 2003).

Os granulos azurofilicos ou primarios contém diversas enzimas sintetizadas
como pré-formas que séo clivadas e estocadas em suas formas ativas no interior
dos granulos. Entre elas destaca-se a mieloperoxidase (MPO) que reage com o
H,0,, formado pela NADPH oxidase, e aumenta o potencial téxico deste
antioxidante (revisado em Faurschou & Borregaard, 2003). Estédo presentes também
as alfa-defensinas, que sédo os constituintes mais abundantes destes granulos. A
atividade microbicida das alfa-defensinas é atribuida a sua capacidade de formar
poros trans-membrana e a sua capacidade de atrair células dendriticas imaturas e
linfécitos T CD4" e CD8" (Yang et al., 2000). Os granulos primarios contém também
as serina proteases como a catepsina-G, proteinase 3 e a elastase neutrofilica (NE,
do inglés neutrophilic elastase). Estas proteases tém papel importante na atividade

proteolitica contra uma variedade de componentes da matriz extracelular, como as
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fibronectinas, lamininas e colagenos do tipo IV. Além disso, contribuem para a
ativagédo do endotélio, de células epiteliais, macréfagos, linfécitos, plaquetas e
apresentam atividade microbicida (revisado em Faurschou & Borregaard, 2003).

Os granulos especificos ou secundarios participam principalmente das atividades
antimicrobianas dos neutréfilos através da mobilizagédo de seu conteudo para o
fagolisossomo ou para o ambiente extracelular. Por outro lado, os granulos
gelatinosos ou terciarios sédo importantes como reservatérios de enzimas de
degradagdo da matriz extracelular e de receptores de membranas importantes
durante o extravasamento de neutréfilos e a diapedese. Além desses trés subtipos
de granulos, os neutréfilos possuem as chamas “vesiculas secretoras” que
constituem um reservatério de receptores associados a membrana, necessarios nas
fases iniciais da resposta inflamatéria mediada por neutréfilos (revisado em Segal,
2005).

Os neutréfilos tém origem na medula éssea a partir de células tronco mieldides e
sdo langados na circulagdo onde apresentam um curto ciclo de vida (8-20 horas). Se
um neutréfilo circulante néo for recrutado para um local de inflamagéao dentro deste
periodo, ele sofre morte celular programada e é normalmente fagocitado por
macréfagos. A morte celular programada ou apoptose € um mecanismo fundamental
tanto para o desenvolvimento normal de um organismo bem como para o controle da
resposta imune. A condensagéao do nucleo e a clivagem da cromatina s&o aspectos
caracteristicos de uma célula em apoptose. Nos momentos iniciais desse processo
de morte celular, também ocorrem mudangas na expressdo de moléculas de
superficie na bicamada lipidica. Ha perda da assimetria dos fosfolipidios com
translocacao da fosfatidilserina (PS, do inglés phosphatidylserine) da monocamada

interna para a externa (revisado em Krysko et al., 2006).
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Em 2004, Tsuda e colaboradores, sugeriram a existéncia de dois subtipos de
neutréfilos: PMN | e PMN Il, os quais podem ser caracterizados quanto as diferengas
na produgéo de quimiocinas, citocinas e expressao de receptores do tipo Toll. Estes
diferentes subtipos de neutréfilos estariam envolvidos numa ativagdo dos
macréfagos de maneira diferenciada. Neutréfilos do tipo | seriam capazes de ativar
macréfagos, levando a uma consequente destruigdo do Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), enquanto neutréfilos do tipo |l desativam
macroéfagos, tornando estas células suscetiveis a infecgao por MRSA.

Como dito anteriormente, os neutréfilos estédo presentes principalmente em
tecidos inflamados, nos quais a sua eliminagédo € um pré-requisito para a resolugao
da resposta inflamatéria. Este mecanismo é dependente da fagocitose mediada por
outras células, em especial os macréfagos (revisado em Serhan & Savill, 2005). A
depender do contexto, a remogéo de células apoptéticas por fagécitos pode suprimir
a inflamacgéo por meio da liberagcdo de TGF-B1, uma citocina anti-inflamatéria, e por
meio da inibicdo da secre¢do de mediadores pré-inflamatérios pelos macréfagos,
como o TNF-a, regulando assim a resposta imune (revisado em Savill & Fadok,

2000).

1.4 O papel dos neutréfilos na leishmaniose

Apesar de ser bem caracterizado o papel dos neutréfilos na infecgdo por algumas
bactérias extracelulares (revisado em Hampton et al., 1998) o seu papel na resposta
a patégenos intracelulares, como a Leishmania, por exemplo, &€ pouco conhecido.
Inicialmente, Pearson & Steigbigel (1981), demonstraram a capacidade de
polimorfonucleares humanos de fagocitar e destruir L. donovani, parasita causador

da LV, através de um mecanismo dependente de H,O,. Mais tarde, observou-se que
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existe uma diferenga no recrutamento de neutréfilos em camundongos suscetiveis e
em camundongos resistentes infectados com L. major (Beil et al, 1992).
Camundongos suscetiveis (BALB/c) recrutaram principalmente neutréfilos ao sitio de
infecgdo, entre 6 horas e 12 dias apdés a infecgdo. Nos animais resistentes
(C57BL/6), apesar de um grande influxo de neutréfilos no inicio da infecgao, também
foram recrutadas células mononucleares em grande numero. Ensaios de deplegao
de neutréfilos realizados em camundongos infectados com L. major mostraram que,
tanto em camundongos das linhagens BALB/c quanto C57BL/6, a chegada de
parasitas no linfonodo & mais rapida na auséncia de neutréfilos. Isto leva a um
aumento no tamanho da leséo e na carga parasitaria apés a infecgdo em ambas as
linhagens de camundongo (Lima et al., 1998). Um outro trabalho se propés a avaliar
o efeito da deplecdo de neutréfilos na produgéo de citocinas em camundongos
resistentes ou suscetiveis a infecgdo por L. major (Chen et al., 2005). Os autores
mostram que os neutréfilos de camundongos C3H/HeJ (modelo de resisténcia a L.
major), mas néo os de BALB/c, produzem RNAm para citocinas pré-inflamatorias
como IL-12, IFN-y e TNF-a. Ainda neste trabalho, os autores demonstraram que a
deplegcdo de neutréfilos em camundongos resistentes reduziu a quantidade de
RNAm para IFN-y e TNF-a em macréfagos peritoniais. No entanto, a deplecéo de
neutréfilos n&o alterou o tamanho da lesdo destes animais. Nos camundongos
suscetiveis (BALB/c), depletados de neutréfilos ha um aumento na producéo de IL-4
no linfonodo associado a um aumento na carga parasitaria e no tamanho da leséo.
Estes resultados sugerem que certo nivel de resisténcia a infecgao por L. major €
dependente de neutréfilos em camundongos BALB/c, o que n&o ocorre em
camundongos C3H/HeJ. Por outro lado, Tacchini-Cottier e colaboradores (2000)

demonstraram uma associa¢éo dos polimorfonucleares com o desenvolvimento de
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uma resposta do tipo T helper 2 em camundongos suscetiveis a infecgéo por L.
major. Neste trabalho, os autores observaram que a deplegcdo de neutréfilos em
camundongos BALB/c impede uma produgédo exacerbada de IL-4 logo nas primeiras
horas apés a infecgéo e isso se reflete no menor tamanho da lesdo desses animais.
Os dados existentes até o momento mostram que existe uma divergéncia quanto ao
papel dos neutréfilos na infecgdo por L. major no modelo murino.

