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RESUMO

AVALIACAO DA INTERACAO ENTRE NEUTROFILOS E L. braziliensis. SARAH DE
ATHAYDE COUTO FALCAO. A leishmaniose tegumentar americana (LTA) tem
como principal agente etiolégico a L. braziliensis e € uma das afeccdes
dermatolégicas que merece mais atencdo, por seu alto coeficiente de deteccao e
sua capacidade de produzir deformidades. O neutrofilo é considerado a primeira
linha de defesa contra agentes infecciosos ou substancias estranhas e o seu rapido
recrutamento para os tecidos é fundamental para o sistema imune inato. No modelo
murino de infeccdo por L. braziliensis, mostramos um constante recrutamento de
neutrofilos para o sitio de infecgdo. Baseados nesses resultados, nos formulamos
uma hipotese que os neutrofilos desempenham um papel importante durante os
estagios iniciais de infeccdo com L. braziliensis. Assim, conduzimos experimentos
com neutrofilos recrutados com tioglicolato e neutréfilos derivados de medula 6ssea.
Inicialmente, observamos que o0s neutrofilos sdo prontamente infectados com
parasitas opsonizados com soro fresco. O contato entre neutréfilos e L. braziliensis
ativou os neutrdéfilos, aumentando a expressdo de CD18 e diminuindo a expressao
de CD62L. Essa ativacao levou a producdo de superéxido, secrecao de elastase e
liberacdo de TNF-a. O contato com L. braziliensis ndo impediu a apoptose dos
neutréfilos e a destruicdo dos parasitas internalizados. Utilizando anticorpos
especificos para neutréfilos, observamos o aumento significativo no nimero de
parasitas em animais depletados de neutréfilos. Em paralelo, o contato dos
neutréfilos com L. braziliensis levou a secrecdo de quimiocinas, capazes de induzir o
recrutamento de células dendriticas. Os neutrdéfilos, portanto, desempenham um
papel importante no combate ao parasita no periodo inicial da infeccdo por L.
braziliensis. [PALAVRAS CHAVE] Leishmaniose, Leishmania braziliensis,
neutrofilos, BALB/c.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE INTERACTION BETWEEN NEUTROPHILS AND L.
braziliensis. SARAH DE ATHAYDE COUTO FALCAO. L. braziliensis is the main
etiological agent of American Cutaneous Leishmaniasis, a disease that deserves
further attention due to the high detection rate and ability to produce deformities. The
neutrophil is considered the first line of defense against infectious agents or foreign
substances and their rapid recruitment into tissues is critical for the innate immune
system. In a murine model of infection with L. braziliensis, we showed a constant
recruitment of neutrophils to the site of infection. Based on this finding, we
hypothesized that neutrophil may a play an important role during the initial stages of
L. braziliensis infection. Experiments were conducted used thyoglycolate-recruited
and bone marrow-derived neutrophils. We initially observed that neutrophils are
readily infected by fresh serum-opsonized parasites. Neutrophil upon L. braziliensis
interaction, neutrophil became activated, increasing the expression of CD18 and
decreasing the expression of CD62L. This activation led to the production of
superoxide, neutrophil elastase secretion and release of TNF-a. Neutrophil infection
with L. braziliensis did not prevented neutrophil apoptosis or destruction of
internalized parasites. Using a neutrophil depleting antibody, we detected a
significant increase in parasites numbers in neutrophil-depleted mice. In parallel, the
contact of neutrophils with L. braziliensis led to secretion of chemokines, able to
induce the recruitment of dendritic cells. Therefore, we can conclude that neutrophils
play an important role in combating parasite during initial infection by L. braziliensis.
[KEYWORDS] Leishmaniasis, Leishmania braziliensis, neutrophils, BALB/c.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é causada por espécies de protozodrios unicelulares, do
género Leishmania, pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. O género Leishmania pode ser dividido em dois subgéneros: o
subgénero Leishmania, que engloba o complexo Leishmania donovani e o complexo
L. mexicana, e o subgénero Viannia, que engloba apenas o complexo L. braziliensis
(Grimaldi & Tesh, 1993). Esses protozoarios sdo parasitos digenéticos
(heteroxenos), encontrados nas formas flageladas promastigotas, no trato digestivo
dos hospedeiros invertebrados, e amastigotas, presentes em células do sistema
fagocitico mononuclear dos hospedeiros vertebrados.

A Organizacdo Mundial de Saude estima que a leishmaniose esta presente
em 98 paises, com registro de 20.000 a 40.000 mortes por leishmaniose por ano
(Alvar et al.,, 2012). A leishmaniose apresenta duas formas clinicas principais: a
leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar (LT). A LV é uma forma
grave e pode ser fatal se ndo for tratada, devido a infeccdo generalizada que
acomete o sistema reticuloendotelial envolvendo baco, figado, medula éssea e
linfonodo (Bitterncourt & Barral-Netto, 1995). A LT é caracterizada por um espectro
de manifestacBes clinicas: leishmaniose cutaneo-localizada (LCL), leishmaniose
cutdneo-difusa (LCD) e leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM) (revisado em
Reithinger et al., 2007). Nas Ameéricas, a LT é causada por uma variedade de
espécies, sendo seus principais agentes etiolégicos a L. braziliensis, a L.
amazonensis e a L. guyanensis, enquanto que, no Velho Mundo, as espécies
responsaveis pela LT sdo, entre outras, a L. major e a L. tropica.

A transmissdo da Leishmania sp. ocorre quando os hospedeiros vertebrados
sdo picados pelas fémeas dos insetos vetores, durante o repasto sangilineo, as
quais inoculam as formas promastigotas metaciclicas (Figura 1). Apesar do
macrofago ser considerado a principal célula hospedeira, recentemente passou-se a
considerar a participacao de neutrofilos nos momentos iniciais da infeccao (revisado

em Nathan, 2006). Os neutrofilos sdo recrutados para o sitio de infeccao e fagocitam
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as formas promastigotas. Eventualmente, os neutréfilos liberam as promastigotas e
estas quando fagocitadas por macrofagos transformam-se em amastigotas
intracelularmente em compartimentos da via endocitica, os vacuolos parasitéfaros.
No interior do macréfago, os vacuolos parasitéfaros fusionam-se com lisossomo
onde o parasito se multiplica por divisdo binaria em meio &cido rico em enzimas
hidroliticas. Apds sucessivas multiplicagbes, o macréfago rompe-se e as
amastigotas liberadas seréo fagocitadas por outras células hospedeiras, propagando

a infeccéo no hospedeiro vertebrado.

Flebd injetam pr na Pr sdo pelos
pele durante o repasto sanguineo. neutrofilos que sédo rapidamente
* Estagio infectivo recrutados para o sitio da picada.

: O‘ Neutrdfilos infectados liberam os
.

parasitas, que s&o ingeridos pelos

Promastigotas se dividem 14
€ migram para o intestino //.

anterior. 3 / / p
// / macréfagos.

/ Estagios no . ) Estagios no b
. flebétomo _ humano

Amastigotas se transformam em
promastigotas no intestino do flebétomo
y Promastigotas se transformam em
@ amastlgolas dentro dos macréfagos.
* Estagio diagndstico
~ e
(9@

Flebétomos ingerem macrofagos Amastigotas se mulnpllcam dentro das
infectados quando faz o repasto células (incluindo macréfagos) de
sanguineo. varios tecidos . * Estagio diagnostico

Ingestdo de células
parasitadas.

Figura 1. Ciclo biolégico da Leishmania sp. (National institute of allergy and infectious
diseases, 2012).

O hospedeiro invertebrado é infectado quando ocorre a ingestdo das formas
amastigotas, presentes no sangue e/ou na linfa intersticial do individuo ou do animal
infectado, no momento do repasto sanguineo do inseto vetor. A fémea do inseto, ao
alimentar-se novamente, inocula no hospedeiro vertebrado, as formas metaciclicas,

permitindo assim fechando o ciclo.

1.2 Neutréfilos

O neutrdfilo ou leucécito polimorfonuclear é liberado da medula éssea, cai na

7

circulacdo vascular e circula por tecidos periféricos. O neutrdfilo € considerado a

primeira linha de defesa, pois é capaz de migrar rapidamente. O recrutamento de
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neutrofilos dos vasos para o meio extravascular é dependente do contato da célula
com receptores no endotélio e dependente de mediadores sollveis. Os neutrofilos
lentamente rolam ao longo da superficie endotelial através de interagbes com
glicoproteinas, conhecidas como selectinas. A CD62L € uma L-selectina expressa
constitutivamente na superficie dos neutrdfilos, a qual permite uma adeséo de baixa
afinidade entre o neutréfilo e o endotélio permitindo o rolamento do neutréfilo ao
longo do vaso. Apés a ativacdo de neutrdfilos, a sua expressdo é reduzida. Na
presenca de mediadores inflamatérios, como quimiocinas, as interacdes entre o
neutréfilo e o endotélio aumentam em afinidade e séo intermediadas pelas Beta-
integrinas (Mac-1) e moléculas de adeséo intracelular como molécula de adesao
intracelular como célula endotelial tipo 1 (ICAM-1) e molécula de adeséo intracelular
como célula endotelial tipo 2 (ICAM-2). Em seguida, as quimiocinas estimulam os
neutréfilos aderidos ao endotélio a transmigrar, atravessando o espaco entre as
células endoteliais, permitindo assim, a chegada dos neutréfilos ao sitio de infeccéo
(Kobayashi & Deleo, 2009; Zhang et al., 2009; Abbas et al., 2008).