Em um modelo murino de leishmaniose visceral foi demonstrado, por microscopia
eletronica, que ha envolvimento de neutréfilos no bago, mas ndo no figado de
camundongos BALB/c infectados com L. infantum (Rousseau et al., 2001). Além
disso, os autores mostram que os neutréfilos contribuem para a destruicéo
parasitaria no inicio da infecgdo, contudo ndo sdo importantes na fase crénica da
doenga neste modelo experimental. Estudos in vitro tém demonstrado que diversos
fatores sdo responsaveis pela sobrevivéncia ou morte do parasita fagocitado por
neutréfilos. Laufs e colaboradores (2002) demonstraram que a fagocitose de L.
major mediada por opsonina induz a ativagao dos neutréfilos, levando a eliminagao
do parasita. Na auséncia deste mecanismo, o parasita escapa da morte e
permanece intacto dentro do neutréfilo. Este mesmo grupo de pesquisadores sugere
que a infecgdo de neutréfilos por Leishmania é capaz de retardar a apoptose nos
mesmos e que a fagocitose de PMN infectados por macréfagos seria um meio
silencioso de entrada do parasita nos macréfagos, o seu principal alvo no
hospedeiro vertebrado (van Zandbergen et al., 2004). Contudo, ndo sabemos se
esta teoria se aplicaria a todas as espécies de Leishmania.

Mais recentemente, foi demonstrado que os neutréfilos tém um papel deletério na
infecgdo por L. major em camundongos suscetiveis (BALB/c), entretanto, séo

importantes na resisténcia de camundongos C57BL/6 (Ribeiro-Gomes et al., 2004).
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Este trabalho demonstrou, por meio de experimentos in vitro, que a presenca de
neutréfilos mortos pelo calor aumenta a taxa de infecgdo de macréfagos
inflamatdrios de camundongos BALB/c por L. major. O efeito inverso foi observado
quando se utilizou células dos camundongos C57BL/6, onde se observou que a
presenga de neutréfilos € importante na eliminagdo do parasita. Observou-se
também que o crescimento exacerbado de L. major nos macréfagos de
camundongos BALB/c foi dependente da produgdo de PGE; e TGF-B, enquanto que
a eliminagao dos parasitas nos macréfagos de camundongos C57BL/6 foi decorrente
da producéo de elastase neutrofilica e TNF-a. /n vivo, os autores demonstraram que
a deplecao de neutréfilos em camundongos BALB/c reduz a carga parasitaria nestes
animais, enquanto que, em camundongos C57BL/6, a auséncia de neutrdfilos leva
ao aumento do numero de parasitas no linfonodo.

Como descrito acima, a maioria dos estudos acerca do papel dos neutréfilos na
infecgédo por Leishmania foi feita empregando-se o modelo experimental de infecgao
por L. major. No entanto, sabe-se que esta infecgdo & bastante diferente daquela
causada por L. braziliensis (revisado em de Oliveira & Barral-Netto, 2005). Além
disso, nenhum destes estudos empregou o modelo de infecgdo intra-dérmica. Diante
dos achados acerca da presenga de neutréfilos na infecgédo intra-dérmica por L.
braziliensis (de Moura et al., 2005) e diante das diferengas entre o curso da infec¢édo
por L. major e L braziliensis, resolvemos avaliar qual o papel dos neutréfilos na

infecgao por L. braziliensis, utilizando a orelha como sitio de inoculagéo.
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2 JUSTIFICATIVA

Em virtude da importancia da L. braziliensis, no que diz respeito a LT no estado
da Bahia e no nordeste como um todo (onde foram registrados, no ano de 2000, em
torno de 30% dos casos de LT do Brasil — fonte: FUNASA) e em virtude dos
questionamentos levantados sobre o papel dos polimorfonucleares no modelo de
infeccdo recentemente desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, acreditamos
que se torna extremamente interessante investigar o papel dos neutréfilos e a sua
interagdo com macroéfagos na infecgdo pela L. braziliensis. A nossa hipotese é de
que a presenga de neutréfilos € importante no controle parasitario na infecgéo

causada por L. braziliensis em camundongos BALB/c.
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3 OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel dos polimorfonucleares no curso da infecgéo por L. braziliensis em

ensaios de infecgdo in vitro e in vivo em camundongos BALB/c.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Avaliar o papel da fagocitose de neutréfilos por macréfagos de camundongos

BALB/c infectados com L. braziliensis in vitro.

= Avaliar o desenvolvimento da lesdo em animais co-inoculados com L.

braziliensis e neutréfilos vivos em camundongos BALB/c.

= Avaliar o efeito da deplegdo de neutréfilos na infecgdo in vivo por L.

braziliensis em camundongos BALB/c.
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4 DESENHO EXPERIMENTAL

4.1 EXPERIMENTOS IN VITRO:

1) Avaliar o papel da fagocitose de neutréfilos por macréfagos de

camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis in vitro.

Neutréfilos
Tioglicolato
i.p. (7h)
Macrofagos
37°C/ 1h
Macroéfagos
peritoniais
Células ndo aderentes
(75-85% neutrofilos)
1 MO: 10 Lb
UV 10min/ Gelo 56°C Remogdo de parasitas
37°C 2h 30min ’ extracelulares
Apoptéticos Vivos Mortos

Taxa de Infecgéo
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2) Caracterizar os neutroéfilos recrutados por tioglicolato ou L. braziliensis.

Tioglicolato ou
10° L.b. i.p. (7h)

Dupla marcagéo:
Grl®/ CD49d"
Grl"/CDI11b"
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4.2 EXPERIMENTOS IN VIVO

1) Avaliar o desenvolvimento da lesdo em animais co-inoculados com L.

braziliensis e neutréfilos vivos em camundongos BALB/c.

Mensuragdo
da lesdo

Infecg¢do na derme
da orelha:
10° Lb ou
10° Lb + 4x10° PMN

Carga parasitdria:
1 e 2 semanas apds
a infeccdo

2) Avaliar o efeito da depleg¢ao de neutréfilos na infecgao in vivo por L.

braziliensis em camundongos BALBI/c.

Mensuracdo
da lesdo

Infecg¢do na derme da
orelha: 10° Lb
Tratamento com
RB6-8CS ou IgG controle

Carga parasitaria:
1 e 2 semanas
apos a infecgdo
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Parasitas e camundongos

A cepa de L. braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) utilizada neste estudo foi obtida
de um paciente com LT e sua caracterizagéo foi feita por PCR (Castilho et al., 2003)
e anticorpos monoclonais (McMahon-Pratt et al., 1982), As formas promastigotas
foram mantidas em meio de cultura Schneider (Sigma) suplementado com 10% de
soro bovino fetal inativado, 100 U/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina e 20
mM Hepes (todos da Invitrogen). Os camundongos BALB/c fémeas, com 6 a 8
semanas de idade, foram obtidos do Biotério CPqGM/FIOCRUZ e mantidos em
condi¢des livre de patdgenos. Todos os protocolos de experimentagédo utilizados

neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica Animal do CPqGM/FIOCRUZ.

5.2 Obtencao de macrofagos residentes

Os macréfagos residentes foram obtidos ap6s lavagem do peritdnio dos
camundongos com 5 mL de meio RPMI 1640 (Invitrogen), utilizando-se uma agulha
22 G. As células obtidas foram lavadas com salina e um total de 3x10° células foi
adicionado a cada pogo de placas de cultura de 24 pogos (Costar), previamente
recobertos com laminulas redondas (Glasstécnica). Alternativamente, utilizou-se um
total de 1,5 x10° células por pogo em placas de 48 pogos. A aderéncia dos
macréfagos foi feita por meio do cultivo em meio RPMI suplementado com 1% de
meio Nutridoma (Roche), 100 U/ml de penicilina, 100 pyg/ml de estreptomicina e 20

mM Hepes (todos da Invitrogen) por 24 horas em estufa a 37°C, 5% de CO..
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5.3 Infecgdo de macroéfagos

Apbés a aderéncia, os macrofagos foram colocados em contato com
promastigotas metaciclicas de L. braziliensis em uma proporgdo de 10 parasitas
para 1 célula. A infecgédo foi feita por 24 horas, a 37°C com 5% de CO; e, em
seguida, os pogos foram lavados extensivamente com salina para retirar as

promastigotas livres.

5.4 Obtencao de neutroéfilos e indugao de apoptose e morte

Os neutréfilos inflamatérios de camundongos BALB/c ou C57BL/6 foram obtidos
por meio da inje¢do de 1 mL de tioglicolato (SIGMA) a 3% por via intraperitonial
(Ribeiro-Gomes et al., 2004). Ap6s 7 horas, o periténio foi lavado com 5 mL de meio
RPMI 1640 (Invitrogen) e, em seguida, as células obtidas foram, por sua vez,
lavadas com salina e incubadas a 37°C por 1 hora para a separagado das células
nao-aderentes. O grau de pureza de neutréfilos foi avaliado por meio de marcacgéo
das células com anticorpo anti-Gr1 (proteina ligada a GPl que reconhece
especificamente neutréfilos na periferia) conjugado a FITC (BD Pharmingen). As
amostras foram adquiridas utilizando o aparelho FACSort (Becton-Dickinson) e
foram analisadas utilizando-se o programa Cell Quest (Becton-Dickinson).

A indugdo de apoptose dos neutréfilos foi feita por meio da exposigdo dessas
células, por 10 minutos, a luz ultravioleta (UV) e posterior incubagéo por 2 horas a
37°C (Ribeiro-Gomes et al., 2004). A indugéo de morte dos neutréfilos foi feita por
meio da incubagdo dos mesmos em banho-maria a 56°C por 30 minutos. Para
confirmar a indugédo de apoptose ou morte nos neutréfilos, estes foram marcados
com Anexina-V conjugada a FITC (BD Pharmingen) e lodeto de Propideo (PI). As

amostras foram adquiridas e analisadas como descrito acima. A marcagéo por
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anexina-V serviu como indicativo de apoptose e a incorporagdo de Pl foi usada
como critério para determinagao da morte celular. O numero de células em apoptose
foi em torno de 40-50% enquanto que o numero de células mortas foi, apés o
tratamento com calor, sempre equivalente a 100%. Em seguida, os neutréfilos
apoptéticos ou mortos foram colocados em contato com os macréfagos infectados e

incubados por trés dias ou seis dias a 37°C com 5% de CO;

5.5 Cultura de células Jurkat

As células Jurkat (células de linhagem linfocitaria) foram mantidas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado, 100 U/ml de penicilina, 100
pg/ml de estreptomicina e 20 mM Hepes (todos da Invitrogen). No momento do uso,
as células foram lavadas a 1.500 rpm por 10 minutos com salina e ressuspendidas
em meio RPMI suplementado com 1% de Nutridoma. As células foram entédo
adicionadas as culturas de macréfagos infectados, em uma proporgéo de 10 células

Jurkat para 1 macréfago.

5.6 Determinagao da taxa de infecgao

Para determinar a taxa de infeccdo em co-culturas de macréfagos infectados
com L. braziliensis e neutréfilos ou células Jurkat, o meio de cultura RPMI foi
substituido por meio Schneider apés trés dias de cultivo. As co-culturas foram
incubadas por outros trés dias, a 26°C. Apds este periodo, o nimero de parasitas
presente nos pogos de cultura foi determinado por meio da contagem de
promastigotas livres em cdmara de Neubauer. A taxa de infeccdo também foi
determinada por meio da coloragdo das laminulas com Hematoxilina e Eosina. Para

tal, as laminulas foram removidas apés 6 dias de co-cultura de macréfagos
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infectados com L. braziliensis e neutréfilos ou células Jurkat. As contagens foram
realizadas no microscépio 6tico em lente de imersdo. Pelo menos dez campos,
escolhidos aleatoriamente, foram contados por cada laminula e foram determinados
tanto o numero de macréfagos infectados quanto o numero de amastigotas

presentes em 100 células.

5.7 Dosagem de citocinas

Para avaliar a produgdo de citocinas no sobrenadante de cultura de células,
estimulamos os macréfagos infectados e co-cultivados com neutréfilos vivos,
apoptéticos ou mortos com LPS (10ng/ml) de Escherichia coli sorotipo 0111:B4
(SIGMA L-4391). O sobrenadante de cultura foi coletado apds 48 horas e utilizado
para dosagem de citocinas utilizando o kit CBA - Cytometric Bead Array Th1/Th2
(BD Pharmingen), seguindo-se as recomendagées do fabricante. Este teste consiste
em cinco populagdes de beads marcados com intensidades de fluorescéncia
distintas de PE e recobertas com anticorpos de captura especificos para IL-2, IL-4,
IL-5, IFN-y e TNF-a. As 5 beads conjugadas com PE foram misturadas as amostras
ou aos padroes e a mistura foi incubada por trés horas. Em seguida, as amostras e
os padroes foram centrifugados a 1.500 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e os tubos foram ressuspendidas no tamp&o de lavagem (BD
Pharmingen). As amostras foram adquiridas utilizando o aparelho FACScan (Becton-
Dickinson) e os resultados foram analisados utilizando-se o programa CBA Analysis

Software (Becton-Dickinson).

32



5.8 Caracterizacao dos neutréfilos

A caracterizagao dos neutréfilos em PMN tipo | ou tipo Il foi feita como descrita
em Tsuda et al., 2004. Para isto, os neutréfilos foram obtidos por meio da injegéo de
1 mL de tioglicolato (SIGMA) a 3% por via intraperitonial (Ribeiro-Gomes et al., 2004)
ou por meio da injegdo de 10 L. braziliensis por animal, também por via
intraperitonial. Ap6s 7h, as células obtidas foram marcadas com anticorpos anti-Gr1
conjugado a PE e anti-CD49d conjugado a FITC (todos da BD Pharmingen). As
amostras foram adquiridas utilizando o aparelho FACSort (Becton-Dickinson) e

foram analisadas utilizando-se o programa Cell Quest (Becton-Dickinson).