No sitio da infec¢do, muitas moléculas produzidas por micro-organismos, que
sdo agonistas de receptores do tipo toll (TLR), podem induzir o aumento da
vigilancia e a remocao dos patégenos no sitio da infeccdo. Em geral, a ligacdo a
esses receptores de reconhecimento ativa a transducdo de sinais capazes de
prolongar a sobrevivéncia do neutréfilo, facilitando adesao e fagocitose. A fagocitose
de micro-organismos pelos neutréfilos € promovida de forma eficiente apos a
opsonizacado de patdgenos pelas proteinas do hospedeiro, tais como a molécula C3b
e C3bi do complemento. Os patégenos opsonizados por C3 sdo reconhecidos pelos
receptores CR1, CR3 (molécula heterodimera também chamada de Mac-1 e
formada pelas moléculas de superficie CD1lb e CD18) e CR4, presentes na
superficie do neutrofilo, e sdo entdo fagocitados. Os patdgenos também podem ser
opsonizados por anticorpos, 0s quais sao reconhecidos pelos receptores Fc,
presentes na superficie do neutrofilo. A ligacdo do patégeno via receptor CR3 (Mac-
1) ou via receptor Fc dispara mudancgas no citoesqueleto do neutrofilo que permitem

0 processo fisico da fagocitose (revisado em Kobayashi & Deleo, 2009) (Figura 2).
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Figura 2. Fagocitose e processo
microbicida em neutréfilos. Ligacdo e
fagocitose de micrébio opsonizado com
anticorpo ou com complemento. A fagocitose
desencadeia a producéo de superéxido (O,),
i a partir do qual outros derivados sé&o

. Fagossomo

. formados, incluindo o peréxido de hidrogénio
loirl:i‘cnrishiéié

(H20,) e o acido hipocloroso (HOCI) (revisado
em Kobayashi & Deleo, 2009).

A fagocitose inicia a execucdo de diversos mecanismos microbicidas do
neutréfilo entre eles 1) producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e seus
derivados e 2) degranulacdo, quando ha a liberacdo de peptideos, proteinas e
enzimas antimicrobiais (revisado em Kobayashi & Deleo, 2009). Esses mecanismos
de morte sdo classificados em mecanismos oxidativos e n&o oxidativos. O
mecanismo oxidativo consiste no sistema NADPH oxidase que gera as ROS, as
quais séao liberadas no fagolisossomo. Como mostrado na Figura 2, o patdégeno é
fagocitado e internalizado no fagolisossomo. A NADPH oxidase reduz O, em
superdxido (O) que induz o influxo de ions H" e K*. Esse gradiente de ions leva a
fusdo dos granulos azurofilicos e de granulos especificos ao fagolisossomo, onde
proteases séricas sollveis sdo liberadas. O superéxido e os ions 2H" formam
peréxido de hidrogénio que é convertido em acido hipocloroso (HOCI), letal para o
patdgeno (revisado em Nathan, 2006; revisado em Segal, 2007).

A secrecdo de granulos, tais como azurofilicos e granulos especificos,
constitui 0 mecanismo microbicida ndo oxidativo. Nesse mecanismo, 0s granulos
neutrofilicos, peptideos e proteases anti-microbiais séo liberados no fagolisossomo
(Figura 2) ou sdo exocitados. Existem quatro tipos de granulos neutrofilicos: os
azurofilicos, os especificos, as gelatinases e os granulos secretores, em ordem
decrescente de tamanho (Figura 3). Quanto menores forem, maior a tendéncia a
serem exocitados, tais como 0s granulos secretores, por exemplo (revisado em
Kobayashi & Deleo, 2009; revisado em Pham, 2006).



Granulos Granulos Granulos Granulos

azurofilicos especificos gelatinase secretores
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\_Defensinas J \ J

v

Tendéncia ao aumento da exocitose

Figura 3: Conteudo dos granulos neutrofilicos (revisado em Pham, 2006).

Entre os componentes dos granulos azurofilicos esta a elastase neutrofilica
(NE) que pode diretamente degradar a proteina A da membrana da E. coli e clivar
fatores de viruléncia presentes em Salmonela enterica, Shigella flexneri e Yersinia
enterocolitica (revisado em Pham, 2006). Um exemplo de componente de granulo
especifico é o citocromo bssg. Quando o neutrdfilo € ativado, o citocromo bssg €
transferido para a superficie da membrana do fagossomo e funciona como um
carreador terminal de elétrons durante a explosdo oxidativa. A proteina 1 associada
a resisténcia natural de macréfago (NRAMPL1), primeiramente identificada em
macrofagos, esta presente nos granulos gelatinase dos neutrofilos. Apds a
degranulacao, a proteina também é translocada para a membrana do fagossomo e
opera como um transportador de cations divalentes essenciais, privando o0s
microrganismos ai presentes de metais como Fe?*, Mn®** e Zn?*. As membranas das
vesiculas secretoras sao ricas em CR3, CR1, CD14 e CD16, entre outros, 0s quais
sdo incorporados na membrana plasmatica apds a exocitose. A mobilizacdo de
vesiculas secretoras € acompanhada pelo aumento da expressédo de L-selectina
(CD62L) na superficie da membrana do neutrofilo. Essas mudangas na superficie do
neutrofilo estabelecem um contato firme com o endotélio vascular ativado,
contribuindo para o recrutamento de neutrofilos (revisado em Faurschou &
Borregaard, 2003).

Mais recentemente, outro mecanismo de morte extracelular foi descrito para
os neutroéfilos. Nesse mecanismo, os neutréfilos liberam redes extracelulares (NETS)
contendo DNA, histonas e proteinas presentes nos granulos (mieloperoxidase,

elastase neutrofilica, catepsina G, BPI (proteinas que aumentam a permeabilidade

17



bacteriana), lactoferrina, gelatinase, proteinas de reconhecimento de
peptideoglicanos (PGRPSs) e calprotectina que, juntos, sdo capazes de capturar e
inativar patdégenos (revisado em Abdallah & Denkers, 2012). A formacdo de NETSs,
processo conhecido como netose, € agora considerada um tipo de morte celular
programada, independente da apoptose e da necrose. A netose ja foi observada em
resposta a bactérias, fungos, virus e protozoarios (virus da imunodeficiéncia humana
(HIV1), T. gondii, Plasmodium falciparum, Eimeria bovis). Ademais, estudos indicam
que a formacdo de NETs é dependente do complexo NADPH oxidase e que a
mieloperoxidase e a elastase neutrofilica também regulam a formacédo das NETs
(revisado em Brinkmann & Zychlinsky, 2012; Saitoh et al., 2013). A presenca de
NETs foi observada apds o contato de neutréfilos humanos com L. amazonensis
(Guimarées-Costa et al., 2009). Os autores observaram que tanto o parasita quanto
o lipofosfoglicano (LPG) purificado induziram a netose e o efeito microbicida das
NETs foi revertido pela adicdo de DNAse. Os autores também mostraram a
presenca de redes de elastase em bidpsias de pacientes com LT. Em outro trabalho,
observou-se que a formacdo de NETs na infeccéo por L. donovani e, nesse caso,
0s parasitas sobreviveram as NETs devido ao LPG presente na superficie da
membrana do patégeno e este ndo foi o responséavel pela inducdo de NETs (Gabriel
et al., 2010).

Os neutrofilos tém um periodo de vida curto e, ap0s atingir esse tempo, essas
células morrem por apoptose, estando infectadas ou ndo (Abbas et al., 2008). A
apoptose é um tipo de morte celular acompanhada de retracdo de pseudopodos,
reducdo do volume celular, condensacgéo da cromatina e fragmentacao nuclear, sem
gue haja modificacbes das organelas citoplasmaticas. Ha o surgimento de blebbing
na membrana plasmética (embora a mesma se mantenha integra até os estagios
finais do processo) e, por ultimo, a célula apoptética € capturada por um fagadcito
residente. A fragmentacdo do DNA e a ativacdo de caspases ocorrem na apoptose
mas nao sdo especificas deste tipo de morte celular (revisado em Kroemer et al.,
2009). Os neutréfilos podem ser caracterizados como células apoptéticas iniciais
gquando a membrana plasmatica mantém-se intacta, mas ha exposicdo de
fosfatidilserina (PS) na superficie extracelular, levando ao seu reconhecimento por
fagdcitos. Os neutrdéfilos em apoptose inicial podem entrar em apoptose tardia ou em
necrose secundaria, quando a membrana plasmatica torna-se permeavel (revisado

em Poon et al., 2010). A apoptose tardia ou necrose secundaria difere da necrose,
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pois nessa ocorre um ganho de volume na célula, ruptura da membrana celular e a
consequente perda do conteudo intracelular. A apoptose de neutrofilos exerce uma
influéncia na resposta imune do hospedeiro, muitas vezes favorecendo o patégeno.
Em modelo experimental de infeccdo, a M. tuberculosis inibiu a apoptose do
neutrofilo, evitando a distribuicdo da bactéria no sitio de infecgéo. Isso dificultou a
aquisicdo de bactérias pelas células dendriticas (DCs), atrasando a ativacdo das
mesmas e, por sua vez, a ativacdo de células T (Blomgran et al., 2012).