5.9 Co-inoculacéao de neutréfilos e L. braziliensis

Camundongos BALB/c (grupos de 15) foram co-inoculados, na derme da orelha,
com promastigotas de L. braziliensis (10°/animal), em fase estacionaria, e com
neutréfilos (4x10°animal), obtidos como descrito acima As co-inoculagées foram
feitas utilizando-se agulhas de 29G e um volume de 10ul de solugédo. O grupo
controle recebeu L. braziliensis (10°/animal) somente. A evolucdo da lesdo foi

monitorada com um paquimetro digital (PGC Scientifics) semanalmente.

5.10 Deplecao de neutrofilos

Para a deplegéo de neutréfilos, os camundongos foram tratados a cada trés dias,
durante quinze dias, com 500ug do anticorpo RB6-8C5 (gentiimente cedido pelo Dr.
André Bafica). O tratamento foi iniciado um dia antes da infecgdo com L. braziliensis.
A neutropenia sangiliinea foi mantida por pelo menos 4 dias ap6s a injegdo do

anticorpo e foi confirmada por meio da contagem de leucécitos em esfregago
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sanguineo corado com HE. Como controle, camundongos foram tratados com IgG

total de rato (SIGMA).

5.11 Carga parasitaria

A carga parasitaria dos animais co-inoculados com neutréfilos e L. braziliensis e
de animais depletados de neutréfilos foi estimada por meio de diluigdo limitante
como descrito por Titus et al. (1985). Brevemente, a orelha infectada e os linfonodos
de drenagem foram retirados e homogeneizados em meio Schneider (Sigma)
suplementado como descrito anteriormente. A partir do homogeneizado inicial, foram
realizadas 8 diluigbes seriadas, as quais foram aplicadas em placas de 96 pogos
contendo meio agar-sangue. O nimero de parasitas viaveis foi determinado pela
maxima diluigdo na qual foram encontrados, apés uma semana de incubagéo a

25°C. Os resultados encontrados foram analisados utilizando o programa ELIDA.

5.12 Analise estatistica.

Os resultados obtidos foram avaliados quanto as diferencas estatisticas
utilizando diferentes testes a depender dos dados obtidos. Para multiplas
comparagdes foi utilizado Kruskal-Wallis e para comparagdes entre dois grupos foi
realizado Teste t de Student com intervalo de confianga de 95% sendo os valores

considerados estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Purificagao de neutrofilos peritoniais.

Neutréfilos recrutados por meio da injegédo intraperitonial de tioglicolato foram
separados de outros tipos celulares por aderéncia. O grau de pureza da preparagao
foi determinado por citometria de fluxo, por meio da marcagdo com anticorpo anti-
Gr1 (marcador de granul6citos maduros). Como mostrado na Fig. 2, observamos

que o grau de pureza dos neutréfilos obtidos variou entre 75 a 85% nos ensaios

realizados.
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Figura 2. Pureza de neutrofilos obtidos apés a injecao de tioglicolato.
Camundongos BALB/c foram injetados com tioglicolato a 3% por via intraperitonial.
Ap6s 7 horas de estimulo, as células recrutadas foram marcadas com anticorpo anti-
Gr1. (A) representagéo por citofluorimetria (FACS) das células marcadas com Gr1
(Dot plot de granulosidade -SSC x fluorescéncia - GR1"). (B) Histograma relativo a
figura A (Intensidade de fluoreascéncia verde (FITC) conjugada ao anticorpo
monoclonal Gr1). Os dados apresentados sao representativos de um experimento

realizado.
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6.2 Indugdo de apoptose e morte de neutréfilos peritoniais.

Apoés a separagao por aderéncia, os neutréfilos recrutados sofreram tratamentos
para indugdo de morte celular por calor ou apoptose por luz ultravioleta. Como
mostrado na Fig. 3, observamos que as células tratadas com luz UV néo incorporam
Pl, o que garante permeabilidade seletiva na membrana. Além disso, a marcagéo
por anexina-V variou entre 40-50% nos neutréfilos tratados com luz UV nos ensaios
realizados. Por outro lado, as células que sofreram indugdo de morte por calor
tinham, em sua maioria, marcagéo para anexina-V, em torno de 95% nos ensaios
realizados (Fig. 3). Na mesma figura, observamos que todas as células que sofreram
este tratamento incorporam PI, caracterizando perda da permeabilidade seletiva da

membrana.
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Figura 3. Indugdo de apoptose e morte de neutréfilos peritoniais. Camundongos
BALB/c foram injetados com tioglicolato a 3% por via intraperitonial. Apos a
purificagdo dos neutréfilos, foram realizados os tratamentos de apoptose ou morte

celular. A apoptose foi induzida por luz ultravioleta e as células foram marcadas com

anexina V e Pl. A inducéo de morte foi realizada através da incubagéo das células a

56°C por 30 minutos. Os dados apresentados s&o representativos de um

experimento realizado.
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6.3 Interacdao de neutroéfilos vivos ou apoptéticos com macréfagos infectados
com L. braziliensis in vitro.

Inicialmente, para verificar o papel dos neutréfilos na infecgéo por L. braziliensis
in vitro, macréfagos de camundongos BALB/c foram obtidos por meio da lavagem do
peritbneo e foram, em seguida, infectados com promastigotas vivas. Apos 24h de
infecgdo, as culturas foram lavadas para a retirada das promastigotas livres e os
macréfagos infectados foram colocados em contato com neutréfilos vivos ou com
neutréfilos apoptoéticos obtidos por exposigdo a luz UV. Como mostrado na Fig. 4
observamos que o contato de macréfagos infectados com L. braziliensis com
neutréfilos vivos foi capaz de reduzir a taxa de infecgdo (p<0.001). Este efeito foi
primeiramente avaliado por meio da contagem de promastigotas derivados do cultivo
de macréfagos infectados em meio Schneider (Fig. 4A). Para garantir que este efeito
ndo era decorrente da permanéncia de promastigotas livres na cultura de células, a
taxa de infeccdo também foi avaliada por meio da contagem dos amastigotas
presentes no interior dos macréfagos. Como mostrado na Fig. 4B, novamente
observamos que a co-cultura de macréfagos infectados com L. braziliensis com
neutréfilos vivos foi capaz de reduzir a taxa de infecgdo (p<0.001). O mesmo efeito
pbéde ser observado quando determinados o niumero de amastigotas presentes nos
macréfagos infectados (Fig. 4C). No entanto, quando os macréfagos infectados com
L. braziliensis foram incubados com neutréfilos apoptéticos, nao houve alteragéo
significativa na carga parasitaria, seja pela contagem de promastigotas ou pela
determinagdo da taxa de infecgédo (Fig. 4). Portanto, a adicdo de PMN apoptéticos

nao interferiu na infecgdo de macréfagos por L. braziliensis.
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Figura 4. Neutréfilos vivos reduzem a infeccdo de macréfagos de
camundongos BALB/c com L. braziliensis. Os macréfagos de camundongos
BALB/c foram infectados com L. braziliensis e foram, em seguida, co-cultivados com
neutréfilos vivos ou apoptéticos. A taxa de replicagdo das promastigotas foi
mensurada por meio do cultivo em meio Schneider (A). A taxa de infec¢éo (B) e o
nimero de amastigotas (C) foram avaliados pela contagem em laminulas coradas
com HE por microscopia 6tica. Os resultados sao representativos de trés
experimentos realizados separadamente e representam a média e desvio padrao de
culturas feitas em triplicata. **p < 0.001.
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Em seguida, decidimos avaliar o efeito de neutréfilos mortos na infecgdo de
macrofagos. Para isto, macrofagos infectados com L. braziliensis foram incubados
com neutréfilos mortos pelo calor. Como mostrado na Fig. 5, é possivel observar que
a adigdo de neutréfilos mortos na cultura induziu uma pequena diminuigdo no
nimero de macréfagos infectados (A), contudo, a diferenga observada néo foi
significativa. Nao houve alteragdo no niumero de amastigotas por cem células ap6s o

contato com neutréfilos mortos, quando comparado com o controle (B).
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Figura 5. Neutréfilos mortos ndo reduzem a infeccdao de macréfagos de
camundongos BALB/c com L. braziliensis. Os macréfagos de camundongos
BALB/c foram infectados com L. braziliensis e foram, em seguida, co-cultivados com
neutréfilos mortos. A taxa de infecgdo (A) e o numero de amastigotas (B) foram
avaliados pela contagem em laminulas coradas com HE por microscopia ética. Os
resultados sdo representativos de dois experimentos realizados separadamente e

representam a média e desvio padrao de culturas feitas em triplicata.
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Nosso proximo passo foi avaliar se neutréfilos provenientes de camundongos de
outra linhagem teriam o mesmo efeito sobre macréfagos infectados com L.
braziliensis. Para isto, foram adicionados a cultura de macréfagos infectados
neutréfilos obtidos de camundongos C57BL/6. Estes foram induzidos a entrar em
apoptose como descrito anteriormente. Como mostrado na Fig. 6, o efeito na
infecgao foi similar ao obtido com neutréfilos de camundongos BALB/c. Assim, a
presenga de neutréfilos vivos de camundongos C57BL/6 também foi capaz de
diminuir tanto o niumero de macréfagos infectados (Fig. 6A) quanto a nimero de
amastigotas por macréfago (Fig. 6B). No entanto, neutréfilos apoptéticos néo foram
capazes de causar alteragbes em ambos os parametros, como observado com

neutréfilos de camundongos BALB/c.
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Figura 6. Neutréfilos vivos de camundongos C57BL/6 reduzem a infec¢do de
macréfagos de camundongos BALB/c com L. braziliensis. Os macrofagos de
camundongos BALB/c foram infectados com L. braziliensis e, em seguida, foram co-
cultivados com neutréfilos de camundongos C57BL/6. A taxa de infeccdo (A) e o
numero de amastigotas (B) foram avaliados pela contagem em laminulas coradas
com HE por microscopia o6tica. Os resultados sao representativos de dois
experimentos realizados separadamente e representam a média e desvio padréo de

culturas feitas em triplicata. *p < 0,05.
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Os experimentos in vitro mostraram que neutréfilos vivos, tanto de camundongos
BALB/c quanto de camundongos C57BL/6, foram capazes de diminuir a taxa de
infeccdo de L. braziliensis em macrofagos. Para garantir que este efeito foi
decorrente da presenga dos neutréfilos, células Jurkat, de linhagem linfocitaria
humana, foram co-cultivadas com macréfagos infectados com L. braziliensis. Neste
caso, observamos um efeito distinto. Como mostrado na Fig. 7, o co-cultivo de
macréfagos de camundongos BALB/c com células Jurkat vivas néo alterou a taxa de
infecgao (Fig. 7A) bem como o nimero de amastigotas (Fig. 7B). Por outro lado, o
cultivo de macréfagos infectados com células Jurkat apoptéticas levou a uma ligeira
diminuigcéo na taxa de infecgdo e no numero de amastigotas (Fig. 7), contudo, esta
diferenga nao foi significativa em nenhum dos dois pardmetros avaliados. Estes
resultados sugerem que o efeito de diminuigdo da carga parasitaria observada em
macréfagos infectados com L. braziliensis ocorre somente na presenga de

neutroéfilos.
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Figura 7. Células Jurkat vivas ndo alteram a infeccdo de macréfagos com L.
braziliensis. Os macréfagos de camundongos BALB/c foram infectados com L.
braziliensis e foram, em seguida, co-cultivados com células Jurkat vivas ou
apoptoéticas. A taxa de infecgdo (A) e o nimero de amastigotas (B) foram avaliados
pela contagem em laminulas coradas com HE por microscopia ética. Os resultados
sdo representativos de dois experimentos realizados separadamente e representam
a média e desvio padrao de culturas feitas em triplicata.
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6.4 Dosagem de citocinas.

As culturas de macréfagos infectados com L. braziliensis com neutréfilos vivos,
mortos ou apoptoéticos foram estimuladas com LPS. Os sobrenadantes dessas
culturas foram coletados apo6s 48 horas e utilizados imediatamente para a detecgéo
de citocinas. Embora este kit permita a detecgdo de 5 citocinas, simultaneamente,
identificamos somente a presenca de TNF-a. Como mostrado na Tabela 1, a cultura
de macréfagos infectados com L. braziliensis somente, ou macréfagos infectados
em contato com neutréfilos apoptéticos mostrou valores similares de TNF- a
(930,1pg/ml e 914,8pg/ml, respectivamente). A produgéo dessa citocina foi maior na
presenca de neutréfilos vivos e na presenga de neutréfilos mortos pelo calor
(>2.500pg/ml e 2.490,5pg/ml, respectivamente). Os resultados mostrados séo

representativos de dois experimentos realizados independentemente.

TABELA 1 - Produgédo de TNF-a em macréfagos infectados em contato com

neutréfilos vivos, apoptéticos e mortos.

TNF-a
Condigao MFI pg/mi
M@ + Lb 23,9 930,1
M@ + Lb + PMN vivo 56,2 >2500
M@ + Lb + PMN apoptético 23,7 914,8
M@ + Lb + PMN morto 40,9 2490,5

45



6.5 Caracterizagdo dos neutrofilos recrutados por L. braziliensis.

Para caracterizar os tipos de neutréfilos, baseado no trabalho de Tsuda et al.,
2004, e determinar se os neutréfilos recrutados por tioglicolato pertencem ao mesmo
subtipo daqueles recrutados por L. braziliensis, injetamos 10 promastigotas em fase
estacionaria ou tioglicolato a 3% no peritdbnio de camundongos BALB/c. Uma
caracteristica importante que diferencia estes dois tipos de neutréfilos é a presenga
de marcadores de superficie, sendo o CD49d" marcador dos neutréfilos do tipo | € 0
CD11b* o marcador de neutréfilos do tipo Il. Sendo assim, a caracterizagédo dos
neutréfilos recrutados por L. braziliensis e por tioglicolato foi realizada através da
marcacgéo simultdnea com os anticorpos Gr1* e CD11b* ou CD49d*. Como mostrado
na Fig. 8, ambos estimulos recrutam o mesmo tipo de neutréfilo, o qual foi
caracterizado como sendo , em sua maioria, CD11b", ou seja, neutréfilos do tipo II.
Portanto, é possivel concluir que os neutréfilos utilizados nos experimentos com
tioglicolato tém o mesmo perfil daqueles recrutados por L. braziliensis, sendo esses

neutréfilos CD11b".
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Figura 8. Caracterizagdao de neutréfilos recrutados por L. braziliensis e

tioglicolato. Neutréfilos foram recrutados para o periténio de camundongos BALB/c

por meio da injecdo de 10’ L. braziliensis ou tioglicolato a 3%. As células foram

coletadas e marcadas, simultaneamente, com anticorpos anti-Gr1 e anti-CD11b

(linha vermelha) ou anti-CD49d (linha vermelha) para caracterizagdo dos tipos de

neutréfilos. Os

resultados sdo de um experimento

experimentos realizados independentemente.