Apoés a apoptose, a remocéo e a degradacao de corpos apoptoéticos sao feitas
por células assistentes scavengers ou de varredura, caracterizando um processo
importante e altamente conservado evolutivamente chamado de eferocitose
(revisado em Thorp & Tabas, 2009). A eferocitose de células em fase inicial de
apoptose, quando as organelas e membranas ainda estdo intactas, previne a
necrose e evita a liberacdo de moléculas inflamatérias (revisado em Silva, 2010).
Além disso, a eferocitose induz secre¢do de moléculas anti-inflamatorias tais como
fator de crescimento transformante-beta (TGF-b), interleucina-10 (IL-10) e
prostaglandina-2 (PGE-2). Defeitos ou atrasos na eliminacédo de corpos apoptoticos
estdo associados com necrose tecidual, inflamacdo patolégica e doencas auto-
imunes (revisado em Thorp & Tabas, 2009). Em trabalhos realizados com L. major,
observou-se que macréfagos murinos, cultivados com neutréfilos apoptoticos,
apresentaram baixa secrecdo de interleucina-12 (IL-12) e alta producdo de IL-10.
Além disso, a NE foi importante para indu¢cdo de um fendtipo regulador no
macréfago. Ainda, a eferocitose de neutrofilos pelos macréfagos aumentou a carga
parasitaria quando os camundongos foram inoculados com neutréfilos apoptéticos e

foram posteriormente infectados (Filardy et al., 2010).

1.3 Neutroéfilos e Leishmania

O papel dos neutréfilos na infeccdo por Leishmania foi primeiramente
estudado em modelos experimentais de LT causada por L. major. Em camundongos
C57BL/6 resistentes a infeccdo, a deplecdo de neutrofilos aumentou a carga
parasitaria, enquanto que em camundongos BALB/c, suscetiveis, houve diminui¢cao
do numero de parasitas (Lima et al., 1998; Ribeiro-Gomes et al., 2004; Tacchini-

Cottier et al.,, 2000). A secrecdo de interleucina-4 (IL-4) foi observada em
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camundongos BALB/c infectados com L. major e a deplecdo de neutrofilos, com
anticorpo monoclonal NIMP-R14, diminuiu a producédo de IL-4, indicando que o0s
neutrofilos induzem um perfil de célula T auxiliadora 2 (Th2). Em animais C57BL/6,
resistentes a infec¢do por L. major, ndo foi observada a producéo de IL-4 (Tacchini-
Cottier et al., 2000). Um trabalho posterior mostrou que a deplecéo de neutrofilos de
camundongos BALB/c com o anticorpo RB6-8C5 exacerbou a lesédo, a carga
parasitaria e a secrecao de IL-4 (Chen et al., 2005), o que poderia estar relacionado
ao anticorpo utilizado para a deplecdo. A producdo de citocinas por neutrofilos
infectados com L. major difere significantemente entre células obtidas de animais
resistentes (C57BL/6) ou suscetiveis (BALB/c): as citocinas IL-10 e IL-12 séo
produzidas por neutrofilos da cepa resistente (C57BL/6) enquanto que camundongos
BALB/c produzem interleucina-12 p40 (IL-12p40) e TGF-b, citocinas que inibem a
diferenciacdo de células CD4+ em célula T auxiliadora 1 (Thl) (Charmoy et al.,
2007). Desta maneira, os neutréfilos parecem exercer um efeito modulador e este
efeito varia em camundongos resistentes (C57BL/6) ou suscetiveis (BALB/c) a
infecgdo por L. major.

Por meio de ensaios de microscopia em tempo real, foi demonstrado que
ocorre uma infiltracdo macica de neutréfilos na derme de camundongos expostos a
picada de fleb6tomos infectados com L. major (Peters et al., 2009). Os autores
observam que os parasitas associam-se inicialmente com neutréfilos, ao invés de
mondcitos/macréfagos ou células dendriticas. Van Zandbergen et al. (2004)
observaram que promastigotas de L. major fagocitadas por neutréfilos continuam
viaveis e que isto pode favorecer o estabelecimento da doenca neste modelo
experimental. Essa hipétese do “Cavalo de Tréia” foi estabelecida por ensaios in
vitro, nos quais demonstraram que ao entrar em apoptose, os neutrofilos humanos
infectados com L. major liberam CCL4 e induzem o recrutamento de mondcitos.
Assim, ocorre a fagocitose dos neutroéfilos apoptoticos e a entrada dos parasitas na
célula hospedeira de forma silenciosa.

Um trabalho publicado posteriormente demonstrou uma rapida chegada de
plaguetas ao sitio de infeccdo por L. major, ao invés de neutréfilos. As plaquetas
foram ativadas e, por sua vez, induziram fatores quimio-atraentes para monaocitos
gue chegaram ao local antes mesmo dos neutréfilos, sendo entdo os mondcitos as
primeiras células a fagocitar e a controlar a infeccdo por L. major (Goncalves et al.,

2011). Mais recentemente, contrapondo o trabalho de Gongalves et al. (2011),
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neutrodfilos foram vistos no sitio da infeccdo em camundongos C57BL/6 ap6s uma
hora de infec¢éo, tanto apds injecdo de parasitas ou apds a ruptura da derme com a
agulha utilizada para a injecdo. Além disso, apds quatro horas, a presenca de L.
major ocasionou um recrutamento maior de neutréfilos enquanto que o pico de
recrutamento de monadcitos ocorreu um dia apos a infeccdo (Ribeiro-Gomes et al.,
2012).

Existem relatos que mostram um papel protetor dos neutrofilos nas infec¢des
por duas outras espécies de Leishmania: L. donovani e L. infantum, ambas agentes
etiolégicos da LV. Assim, foi descrito que a deplecdo de neutréfilos com anticorpo
NIMP-R14 aumentou significantemente a carga parasitaria de camundongos BALB/c
infectados com L. donovani. Em paralelo, houve um aumento nos niveis de IL-4 e IL-
10 (McFarlane et al., 2008). Da mesma maneira, 0 aumento da carga parasitaria no
baco foi visto em camundongos BALB/c, depletados de neutréfilos com anticorpo
RB6-8C5 e infectados com L. infantum (Rousseau et al., 2001). Mais recentemente,
Thalhofer et al. (2011) estudaram a cinética de migracdo de neutrdfilos em
camundongos infectados com L. infantum chagasi. Os autores observaram um pico
de migracdo de neutrofilos seis horas apés a inoculagéo dos parasitas na orelha. Os
autores notaram a presenca de neutréfilos infectados e essa situagcdo se manteve
até um dia ap0s a infeccao. Ja o pico de migracdo de macréfagos foi observado
apos trés dias de infeccdo. Nesse trabalho, a deplecdo de neutréfilos diminuiu a
remocao de parasitas, sugerindo que os neutréfilos participam desse processo
(Thalhofer et al., 2011).

Em relacdo a apoptose, inicialmente, foi observado que a internalizacéo da L.
major € capaz de inibir a apoptose do neutrofilo humano (Aga et al.,, 2002), a
apoptose de neutrofilos infectados com L. major foi observada apenas apos 42 horas
de infeccdo (Van Zandbergen et al., 2004). Assim, a entrada dos patdgenos nos
macrofagos via eferocitose (fagocitose de neutréfilos apoptoticos infectados) pode
servir como um “cavalo de Troia” para esses patdgenos (revisado em Laskay et al.,
2007). Posteriormente, a via pela qual a L. major induz o atraso da apoptose do
neutréfilo humano foi decifrada: a ativagcdo de quinase reguladora de sinais
extracelulares 1/2 (ERK1/2) € necessaria para que haja um aumento da expressao
de Bfl-1 e Bcl-2, moléculas anti-apoptéticas, que inibem a liberacdo de citocromo ¢
pelas mitocondrias e, por fim, bloqueiam a ativagdo de caspase-3 e de caspase-6.
Com isso, 0 parasita consegue atrasar a apoptose do neutrofilo, na infec¢éo por L.
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major (Sarkar et al., 2012). Ribeiro-Gomes et al. (2004) relataram que a presenca de
neutréfilos vivos ou mortos diminuiu 0 nimero de parasitas em macréfagos de
camundongos resistentes, enquanto o efeito oposto foi observado em macréfagos
de animais suscetiveis. A deplecdo de neutrofilos diminuiu a carga parasitaria nos
camundongos suscetiveis e aumentou nos animais resistentes (Ribeiro-Gomes et
al., 2004). Esses dados sugerem que os neutréfilos exercem papel importante no
controle da infeccdo em animais resistentes e, opostamente, contribuem para
infeccdo no animal suscetivel. Além disso, a fagocitose de neutréfilos humanos
apoptéticos, aumentou a carga parasitaria e a porcentagem de macrofagos
infectados com L. amazonensis, enquanto que o mesmo nao foi observado apés a
fagocitose de neutroéfilos necréticos (Afonso et al., 2008). Foi observado também que
fator de crescimento transformante-beta 1 (TGF-bl) e PGE-2 estdo envolvidos na
exacerbacdo da replicacdo da L. amazonensis em macrofagos infectados e co-
cultivados com neutréfilos humanos apoptéticos. No entanto, o fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) estd envolvido no controle da replicacdo do parasita pelos
neutréfilos necroticos, assim como a elastase neutrofilica (Afonso et al., 2008).
Macréfagos murinos infectados com L. amazonensis e co-cultivados com neutrofilos
vidveis apresentaram amastigotas destruidas em seu interior. Essa atividade
leishmanicida, observada ap6s o co-cultivo entre macrofagos e neutréfilos foi
associada com a presenca de TNF-a, oxido nitrico (NO), ROS, NE e fator de
ativacao de plaquetas (PAF) (Carmo et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que os neutrofilos também estdo envolvidos na
resposta imune adaptativa (Scapini et al., 2001). Neutréfilos infectados com T. gondii
induziram a quimiotaxia de células dendriticas, via CCL3, CCL4, CCL5 e CCL20
(Bennouna, et al., 2003). Neutrofilos estimulados com LPS e co-cultivados com
células dendriticas induziram aumento na expressao de CD40, CD80, MHC classe Il
e CD86 nas mesmas e a interacdo de ceélulas dendriticas com neutrofilos
estimulados por LPS esta associada com a sintese de IL-12 e TNF-a (Xiaoxiao et al.,
2007). De maneira semelhante, neutréfilos murinos estimulados com T. gondii
induziram a maturacdo de células dendriticas e a producdo de IL-12 e TNF-a
(Bennouna et al., 2005). A co-cultura de neutréfilos estimulados com Candida
albicans com células dendriticas também levou ao aumento na expressao de CD40
e CD86, tornando-as, portanto, aptas a ativar células T (Megiovanni et al., 2006).