representativo de dois
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6.5. Efeito da co-inoculacao de neutréfilos vivos na infecgdo por L. braziliensis
in vivo

Para avaliar se os efeitos da presenga de neutréfilos vivos sobre a infecgéo por
L. braziliensis, observados in vitro, também ocorreriam in vivo, camundongos BALB/c
foram infectados com L. braziliensis ou co-inoculados com L. braziliensis +
neutréfilos. Para isso, os neutréfilos foram obtidos como descrito anteriormente e os
animais receberam o inéculo na derme da orelha, segundo o modelo experimental
recentemente desenvolvido em nosso laboratério (de Moura et al.,, 2005). Como
mostrado na Fig. 9, a co-inoculagéo de L. braziliensis com neutréfilos vivos foi capaz
de retardar o aparecimento da lesdo por 8 semanas, enquanto que, em animais
controle, inoculados com L. braziliensis apenas, a mesma apareceu cerca de 5
semanas apos a infecgdo. Com relagédo ao tamanho da lesdao, observamos animais
inoculados com L. braziliensis somente apresentaram lesées maiores (p < 0,05) nas
semanas 6 e 7 apdés a infeccdo. Além disso, & possivel notar que a lesédo
desenvolvida por animais co-inoculados com neutréfilos vivos e L. braziliensis foi
sempre menor quando comparada aquela observada dos animais controle, embora

esta diferenga ndo seja estatisticamente significante.
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Figura 9. A co-inoculacdo de neutréfilos vivos e L. braziliensis em
camundongos BALB/c diminui o tamanho da lesdo. Camundongos BALB/c foram
infectados, na derme da orelha, com 10° L. braziliensis ou com 10° L. braziliensis +
5x10° neutréfilos. A orelha dos animais foi mensurada semanalmente. Os dados
mostrados representam a média + desvio padrdo e sédo representativos de trés
experimentos realizados independentemente, cada um com 5 animais por grupo. *p
< 0,05.

Para verificar se a co-inoculagdo de neutréfilos e L. braziliensis traria reflexos
também na carga parasitaria no sitio de infecgcdo, os animais foram sacrificados
ap6s uma e duas semanas de infecgdo. A quantidade de parasitas foi determinada
pelo método de diluicdo limitante. Como mostrado na Fig. 10, camundongos
inoculados com L. braziliensis somente apresentaram parasitas na orelha infectada
enquanto que os mesmos nao puderam ser detectados em animais que foram co-
inoculados com neutréfilos vivos e L. braziliensis. Ja no linfonodo de drenagem, néo

detectamos parasitas em nenhum dos dois grupos.
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Figura 10. A co-inoculagao de L. braziliensis e neutréfilos vivos leva a uma
diminuicdo na carga parasitaria em camundongos BALB/c. Camundongos
BALB/c foram infectados com 10° L. braziliensis ou com 10° L. braziliensis + 5x10°
neutréfilos vivos. A carga parasitaria da orelha foi determinada por diluigéo limitante.
Os dados mostrados, média + desvio padrdo, sao referentes a um experimento
representativo de 3 experimentos realizados independentemente, cada um com 3

camundongos por grupo.

6.6. Efeito da deplegcdo de neutréfilos em camundongos BALBI/c infectados
com L. braziliensis

Para determinar a importancia do recrutamento inicial de neutréfilos ao sitio de
infecgdo, camundongos BALB/c foram depletados de neutréfilos e, em seguida,
foram infectados com L. braziliensis na derme da orelha. O tratamento de deplegéo
foi continuado durante os primeiros 15 dias apés a infecgéo por L. braziliensis. A
deplecao de neutréfilos foi feita por meio da injegédo intraperitonial do anticorpo RB6-
8C5, o qual é capaz de eliminar neutréfilos circulantes, e foi confirmada por meio da
contagem de leucécitos presentes em esfregagos do sangue dos animais
depletados. Observamos que a deplegdo teve duragdo de até 4 dias apds a sua

inje¢do (dados ndao mostrados). Os animais controle receberam a mesma dose de

50



IgG de rato. Como mostrado na Fig. 11, a deplegédo sistémica de neutréfilos, antes
da infecgao, foi capaz de alterar o tamanho da lesdo dos camundongos durante todo
o curso da infecgdo. Animais depletados de neutréfilos apresentaram lesdes maiores
(p<0.05) do que os animais controle logo apdés a quinta semana de infecgdo. Este

efeito foi observado até a nona semana de infecgéo.

1.00
*%
o ——1gG .
& 75| —— RB6-8C5
(T
T
2 0.50-
c
©
5 0.25
= e
000 L] I I | L | | | I I I I |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Semanas apos a infecgao

Figure 11. A deplegcdao de neutréfilos exacerba a lesao em camundongos
BALB/c infectados com L. braziliensis. Os camundongos foram depletados de
neutréfilos por injegéo intraperitonial de RB6-8C5. Animais controle foram injetados
com a mesma dose de IgG de rato. Os camundongos foram infectados com 10°
promastigotas de L. braziliensis e o desenvolvimento da lesdo foi monitorado
semanalmente. Os dados mostrados em milimetros representam a média + desvio
padrdo e sao representativos de trés experimentos realizados independentemente,

cada um com 5 animais por grupo. *p < 0,05; **p < 0.001.

Para confirmar se a deplegdo de neutréfilos também teria efeito sobre o numero

de parasitas presentes no sitio de infecgdo, camundongos foram sacrificados, uma e
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duas semanas apds a infecgdo, para determinagdo da carga parasitaria. Como
mostrado na Fig. 12, observamos que camundongos depletados de neutréfilos
apresentaram uma carga parasitaria maior (p < 0,05), tanto uma e duas semanas

ap6s a infecgdo, quando comparado com animais controle.
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Figura 12. A deplegcdo de neutréfilos leva a um aumento na carga parasitaria
em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis. Os camundongos
foram depletados de neutréfilos por injegdo intraperitonial de RB6-8C5. Animais
controle foram injetados com a mesma dose de IgG de rato. Os camundongos foram
infectados com 10° promastigotas de L. braziliensis e a carga parasitaria foi
determinada por diluigéo limitante. Os dados mostrados, média + desvio padréo, séo
referentes a um experimento representativo de 3 experimentos realizados
independentemente, cada um com 3 camundongos por grupo. p < 0,05.
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7 DISCUSSAO

Neutréfilos e macréfagos sdo considerados fagécitos profissionais e sdo células
fundamentais do sistema imune inato. Estas células apresentam receptores
especializados para reconhecer seus alvos e esta maquinaria esta envolvida na
internalizagédo de patégenos e da inicio aos mecanismos de destruicdo das
particulas fagocitadas (Lee et al., 2003). Os neutréfilos reagem a uma invaséo de
microorganismos usando seus mecanismos microbicidas para destruir o patégeno
e/ou prevenir a sua replicagdo, até que os macréfagos se acumulem no sitio de
infecgdo. Estes mecanismos envolvem alta velocidade de mobillizagéo dos granulos
e grande capacidade de gerar espécies reativas de oxigénio (revisado em Allen,
2003).