Além disso, os autores demonstraram que a aquisicdo de antigenos pelas células
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dendriticas depende do contato direto com neutrdéfilos e essa aquisicdo permite que
células dendriticas ativem a resposta de células T. Em humanos, neutrdfilos ativados
induzem a maturacdo de células dendriticas, o que foi demonstrado pela alta
expressdo de CD83 e pela produgédo de IL-12 (Van Gisbergen et al., 2005). Os
autores observaram ainda o aumento da capacidade de células dendriticas de
estimular a proliferacéo de células T. No modelo de infeccao por L. major, neutrofilos
de camundongos C57BL/6 liberam CCL3, induzindo a migracdo de células
dendriticas (Charmoy et al., 2010). Por outro lado, Ribeiro-Gomes et al. (2012)
mostraram que neutrofilos apoptéticos sado capturados por células dendriticas da
derme, em camundongos C57BL/6. Essa captura atrasou a ativacdo das células
dendriticas e, consequentemente, a ativacdo dos linfocitos, retardando o inicio da
resposta imune adaptativa em resposta a infeccdo por L. major. Assim, o contato
entre neutrdéfilos e células dendriticas pode modular o desenvolvimento de resposta
imune eficiente (revisado em Boudaly, 2009).

No modelo murino de infeccdo por L. braziliensis sabemos que ha um
constante recrutamento de neutréfilos para o sitio de infec¢éo por L. braziliensis (de
Moura et al., 2005). Ensaios in vitro mostraram que o contato entre neutréfilos e
macrofagos infectados diminuiu a carga parasitaria de macréfagos (Novais et al.,
2009). Além disso, a deplecdo de neutréfilos aumentou a carga parasitaria enquanto
que a co-inoculagcdo de neutréfilos e L. braziliensis diminuiu a carga parasitaria.
Diante desses resultados, partimos da hipétese que, nesse modelo, os neutrofilos

desempenham um papel importante no controle inicial da infec¢éo por L. braziliensis.
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2 OBJETIVO GERAL

Estudar a interacdo entre neutrofilos e Leishmania braziliensis, empregando um

modelo experimental murino.

2.10bjetivos especificos
1) Quantificar a taxa de infeccao de neutréfilos expostos a L. braziliensis.
2) Avaliar o perfil de expressdo de moléculas de superficie, a producdo de
superoéxido e a liberacédo de elastase neutrofilica em neutrdéfilos expostos a L.

braziliensis

3) Quantificar a producdo de citocinas e a expressdo de quimiocinas por

neutrofilos expostos a L. braziliensis.

4) Avaliar a apoptose de neutrdfilos infectados com L. braziliensis.

5) Identificar a capacidade de neutrdfilos infectados com L. braziliensis de induzir

a quimiotaxia de células dendriticas.

6) Quantificar a carga parasitaria apos a infeccdo de camundongos depletados

de neutrofilos.
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3 DESENHO EXPERIMENTAL

3.1 Experimentos in vitro

NEUTROFILO ELICITADO

P

Tioglicolato 10%

%

BALB/c

18hs

Ly66+
Separagdo
magnética \I

2,40ul8hs

NEUTROFILO DA MEDULA OSSEA
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Quimiotaxia de DCs
Apoptose (citometria)
Microscopia eletronica

Taxa de infegdo (citocentrifugagao)
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3.2 Experimento in vivo: Deplecéo
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Camundongos BALB/c, fémeas, 6-8 semanas de idade, foram obtidas do
biotério do CPqGM. Todos os animais foram mantidos em condicdes livres de
patébgenos e foram utilizados para experimentagcdo de acordo com o protocolo
003/11 aprovado pelo Comité de Uso de Animais de Experimentacdo (CEUA) do
CPqGM.

4.2 Parasitas

Neste estudo utilizamos a cepa de L. brazliensis BA788
(MHOM/BR/01/BA788) que foi isolada de um paciente com Leishmaniose
Tegumentar Americana e foi classificada como sendo L. braziliensis por PCR
(Castilho et al., 2003). Utilizamos também a cepa BA788 que expressa fluorescéncia
vermelha mCherry, desenvolvida a partir da (MHOM/BR/01/BA788) e gentilmente
cedida por Philip Scott (University of Pennsylvania, Philadelphia, EUA). Os parasitas
foram cultivados a 24°C, em meio Schneider completo (LGC) suplementado com

10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de estreptomicina (Gibco).

4.3 Obtencéao de neutroéfilos

Para a realizacdo desse trabalho, os neutrofilos foram obtidos por
recrutamento com tiogliclicolato ou foram obtidos diretamente da medula éOssea.
Para o recrutamento com tioglicolato, os camundongos receberam uma injecao
intraperitoneal de 800uL de tioglicolato 10% (Sigma) no peritbnio de camundongos
BALB/c (Bennouna et al., 2003). Apos 18 horas, os animais foram eutanasiados e o
peritdneo foi lavado com 5mL de RPMI (LGC) suplementado com 10% soro bovino
fetal (Gibco) e 1% estreptomicina (Gibco) (RPMI completo), com auxilio de uma

seringa de 5mL e agulha (22G). As células foram transferidas para uma garrafa de
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cultura e incubadas por 1 hora a 37°C na estufa de CO, para aderéncia das células
mononucleares. As células ndo aderentes foram retiradas da garrafa de cultura,
filtradas com cell strainer de 40um (BD falcon) , centrifugadas a 461xg por 5 minutos
e foram ressuspendidas em 1mL de RPMI completo. Apds a contagem do numero
de células, o volume foi ajustado para 5mL e as células foram centrifugadas a 461xg
por 5 minutos. Os neutrofilos foram obtidos por separacdo magnética, empregando o
kit de separacdo magnética de células anti-Ly6G (Miltenyi Biotec), seguindo as
instrucdes dos fornecedores. Para tal, as células foram marcadas com anticorpo
anti-Ly6G biotinilado por 20 minutos a 4°C, lavadas em tampao MACS (0,5% BSA,
2mM EDTA em PBS 1X, pH 7,2) e, em seguida, foram incubadas com micropérolas
magnéticas anti-biotina por 15 minutos na geladeira. Apdés nova lavagem, o0s
neutréfilos foram submetidos a selecdo magnética, empregando-se colunas LS. A
coluna foi lavada com tampdo MACS e as células Ly6G+, retidas a coluna, foram
obtidas apoés a eluicdo com 5mL de tampao MACS As células foram centrifugadas a
461xg por 5 minutos, ressuspendidas em 1mL de RPMI completo e contadas para
serem ajustadas para uso.

Os neutrofilos da medula Ossea foram obtidos da tibia e fémur de
camundongos BALB/c, ap0s eutanasia. Os ossos foram macerados com auxilio de
cadinho, em 1mL de RPMI completo. As células foram centrifugadas a 461xg por 5
minutos, ressuspendidas em 5mL de tampdo de lise de hemacias ACK (0,83%
NH,Cl 0,15M, 0,1% KHCO3; 1 mM, 0,04% Na, EDTA 0,1mM, pH 7,2-7,4) e
incubadas a 4°C. ApoOs 4 minutos, foram adicionados 5mL de RPMI completo para
parar a reacdo de lise e as células foram filtradas com cell strainer de 40um (BD
falcon). As células foram centrifugadas a 461xg por 5 minutos, ressuspendidas em
tampao MACS contendo anticorpo anti-Ly6G biotinilado, seguido de separagao
magneética, conforme descrito acima. Em alguns experimentos, a separacao
magnética de neutrofilos foi feita com anticorpo anti-Ly6G conjugado a FITC (clone
1A8) ou anti-NIMP conjugado a FITC (clone NIMP-R14). Nesses casos as esferas
magnética utilizadas continham anticorpo anti-FITC.