Ja é bem caracterizado o papel de neutréfilos na infecgéo por bactérias. Sabe-se,
por exemplo, que camundongos depletados de neutrofilos e infectados com
Legionella pneumophila sdo mais suscetiveis a infecgdo (Tateda et al., 2001). Neste
trabalho foi observado que animais controle apresentavam altos niveis de citocinas
como IFN-y e IL-12, enquanto que os animais depletados apresentavam niveis mais
exacerbados de IL-4 e IL-10. Apesar da deplegcédo de neutréfilos nestes animais néo
alterar o nimero de bactérias nos pulmdes, foi demonstrada uma clara correlagéo
entre a presenga de neutréfilos e uma polarizagdo da resposta imune para o tipo
Th1.

Com relagéao a infecgdo por Leishmania, dados da literatura tém demonstrado
que, em camundongos, ha recrutamento intenso de neutréfilos 48-72 horas apés a
infecgéo por L. major (Pompeu et al., 1991) e L. amazonensis (Grimaldi et al., 1984).

Algumas horas apés a migragdo para o tecido, os neutréfilos entram
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espontaneamente em apoptose. A fagocitose de neutréfilos apoptéticos previne a
liberagéo de substancias intracelulares potencialmente téxicas no ambiente externo
além de regular a resposta inflamatéria desencadeada por infecgdes (revisado em
Fadok et al., 2001). Ribeiro-Gomes e colaboradores (2004) demonstraram que
neutréfilos de BALB/c e C57BL/6 tém papéis diferentes frente a infecgcdo por L.
major. Macréfagos de BALB/c infectados com L. major apresentam um aumento na
taxa de infecgdo quando colocados em contato com neutréfilos mortos. Este efeito
parece ser dependente da produgdo de TGF- e PGE;. O inverso € observado nos
macréfagos de C57BL/6, os quais apresentam uma redugéo na infecgdo quando em
contato com neutréfilos mortos. Neste caso, foi observado que a capacidade de
eliminagéo dos parasitas por estas células é dependente da produgéo de TNF-a e
de elastase neutrofilica. Neste trabalho, os autores sugerem que estas duas
linhagens de camundongos possuem perfis diferentes quanto a produgéo de
mediadores inflamatérios frente a infecgéo por L. major.

Em trabalhos recentes do nosso laboratério, utilizando neutréfilos humanos,
observou-se que existe um aumento na carga parasitaria de macréfagos infectados
com L. amazonensis quando estes sdo co-cultivados com neutréfilos apoptoéticos e
que este € um mecanismo dependente de TGF-f e PGE, (Afonso et al., 2006,
enviado para publicagdo). Neste mesmo trabalho, foi observado que neutréfilos
mortos levam a uma diminuigdo na infecgdo por L. amazonensis. Neste caso, a
producéo de elastase neutrofilica e TNF- a é fundamental para que haja eliminagéo
dos parasitas pelos macréfagos humanos.

Nossos resultados mostram que existe um efeito diferenciado de neutréfilos vivos
ou apoptéticos na eliminagdao de L. braziliensis por macréfagos peritoniais de

camundongos BALB/c. Quando estes macréfagos infectados sé@o colocados em
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contato com neutrdfilos vivos, existe uma diminuigédo significativa na taxa de infecgéo
bem como no nimero de amastigotas por células. E possivel que os neutréfilos
vivos em contato com macrofagos infectados sejam capazes de ativar estas células
através da liberagao de mediadores inflamatérios, como observado no trabalho de
(Ribeiro-Gomes et al., 2004). Em nosso trabalho, também observamos que
neutréfilos mortos diminuem a taxa de infecgdo quando co-cultivados com
macroéfagos infectados com L. braziliensis, assim como foi observado com neutréfilos
vivos, no entanto, esta diferengca nao foi significativa. Por outro lado, nao
observamos diferengas na infecgdo quando a co-cultura foi feita com neutréfilos
apoptéticos.

Observamos também que o efeito de diminuigdo da taxa de infecgdo na co-
cultura de macréfagos infectados e neutréfilos vivos independe da linhagem de
camundongos da qual se origina o neutréfilo: neutréfilos de camundongos C57BL/6
induziram o mesmo efeito em macréfagos de BALB/c infectados. Contudo, este
parece ser um papel exclusivo de neutréfilos, ja que a adicdo de células Jurkat, de
linhagem linfocitaria, ndo alterou a infecgdo dos macréfagos. Portanto, na infeccéo
por L. braziliensis, neutréfilos vivos desempenham um papel importante na
diminuigao da taxa de infecgéo.

Sabe-se que o TNF-a &€ um potente mediador inflamatério capaz de estimular
mondcitos, eosindfilos, neutréfilos, células endoteliais e fibroblastos in vitro (revisado
em Beutler & Cerami, 1988). Com relagdo a leishmaniose tegumentar experimental,
Titus et al. (1989) demonstraram que camundongos C3H/HeJ, resistentes a infecgéo
por L. major, produzem grandes quantidades de TNF-a durante todo o curso da
infeccdo. Em contraste, em camundongos BALB/c infectados com L. major esta

citocina nao foi detectada. Sabe-se também que a fagocitose de células apoptéticas
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por macréfagos in vitro inibe a produgéo de TNF-a (Fadok et al., 1998). No nosso
trabalho, observamos que na co-cultura de macréfagos infectados com L.
braziliensis com neutréfilos vivos ou mortos levou a produgéo de altos niveis de
TNF-a. Contudo, esta produgéao foi suprimida na presenc¢a de neutréfilos apoptoticos.
Portanto, o TNF-a parece ser um mediador importante para o controle da infecgéo
por L. braziliensis, assim como foi demonstrado nos trabalhos com L. major (Ribeiro-
Gomes et al., 2004) e L. amazonensis (Afonso et al., 2006, enviado para
publicagdo). No entanto, é importante lembrar que a presenga de neutréfilos mortos
néo foi capaz de diminuir a taxa de infecgdo, indicando que outros fatores devem
colaborar na eliminagao do parasita. Sera importante confirmar o papel do TNF-a por
meio da utilizagdo de anticorpos neutralizantes, por exemplo.

Aga e colaboradores (2002) demonstraram que a apoptose de neutréfilos €
retardada quando estas células entram em contato com promastigotas de
Leishmania. Além disso, neste trabalho, os autores foram capazes de encontrar
neutréfilos infectados na pele de camundongos apés trés dias da infecgéo,
sugerindo que este efeito também é observado in vivo. No que diz respeito a
infecgdo por L. braziliensis, o retardo na indugdo de apoptose de neutréfilos no
momento da infec¢do induziria, em curto prazo, uma eliminagdo parasitaria mais
eficaz. Neste sentido, observamos que neutréfilos vivos séo capazes de induzir a
morte desses parasitas em macréfagos infectados. Mais tarde, este mesmo grupo
mostrou que neutréfilos infectados com L. major liberam MIP-1B, uma quimiocina
capaz de atrair macrofagos e mostrou que os macréfagos fagocitam neutréfilos
infectados, levando a liberagdao de TGF-B (van Zandbergen et al., 2004). Este artigo
langou a hipétese do “Cavalo de Tréia” pela qual os neutréfilos infectados entram em

apoptose e s&o fagocitados por macréfagos, permitindo a entrada silenciosa do
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parasita na célula hospedeira definitiva. Contudo, ainda ndo se sabe em que
propor¢cado este efeito € observado in vivo e se isto ocorre também com outras
espécies de Leishmania.