O grau de pureza da separacdo dos neutrofilos foi avaliado por meio da
marcacdo das ceélulas com anticorpo Ly6G (que reconhece especificamente
neutrofilo) conjugado a FITC (BD Pharmingen). As amostras foram adquiridas
utilizando o aparelho FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas utilizando-se o

programa FlowJo (Tree Star) versdo 7.6.5. O grau de pureza também foi
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determinado por meio de contagem de células mononucleares e polimorfonucleares,
realizadas no microscopio 6tico em lente de imersdo. As laminas foram preparadas

por citocentrifugacao e coradas com hematoxilina e eosina (H&E).

4.4 Infeccao de neutrofilos

Os promastigotas de L. braziliensis em fase estacionaria foram opsonizadas
com 5% de soro fresco de camundongo naive em meio RPMI incompleto e
incubados por 30 minutos a 24°C. Apés incubacdo, os parasitas foram adicionados
aos pocos da placa de cultura sem que houvesse troca do meio. Os neutréfilos (10°
neutrofilos) foram infectados com L. braziliensis (na propor¢do de 2 L.b :1
NEUTROFILO), foram plaqueados em placa de fundo chato (Nunc) e mantidos por
2,4 ou 18 horas a 37°C na estufa de CO..

4.5 Taxa de infeccéo

A taxa de infeccao foi determinada por meio de contagem de células em
laminas. Apoés a infecdo, as laminas foram preparadas por citocentrifugacéo (Thermo
eléctron Corporation) e coradas com H&E. As contagens foram realizadas no
microscopio oOtico em lente de imersédo. Foram contados os numeros de neutrofilos
infectados e 0 numero de amastigotas presentes em um total de 100 células por
cada lamina. A taxa de infeccdo também foi determinada por citometria de fluxo,
qguando os neutrofilos foram infectados com L. braziliensis mCherry, por meio da

determinacao da expresséao da fluorescéncia vermelha.

4.6 Deteccao da expressdo de moléculas de superficie por citometria de fluxo

Inicialmente, os neutrofilos foram infectados como descrito acima. As células
foram entdo lavadas com tampéao FACS (0,5% Soro bovino fetal, 0,01% Azida em
PBS 1X) e foram blogueadas com Fc Block (CD16/CD32) (BD Pharmingen). As

marcacOes foram feitas com 0s seguintes anticorpos: anti-Ly6G conjugado a Alexa
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fluor 647 (clone 1A8, eBioscience) ou anti-NIMP (clone NIMP-R14, gentilmente
cedido por Fabienne Tacchini-Cottier — Unil, Lausanne, Suic¢a), anti-CD18 conjugado
a FITC (eBioscience) ou a PE (eBioscience) e anti-CD62L conjugado a FITC (BD
Pharmigen) ou a PE (eBioscience). Como controle, cultivamos as células com
100pg/mL de zymosan (SIGMA). Ao término da marcagéo, as células foram lavadas
tampao FACS e ressuspendidas em tampao FACS e foram adquiridas no aparelho
FACSaria (BD). A analise foi feita utilizando-se o programa FlowJo versédo 7.6.5
(Tree Star).

4.7 Deteccao da producéao de superoxido

Os neutrofilos foram infectados como descrito acima. Apdés 2 horas de
infeccdo, a placa contendo as células infectadas foram centrifugadas a 461xg por 5
minutos. O sobrenadante foi retirado e as células foram ressuspendidas em PBS 1X
e novamente centrifugadas. No escuro, a sonda Dihydroethidium (DHE) (Invitrogen)
foi diluida em PBS 1X e utilizada na concentracao final de 3uM. A placa foi incubada
por 30 minutos a 37°C na estufa de CO,. Apés a incubacéo, a placa foi centrifugada
a 461xg por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados
200uL/poco de PBS 1X, essa lavagem foi repetida mais uma vez. Apos
centrifugacéo, as células foram ressuspendidas em 100ulL/poco de tampédo FACS.
As células foram adquiridas no aparelho FACSsort (Becton-Dickinson). A analise foi

feita utilizando-se o programa FlowJo versédo 7.6.5 ou 9.5.3 (Tree Star).

4.8 Deteccdao de elastase neutrofilica

Os neutrofilos foram infectados como descrito acima. Ap6s 4 horas de
infeccdo, a placa com as células foi centrifugada a 461xg por 5 minutos. O
sobrenadante fresco foi coletado para a determinagdo da atividade enzimatica da
elastase. Para a andlise de elastase, 50uL do sobrenadante foram misturados a
25uL do tampédo RB (0,1 M HEPES, 0,5 M NaCl, 10% dimethylsulféxido, pH 7.5).
Posteriormente, foram adicionados 150uL de substrato | colorimétrico da elastase a

1mM (Calbiochem). A placa foi incubada a 37°C por 4 dias. A atividade da elastase
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foi mensurada pela leitura na absorbancia a 410nm e compara com uma curva
construida a partir de diluicbes seriadas de padrédo (USBiological), conforme descrito
em Ribeiro-Gomes et al. (2007).

4.9 Deteccéao de citocina por ELISA ou CBA

Os neutrofilos foram infectados como descrito acima. Apds 2 ou 24 horas, a
placa com as células foi centrifugada a 461xg por 5 minutos. O sobrenadante foi
coletado para dosagem de citocina TNF-a. Os niveis de citocinas presentes nos
sobrenadantes foram determinados por ELISA utilizando-se kit comercial (R&D
Systems) ou por Cytometric Bead array (CBA) (kit inflamat6rio) (BDpharmingen), de

acordo com as instrugcdes dos fornecedores.

4.10 Expressao de quimiocinas por PCR em tempo real

Apos a infeccdo dos neutréfilos com L. braziliensis ou o tratamento com
40ng/mL LPS (Invivogen), como controle positivo, por 2 horas, foi feita a extragédo do
RNA total utilizando-se o kit RNeasy Mini Kit (QIAGEN), seguindo as instrucdes do
fabricante. O RNA foi eluido em 350uL por 5x10° células de tampéo
RLT,quantificado em espectrofotometro e armazenado em freezer -70°C até o
momento de uso. Para a sintese de cDNA, utilizamos o kit SuperScript I
(Invitrogen), 200ng de RNA total e 0,5ug de Random Primer (Promega), de acordo
com as instrugcbes do fabricante. As reacbes foram efetuadas no termociclador
modelo Mastercycler Gradient (Eppendorf). Apés a sintese, o cDNA foi armazenado
a -20C até a sua utilizacao nos ensaios de PCR em tempo real. As reacdes de PCR

em Tempo Real foram preparadas em mix com volume final de 20 pL, contendo 1X
do reagente fluoréforo SYBR® Green Master Mix 2X (Applied Biosystems),

iniciadores CCL3: CGGAAGATTCCACGCCAATTC (sense), GGTTGAGGAACGTGT
CCTGAAG (antisense); CCL4: CCCACTTCCTGCTGTTTCTCTTAC (sense), AGCA
GAGAAACAGCAATGGTGG (antisense) (Bennouna et al.,, 2003) e 1 pL de cDNA.

As reacOes foram realizadas em triplicatas, em placas de 96 pocos (96 well optical
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reaction plate, Applied Biosystems). As corridas foram realizadas em equipamento
7500 Real Time PCR System, programa 7500 System SDS Software, opcéo
“‘Relative Quantification”, obedecendo as seguintes condi¢des: 1 ciclo de 10 minutos
a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 94°C e 1 minuto a 60° C. Apos corrida, foi
realizada a dissociagdo da reagdo no programa “Dissociation”, no mesmo

equipamento.

4.11 Quimiotaxia de células dendriticas

A obtencédo das células dendriticas a partir da medula 6ssea foi feita como
descrito em Lutz et al. (1998). Os ossos (tibia e fémur) de camundongos BALB/c
foram removidos para a obtencdo da medula 6ssea. A suspenséo celular resultante
foi fitrada e as células foram ressuspendidas em meio RPMI completo
suplementado com 20ng/mL de GM-CSF (Peprotech). Em seguida, 2—5 x 10° células
por 10mL foram colocadas em placas de Petri, as quais foram incubadas na estufa a
37°C, 5% CO, por 7 dias. No dia 3, foram adicionados 8-10mL de meio RPMI
completo suplementado com GM-CSF. No dia 6, foi feita nova troca de meio. No dia
7, as células CD11c+ foram separadas segundo o protocolo CD11lc Microbeads
(Milteny eBiotec) foram lavadas com PBS 1X e foram caracterizadas quanto a

expressao de CD11c, CD86 e MHCII por citometria de fluxo (Figura 4).
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Figura 4: Fenotipagem das células dendriticas. Células dendriticas CD11c+ obtidas da
medula 6ssea e magneticamente separadas foram marcadas com anticorpos CD11c, CD86
e MHC classe Il. (A) Células selecionadas por tamanho e granulosidade, (B) células
CD11c+MHCII+.
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O ensaio de quimiotaxia foi desenvolvido numa placa especial para
guimiotaxia ChemoTX (Neuro Probe). No fundo do poco foi colocado o sobrenadante
de neutrofilos infectados com L. braziliensis por 2 horas. Acima do sobrenadante foi
colocada uma membrana, que permite a passagem de células, e, em cima da
membrana, foram colocadas 10° DCs por poco ressuspendidas em meio RPMI
completo. A placa foi incubada a 37°C e, apo6s 2 horas, as células que migraram
para a parte de baixo da membrana foram contadas. Como controle negativo foi
avaliada a migracdo randémica de células dendriticas em direcdo aos pocos
contendo meio RPMI puro e como controle positivo, a migragdo em direcdo ao
estimulo de 100ng/mL de LPS (Invivogen). O indice quimiotatico foi calculado pela
razao entre o numero de células que migraram em direcdo aos sobrenadantes das
culturas pelo numero de células que migraram randomicamente em direcdo ao meio
RPMI puro (Van Zandberegen et al., 2004).