Foi demonstrada a importancia dos neutréfilos na eliminagdo de parasitas nos
momentos iniciais ap6és a infecgdo por L. infantum. A deplegéo de neutréfilos em
momentos iniciais apdés a infecgdo foi capaz de aumentar 10 vezes a carga
parasitaria no bago (Rousseau et al.,, 2001). Tacchini-Cottier e colaboradores, em
2000, publicaram um trabalho no qual estudaram o papel do neutréfilo in vivo
durante a infecgdo por L. major. A partir dos seus resultados foi possivel concluir que
a deplegao de neutréfilos foi benéfica para os camundongos BALB/c, pois resultou
na diminuicédo da lesédo destes animais. Na auséncia de neutréfilos, ndo existe uma
alta produgéo de IL-4 nas primeiras horas ap6s a infecgéo, como foi observado nos
animais controle. Ribeiro-Gomes et al., 2004, também demonstraram que a
deplecao de neutréfilos em camundongos BALB/c infectados com L. major induz
uma menor carga parasitaria, no linfonodo de drenagem, apés 13 dias de infecgéo.

Nossos resultados mostram que a deplegédo de neutréfilos interfere de maneira
importante no desenvolvimento da lesdo dos camundongos infectados com L.
braziliensis. Os animais depletados dessas células desenvolveram uma lesao maior
durante todo o curso da infecgdo e apresentaram uma maior carga parasitaria
quando comparado como os camundongos controle. Além disso, observamos
também que a co-inoculagédo de neutréfilos vivos com L. braziliensis foi capaz de
inibir o desenvolvimento da leséo cutanea, o que pdde ser associado a eliminagéao
de parasitas nas primeiras semanas apés a infecgdo. Entretanto, o efeito

“microbicida” decorrente da co-inoculagdo de neutréfilos desaparece apoés cerca de
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oito semanas de infecgado, quando foi possivel detectar um pequeno aumento na
espessura da orelha.

E preciso deixar claro que o modelo de infecgdo de camundongos BALB/c por L.
braziliensis € um modelo de resisténcia a infec¢do. Embora os animais desenvolvam
lesdes ulceradas, estas curam espontaneamente com o passar das semanas (de
Moura et al., 2005). Isto poderia explicar as diferengas encontradas no efeito dos
neutréfilos frente a infecgdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis e L. major.
Camundongos BALB/c ndo séo capazes de eliminar L. major in vivo (revisado em
Sacks & Noben-Trauth, 2002) e, nesta infecgédo, os neutréfilos parecem contribuir
com a permanéncia do parasita por meio da indugéo da produgéo de IL-4 (Tacchini-
Cottier et al., 2000) e por meio da produgéo de TGF-b PGE;, apés a sua fagocitose
por macréfagos (Ribeiro-Gomes et al, 2004). Os resultados mostrados aqui
reforcam a idéia que, na infecgéo por L. braziliensis, os mecanismos de eliminagéo
de parasitas pelo contato de macréfagos infectados com neutréfilos seriam similares
aqueles descritos por Ribeiro-Gomes e colaboradores (2004), com camundongos
C57BL/6. Desta forma, parece que o parasita &€ fundamental nos efeitos observados
durante a interagdo entre neutréfilos e macréfagos infectados. De fato, evidéncias
deste tipo ja foram observadas na infecgao de camundongos CBA com L. major e L.
amazonensis, nos quais se observa o fenétipo de resisténcia e suscetibilidade,
respectivamente (Veras et al., 2006).

Tsuda e colaboradores publicaram, em 2004, um artigo descrevendo a existéncia
de dois subtipos diferentes de neutréfilos: PMN tipo | (CD49d*) e PMN tipo Il
(CD11b"). Utilizando o mesmo modelo animal (camundongos SCID-beige), os
autores demonstraram que, a depender do grau de lesdes termais causadas nestes

camundongos, estes apresentam neutréfilos capazes de serem distingliidos pelo
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perfil de citocinas e quimiocinas produzidos, além de apresentarem diferentes
marcadores de superficie e receptores do tipo toll distintos. O principal efeito das
diferengas apresentadas por estes dois tipos de neutréfilos esta na sua capacidade
de ativar macréfagos de forma diferenciada, sendo, portanto, capazes de interferir
na resposta destas células contra o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Os neutroéfilos do tipo |, através da produgéo de IL-12 e CCL-3 polarizam os
macroéfagos para um perfil de ativagéo classica, capazes de resistir a infecgéao por
MRSA. Neutréfilos do tipo Il sdo produtores de IL-10 e CCL-2 e polarizam os
macréfagos para um perfil de ativagdo alternativa, os quais sdo suscetiveis as
infecgbes por MRSA. Em nosso trabalho, partimos para a caracterizagdo dos
neutréfilos obtidos pelo recrutamento com tioglicolato e com L. braziliensis, utilizando
para isso a expressdo de CD11b e CD49d. Observamos, para nossa surpresa, que
os neutréfilos recrutados frente a estes estimulos sao do tipo Il, pois apresentam
marcagéo positiva para CD11b. Estes resultados foram surpreendentes uma vez que
neutréfilos do tipo Il levariam a supressdo da resposta imune, o que nao foi
observado aqui. Portanto, para melhor definir qual o tipo de neutréfilo que esta
atuando na infecgao por L. braziliensis, sera necessario empregar outros parametros
de analise.

Diante dos nossos resultados e daqueles disponiveis na literatura, fica claro que
tanto a linhagem de camundongos utilizada quanto a espécie de Leishmania tém
importancia nos estudos do papel dos neutréfilos. No entanto, sabemos também que
o papel dos neutréfilos ndo é restrito a sua interagdo com os macréfagos, pois ja foi
demonstrado que estas células podem estar envolvidas na apresentagéo cruzada de
antigenos (Tvinnereim et al., 2004). Sendo assim, sera interessante estudar se, na

infecgdo experimental por L. braziliensis, o papel dos neutréfilos na interagdo com
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outras células como células dendriticas e células CD8". Antes disso, porém, sera
importante esclarecer as moléculas produzidas pelos macréfagos que séao

responsaveis pela diminui¢cdo da infecgdo frente ao contato com os neutréfilos vivos

e mortos.
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8 CONCLUSOES

No modelo de resisténcia a infecgao por L. braziliensis nossos dados mostraram
que a presenga de neutréfilos &€ importante para o controle parasitario por
camundongos BALB/c. Neutréfilos vivos sdo capazes de reduzir a taxa de infecgédo
bem como o nimero de amastigotas em macréfagos infectados com L. braziliensis.
Da mesma maneira, a co-inoculagéo de neutréfilos vivos e L. braziliensis é capaz de
retardar o aparecimento da lesdo além de diminuir significativamente o niumero de
parasitas na orelha dos animais infectados. Por outro lado, a depleg¢édo de neutréfilos
induz uma lesdo mais grave em animais infectados com L. braziliensis e leva a um
aumento na quantidade de parasitas na orelha infectada quando comparados com

os camundongos controle.
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