4.13 Microscopia eletrénica

Os neutrofilos foram infectados como descrito acima. Como controle positivo
os neutrdfilos foram tratados com etoposide (10uM) (SIGMA). Apés 18 horas de
infeccdo, as células foram fixadas com 2% de glutaraldeido em tampéo cacodilato
de sodio 0,1M pH 7,4 por 2 horas a temperatura ambiente (TA). As amostras foram
lavadas 2 vezes com tampdo cacodilato de sédio. Os lipideos foram fixados com
tetroxido de 6smio 1%, ferricianeto de potassio 0,8% e cloreto de calcio 5mM em
tampéo cacodilato de sodio por 1 hora a TA. Ap6s a lavagem com cacodilato de
sédio, as ceélulas foram desidratadas com consecutivos banhos de acetona (30, 50,
70, 90 e 100%) por 15 minutos cada um, a TA. A substituicéo foi feita com acetona
100% e resina polybed (1:1) e as células foram incubadas overnight a TA. Em
seguida, a impregnacédo foi feita com a resina pura por 6 horas a TA. A
polimerizagcdo foi realizada na estufa a 60°C por 3 dias. As sessdes foram
examinadas e fotografadas usando um microscopio eletronico de transmisséo
(Zeiss).
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4.14 Apoptose

Os neutrofilos foram infectados como descrito acima. Apos 18 horas, as
células foram lavadas, bloqueados com Fc Block (CD16/CD32) (BD Pharmingen) e
foram, em seguida, marcadas com anti-1A8 conjugado a PE 1:1000 (BD
Pharmigen), foi adicionado 3uL por amostra de Anexina V FITC (Biolegend) e DAPI
1:50 (SIGMA). Como controle positivo, células foram tratadas com radiacédo ultra
violeta (UV) por 30 minutos. Ao término da marcacdo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em tampao FACS e foram adquiridas no aparelho FACS LSR
Fortessa (BD Bioscience). A analise foi feita utilizando-se o programa FlowJo versao
9.5.3 (Tree Star).

4.15 Deplecao de neutréfilos

Para a deplecédo de neutréfilos, os camundongos BALB/c foram injetados uma
vez com 250ug/mL do anticorpo 1A8 (Bioxcell), via intra peritoneal. Apés 6 horas, foi
feita a infeccdo com L. braziliensis Para tal, os animais foram anestesiados e
infectados, na derme da orelha esquerda, com 10° promastigotas de L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788), em fase estacionaria, em volume de ~10uL, utilizando-se
uma agulha 27 1/2G. A evolucdo da lesao foi monitorada por meio da mensuragao
do espessamento da orelha utilizando-se um paquimetro digital (Mitutoyo). A
neutropenia sanguinea foi confirmada por meio da contagem de leucdcitos em
esfregaco sanguineo corado com H&E. Como controle, camundongos foram
tratados com 250 pug/mL de IgG total de rato (SIGMA).

4.17 Carga parasitaria

A carga parasitaria foi quantificada por meio da técnica de diluicdo limitante
(Hondowicz & Scott, 2002). Suspensdes de células do linfonodo retromaxilar de
drenagem e orelha foram removidas e preparadas assepticamente apds a infeccéo.
Foram feitas diluicdes seriadas das células e estas foram plaqueadas em placas de

96 pocos contendo meio Schneider completo (LGC) suplementado com 10% de soro
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fetal bovino (Gibco) e 1% de estreptomicina (Gibco). O numero de parasitas foi
determinado a partir da maior diluicdo na qual os parasitas foram encontrados apo6s

7 dias de incubacéo.

4.18 Anélise estatistica
Os dados representam as médias + erro padrdo das médias. A significancia

dos resultados foi calculada por meio do teste t (Mann-Whitney) utilizando-se o
programa Prism (GraphPad) e valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Pureza da obtencé&o de neutroéfilos e taxa de infecgéo com L. braziliensis

Inicialmente, realizamos experimentos com neutréfilos recrutados por injecao
intraperitoneal de tioglicolato, que foram, posteriormente, enriquecidos por selecao
magnética. A pureza da preparacao foi avaliada por citometria de fluxo e obtivemos,
em meédia, 76,2% de neutrofilos Ly6G+ (Figura 5A). A citocentrifugacdo e a
contagem de laminas coradas com H&E, por microscopia 6tica, confirmou esse
achado: encontramos 20% de células mononucleares e 80% de neutrofilos (Figura

5B). Na Figura 5C, podemos observar o aspecto maduro dos neutrdfilos.
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Figura 5: Pureza dos neutréfilos obtidos de animais estimulados com tioglicolato.
Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram enriquecidos
por separacao magnética. (A) A pureza foi avaliada por citometria de fluxo e (B) pela
contagem de laminas preparadas por citocentrifugacdo e coradas com H&E. O numero de
neutrofilos foi determinado em um total de 100 células. (C) Amostra representativa de uma
preparacdo de neutréfilos. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de

trés experimentos.

A partir da padronizacdo do protocolo de obtencdo dos neutréfilos por meio do
recrutamento com tioglicolato, partimos para avaliar a carga parasitaria. Para isso,
0s neutroéfilos foram expostos aos parasitas opsonizados e, apos diferentes tempos

de incubacdo, determinamos a carga parasitaria em laminas de citocentrofugacao

35



coradas com H&E. Em uma hora de exposi¢do, observamos 40% de neutrofilos
infectados, sem sofrer grandes alteracbes ap0s duas, trés e quatro horas (Figura
6A). Contamos cerca de 50 parasitas internalizados (por 100 células) ap6s uma
hora; esse valor passou para 70 apdés duas horas e com trés e quatro horas nao
houve alteragdo significante (Figura 6B). Neutrofilos infectados nos diferentes
tempos podem ser observados na figura 6C. Como n&o observamos diferencas
significativas nas taxas de infec¢cdo entre os tempos de uma a trés horas, o tempo

de duas horas foi escolhido para os ensaios subsequentes.
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Figura 6: Cinética de infeccdo de neutréfilos do peritbnio por L. braziliensis.
Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram enriquecidos
por separacdo magnética. Os neutréfilos foram expostos por diferentes tempos as L.
braziliensis opsonizadas. As laminas foram coradas com H&E e avaliadas para
determinarmos o numero de (A) neutrofilos infectados e (B) de parasitas internalizados por
100 células. (C) Amostras representativas de neutrdéfilos infectados. Os dados mostrados
sdo de um experimento em triplicata representativo de trés experimentos. Dado mostrado

como média + SEM.
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5.2 Expressdo de moléculas de superficie CD18 e CD62L e producédo de

superoxido em neutrofilos expostos a L. braziliensis

Para avaliarmos a expressao de moléculas de superficie, os neutroéfilos foram
expostos a L. braziliensis e, apés 2h, as células foram marcadas simultaneamente
com anti-Ly6G, anti-CD18 e anti-CD62L. Inicialmente, as células foram selecionadas
por tamanho e granulosidade e, em seguida, pela expressdo de Ly6G+ (Figura 7A).
Dentro da populacdo Ly6G+, determinamos a expressdo de CD18, que foi maior na
populacdo exposta a L. braziliensis (97,4%) do que nos neutroéfilos incubados sem o
parasita (controle) (Figura 7B). A expressao de CD62L foi ligeiramente maior nos
neutréfilos incubados na presenca de L. braziliensis, quando comparado com o0s
neutréfilos controle (Figura 7C). Como controle negativo, utilizamos células
marcadas com um isotipo (Figura 7D) e como controle positivo para o ensaio,
utilizamos neutrofilos incubados com Zymozan (Figura 7E e 7F). Assim, observamos
que a exposicdo de neutrofilos a L. braziliensis opsonizada aumenta
significativamente a expressdo de CD18 (Figura 7E) enquanto que ndo houve

modulacdo na expressédo de CD62L (Figura 7F).
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Figura 7: Neutrofilos do peritdbnio expostos a L. braziliensis expressam CD18 e CD62L.
Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram enriquecidos
por separacao magnética. Os neutrofilos foram expostos as L. braziliensis opsonizadas.
ApoOs 2 horas, os neutréfilos foram marcados com anti-Ly6G e anti-CD18 ou anti-CD62L. (A)
Estratégia de selecdo de neutréfilos por tamanho, granulosidade e expressao de Ly6G. A
expressdo de (B) CD18 e (C) CD62L foi determinada por citometria de fluxo. (D) Células
marcadas com anticorpo isotipo. Porcentagem de células controle (PMN), expostas a L.
braziliensis (Lb) ou expostas a Zymozan (Zym) com fluorescéncia positiva para (E) CD18 e
(F) CD62L. Os dados mostrados foram compilados de trés experimentos, cada experimento
em triplicata. Dado mostrado como média + SEM. *p<0.05.

38



Em seguida, avaliamos como os neutrofilos respondem a L. braziliensis, em
termos de producdo de ROS. A producéo de superdxido pelos neutrofilos expostos a
L. braziliensis foi determinada apés duas horas de incubacdo, por citometria de
fluxo. Como anteriormente, os neutrofilos foram selecionados por tamanho e
granulosidade e, entdo, foi observada a média de intensidade de fluorescéncia das
células incubadas com a sonda DHE, que detecta a presenca de superoxido
intracelular. Na presenca de L. braziliensis, houve um aumento significante na
producdo de superoxido, diferente do observado em neutrofilos incubados na
auséncia de parasitas (Figura 8A e C). Como controle positivo, utilizamos neutrofilos
tratados com PMA, os quais também apresentaram uma média de intensidade de

fluorescéncia significativamente maior (Figura 8B e C).
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Figura 8: Neutrofilos do peritbnio expostos a L. braziliensis produzem superdoxido.
Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram enriquecidos
por separacdo magnética. Os neutréfilos foram expostos L. braziliensis opsonizadas. Apés
duas horas, a producédo de superoxido foi determinada por citometria de fluxo. (A) Selecéo
dos neutréfilos por tamanho e granulosidade e média de intensidade de fluorescéncia de
células expostas (PMN+Lb) e de células controle (PMN). (B) Média de intensidade de
fluorescéncia de células estimuladas com PMA e de células controle (PMN). (C)
Representacdo grafica das médias de intensidade de fluorescéncia, compiladas de trés
experimentos diferentes, cada experimento em triplicata. Dado mostrado como média +
SEM. *** p<0.0001.
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5.3 Liberacdo de elastase neutrofilica, TNF-a e quimiocinas por neutréfilos
expostos a L. braziliensis

A partir da observacdo que o neutréfilo modula a expressdo de CD18 e
produz superoxido em resposta a L. braziliensis, passamos a avaliar outras
moléculas potencialmente produzidas pelo neutréfilo. Como mostrado na Figura 9, a
presenca de L. braziliensis induziu um aumento significante da liberagéo de elastase

neutrofilica, apds quatro horas de incubacdo com parasitas opsonizados.
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Figura 9: Neutrofilos do peritbnio expostos a L. braziliensis secretam elastase
neutrofilica. Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram
enriquecidos por separagdo magnética. Os neutréfilos foram expostos a L. braziliensis
opsonizadas. A producdo de elastase foi avaliada apdés quatro horas por ensaio
colorimétrico. Os resultados sdo compilados de trés experimentos, cada experimento em

triplicata. **p<0.01. Dado mostrado como média + SEM.

Observamos também a producdo de TNF-a foi significativamente menor em
neutrofilos expostos a L. braziliensis por duas horas, quando comparado com

neutroéfilos controle, incubados na auséncia de parasitas (Figura 10).
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Figura 10: Baixos niveis de TNF-a por neutréfilos do peritbnio expostos a L.
braziliensis. Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutrdéfilos recrutados foram
enriquecidos por separagcdo magnética. Os neutrofilos foram expostos as L. braziliensis
opsonizadas. ApoOs duas horas, a producdo de TNF-a foi avaliada por CBA. O dado
mostrado € de experimento em triplicata representativo de trés experimentos. Dado
mostrado como média £ SEM. **p<0.01.

5.5 Expressdo de quimiocinas CCL3 e CCL4 por neutréfilos expostos a L.

braziliensis e recrutamento de células dendriticas

Por fim, avaliamos a expressdo das quimiocinas CCL3 e CCL4 pelos
neutréfilos expostos aos parasitas. Por PCR em tempo real, observamos que, apés
duas horas de incubagédo com L. braziliensis, houve um aumento na expresséo de
CCL3 (Figura 11A) e de CCL4 (Figura 11B).
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Figura 11: Neutréfilos do peritdnio expostos a L. braziliensis secretam CCL3 e CCL4.
Camundongos BALB/c receberam tioglicolato e os neutréfilos recrutados foram enriquecidos
por separacdo magnética. Os neutrofilos foram expostos as L. braziliensis opsonizadas.
ApOGs duas horas, o RNA foi extraido para a confec¢gdo do cDNA, o qual foi utilizado em
ensaios de PCR em tempo real para determinamos a expressado de (A) CCL3 e de (B)
CCLA4. Os dados mostrados sdo de um experimento em triplicata representativo de trés

experimentos. Dado mostrado como média + SEM.

Com base no resultado anterior, avaliamos se as quimiocinas CCL3 e CCL4
(Figura 11), secretadas pelos neutrofilos, seriam capazes de induzir quimiotaxia de
células dendriticas. Assim, as células dendriticas foram diferenciadas de precursores
da medula 6ssea de camundongos e caracterizadas quanto a expresséo de CD11c,
MHC classe Il e CD86 (Figura 4). Em seguida, as mesmas foram utilizadas no
ensaio de quimiotaxia empregando os sobrenadantes de cultura de neutrofilos
expostos a L. braziliensis (Figura 12A). A quimiotaxia de ceélulas dendriticas foi
significativamente maior na presenca de sobrenadantes de cultura de neutrofilos
expostos a L. braziliensis (Figura 12B), quando comparado com sobrenadantes da

cultura controle.
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Figura 12: Neutro6filos do peritbnio expostos a L. braziliensis induzem gquimiotaxia de
células dendriticas. Os neutréfilos foram expostos por duas horas as L. braziliensis
opsonizadas. (A) O ensaio de quimiotaxia consistiu no cultivo de células dendriticas com o
sobrenadante de cultura de neutrdfilos expostos a L. braziliensis. (B) O indice quimiotatico
foi determinado apds duas horas de cultura. CTR, meio; PMN, sobrenadante da cultura de
neutréfilos mantidos na auséncia de parasitas; PMN+Lb, sobrenadante da cultura de
neutréfilos expostos a L. braziliensis ou a LPS (PMN+LPS). O dado mostrado é um
compilado de trés experimentos, cada experimento em triplicada. Dado mostrado como
média + SEM. *p<0.05.

5.6 Pureza da obtencédo de neutréfilos da medula 6ssea e taxa de infeccao de

neutroéfilos infectados com L. braziliensis

A estimulacdo do peritbnio com uma substancia irritante, como o tioglicolato,
resulta no recrutamento de macréfagos inflamatérios e funcionalmente diferentes
das células residentes (Zhang et al.,, 2008). Além disso, neutréfilos ativados
diminuem a expressdo de CDG62L, enquanto que sua expressao € elevada em
neutrofilos basais (Laufs et al., 2002; Zhang et al., 2009). Alta expressédo de CD62L
nao foi observada nos neutrofilos obtidos do peritdnio pelo estimulo do tioglicolato e
nao expostos a L. braziliensis (Figura 7C e F). Por isso, realizamos experimentos
semelhantes aos ja descritos, empregando neutrofilos obtidos da medula 6ssea de
camundongo. O nosso objetivo foi comprovar os efeitos induzidos nos neutréfilos

pela L. braziliensis e avaliar se haveria diferenca na magnitude dos resultados.
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Como anteriormente, determinamos a pureza da populacao por citometria de fluxo.
Como mostrado na Figura 13A, obtivemos 91,7% de neutrofilos Ly6G+. Quando
avaliamos as laminas coradas com H&E, por microscopia otica, observamos a
presenca de aproximadamente 10% de células mononucleares e 90% de neutrofilos
(Figura 13B). Na figura 13C, observamos o aspecto dos neutréfilos obtidos por esse
método.
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Figura 13: Pureza da separacao magnética de neutrofilos Ly6G+ derivados da medula
O0ssea. Os neutrofilos foram obtidos da medula de camundongos BALB/c e foram
enriquecidos por separacdo magnética. (A) A pureza foi avaliada por marcagdo com
anticorpo anti-Ly6G e analisada por citometria de fluxo. (B) Laminas foram marcadas com
H&E e avaliadas quanto ao numero de neutréfilos por 100 células. (C) Amostra
representativa de neutrdéfilos obtidos.

Os neutrdfilos obtidos da medula 6ssea foram entdo expostos por diferentes
tempos as promastigotas de L. braziliensis opsonizadas. Apos a contagem das
laminas, observamos que apdés uma hora de exposicdo ha 20% de neutrofilos
infectados e apds duas horas, esse percentual ndo sofreu altera¢des significantes.
Essa porcentagem se manteve constante nos tempos subsequentes (trés e quatro
horas) (Figura 14A). O indice de parasitas internalizados em uma hora foi de
aproximadamente 25, sem que houvesse alteracdes significantes ap0s duas, trés e
quatro horas (Figura 14B). Neutrofilos infectados representativos dos tempos uma a
quatro horas podem ser observados na Figura 14C. Comparados aos dados obtidos
com neutréfilos elicitados por tioglicolato (Figura 6A), observamos que a taxa de

infeccdo de neutrdfilos € maior em neutrdfilos elicitados.
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Figura 14: Cinética de infeccdo de neutrofilos obtidos da medula 6ssea por L.
braziliensis. Os neutréfilos obtidos da medula 6ssea foram enriquecidos por separagéo
magnética e expostos as L. braziliensis opsonizadas. As laminas foram coradas com H&E e
avaliadas quanto ao namero de (A) neutréfilos infectados e (B) de parasitas internalizados
por 100 células. (C) Amostras representativas de neutrdfilos infectados. Os dados
mostrados sdo de um experimento em ftriplicata representativo de trés experimentos. Dado

mostrado como média + SEM.

5.7 Expressao de moléculas de superficie CD18 e CD62L em neutrofilos da

medula 6ssea infectados com L. braziliensis e neutréfilos bystander

Em seguida, determinamos a expressédo de CD18 e de CD62L, em neutrofilos
da medula éssea. Nesse experimento, utilizamos uma cepa de L. braziliensis
fluorescente (mCherry), o que nos permitiu determinar simultaneamente a
intensidade da fluorescéncia das moléculas na superficie celular e a taxa de
infeccdo. Assim, os neutréfilos foram cultivados com L. braziliensis mCherry por

duas horas e, posteriormente, foram marcados com anti-CD18 e anti-CD62L.
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Inicialmente, selecionamos as células por tamanho e granulosidade e, dentro desta
populacdo, demarcamos as células Ly6G+ (Figura 15A). Em seguida, identificamos
duas sub-populacdes de neutréfilos: uma populacdo néo infectada (mCherry-) e
outra infectada (mCherry+) (Figura 15A). A porcentagem de neutrdéfilos infectados,
avaliada por citometria de fluxo, chegou a 48% (Figura 15B). A expressao de CD18
e CD62L foi determinada nos neutrofilos ndo expostos (mantidos na auséncia do
parasita), assim como na sub-populacdo exposta ao parasita mas que nao foi
infectada (bystander/mCherry-) e, por ultimo, na sub-populacdo de neutréfilos
infectados (mCherry+). Houve um aumento visivel na expressdo de CD18, nos
neutréfilos mCherry+ quando comparado com a populacdo ndo exposta e com a
populacdo bystander/mCherry- (Figura 15C). A expressdo de CD62L diminuiu apés
a infeccdo com L. braziliensis (mCherry+) (Figura 15D) e um efeito similar foi
observado em células expostas ao parasitas mas ndo infectadas (mCherry-) (Figura
15D). Por outro lado, neutréfilos ndo expostos (mantidos na auséncia do parasita),
apresentaram expressao de CD62L elevada. Comparando esses resultados com os
dados obtidos com neutrdfilos elicitados por tioglicolato (Figura 7), a expressao de
CD18 foi igualmente aumentada apos a infeccdo enquanto que nao houve aumento

na expressao de CD62L.
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Figura 15: Neutréfilos da medula 6ssea infectados com L. braziliensis mCherry
expressam CD18 e CD62L. Neutrofilos obtidos da medula 6ssea foram enriquecidos por
separacdo magnética e infectados com L. braziliensis mCherry opsonizada. Ap6s duas
horas, os neutrofilos foram marcados com anticorpos anti-CD18 e anti-CD62L e analisados
por citometria de fluxo. (A) Estratégia de selecdo de neutrofilos por tamanho, granulosidade
e expressdo de NIMP. (B) Identificagdo das populacdes de neutrofilos: ndo infectada
(bystander/mCherry-) e infectada (mCherry+). Expressédo de (C) CD18 e de (D) CD62L em
neutrofilos ndo expostos, expostos, mas nado infectados (bystander/mCherry-) e infectados
(mCherry+). Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de dois
experimentos. Dado mostrado como média + SEM.
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5.8 Producédo de superdxido por neutréfilos da medula 6ssea expostos a L.

braziliensis

A producédo de superéxido pelos neutroéfilos obtidos da medula 6ssea também
foi avaliada por citometria de fluxo. Os neutrdéfilos incubados na presenca de L.
braziliensis apresentaram um aumento significante na producdo de superoxido,
comparado com neutrofilos mantidos na auséncia de parasitas (Figura 16A e C).
Neutrofilos tratados com PMA apresentaram uma média de intensidade de
fluorescéncia ainda maior quando comparados aos neutrofilos controle (Figura 16B e
C). Esses resultados foram semelhantes aos obtidos com neutroéfilos elicitados por

tioglicolato (Figura 8).
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Figura 16: Neutréfilos da medula 6ssea expostos a L. braziliensis produzem
superoxido. Neutrdfilos obtidos da medula é6ssea foram enriquecidos por separacdo
magnética e infectados com L. braziliensis opsonizada. Apdés duas horas, a producdo
superoéxido foi avaliada por citometria de fluxo. (A) Selecdo dos neutréfilos por tamanho e
granulosidade e expressao de ROS por células expostas (PMN+Lb) e por células controle
(PMN). (B) Expressdo de ROS por células estimuladas com PMA e por células controle
(PMN). (C) Representacgao grafica das médias de intensidade de fluorescéncia, compiladas
de trés experimentos diferentes, cada experimento em triplicata. Dado mostrado como
média + SEM. ** p<0.01.

50



Posteriormente, neutrofilos da medula Ossea foram infectados com L.
braziliensis mCherry e, apés avaliacdo por citometria de fluxo, a producdo de
superéxido € significativamente maior nessa populacdo (mCherry+), quando

comparada a populacdo néo infectada (bystander/mCherry-) (Figura 17).
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Figura 17: Neutrofilos da medula 6ssea infectados com L. braziliensis produzem
superoxido. Neutrofilos obtidos da medula 6ssea foram enriquecidos por separacdo
magnética e infectados com L. braziliensis mCherry opsonizada. Apds duas horas, a
producdo de superoxido foi avaliada por citometria de fluxo. (A) Selecdo dos neutrdfilos por
tamanho e granulosidade, expressao de 1A8 e identificacdo das populagdes de neutrofilos:
ndo infectada (bystander/mCherry-) e infectada (mCherry+). (B) Producdo de ROS por
neutrofilos ndo expostos (controle negativo); (C) expostos, mas n&o infectados
(bystander/mCherry-) e infectados (mCherry+). (D) Representacdo grafica das médias de
intensidade de fluorescéncia. Os dados mostrados sdo de um experimento em triplicarta

representativo de dois experimentos. Dado mostrado como média £ SEM. * p<0.05.
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5.9 Producéo de elastase neutrofilica e de TNF-a por neutréfilos da medula
O0ssea expostos a L. braziliensis

Posteriormente, avaliamos a producdo de elastase neutrofilica no
sobrenadante da cultura de neutréfilos da medula 6ssea expostos a L. braziliensis.
Como mostrado na figura 18 e corroborando os achados anteriores (Figura 9), a
presenca de L. braziliensis aumentou significativamente a liberacdo de elastase

neutrofilica, apds quatro horas de exposicéo.
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Figura 18: Neutro6filos da medula 6ssea expostos a L. braziliensis secretam elastase
neutrofilica. Neutrofilos obtidos da medula 6ssea foram enriquecidos por separacao
magnética e infectados com de L. braziliensis opsonizadas. Apds quatro horas, a producdo
de elastase foi avaliada por ensaio colorimétrico. Os dados mostrados sdo de um
experimento em triplicata representativo de dois experimentos. Dado mostrado como média
+ SEM. **p<0.01.

Avaliamos também a producéo de TNF-a e ap0s duas horas de exposicéo, a
producdo de TNF-a em neutrofilos expostos aumentou (Figura 19A) e esse efeito foi
significante apos 24 horas (Figura 19B), quando comparado com neutrofilos
incubados na auséncia de parasitas. Nao foi possivel detectar IL-10 com duas horas
de cultura e, apos 24h, o nivel de IL-10 na cultura com L. braziliensis foi inferior a

5pg/ml (dados nédo mostrados).
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Figura 19: Neutréfilos da medula 6ssea expostos a L. braziliensis produzem niveis
mais elevados de TNF-a. Neutrofilos obtidos da medula éssea foram enriquecidos por
separacdo magnética e infectados L. braziliensis opsonizadas. Apés 2 horas e 24 horas de
cultivo, a producéo de TNF-a (A e B, respectivamente) foi avaliada por (A) CBA e (B) por
ELISA. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de dois experimentos.

**p<0.01. Dado mostrado como média + SEM.

5.10 Apoptose de neutréfilos infectados com L. braziliensis e neutrofilos

bystander

No intuito de saber se a L. braziliensis induz ou retarda a apoptose dos
neutrofilos, as ceélulas foram infectadas por 18 horas, conforme resultados
publicados anteriormente (Aga et al., 2002). Inicialmente, analisamos a morfologia

dos neutréfilos por microscopia eletronica (esses experimentos foram realizados
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com neutrofilos obtidos apds a estimulagdo com tioglicolato). Na figura 20A,
observamos um neutrdfilo viavel ndo infectado, com aspecto integro e nucleo sem
condensamento da cromatina. Na figura 20B, observamos os neutrofilos tratados
com etoposide, um indutor de apoptose, como controle positivo. Apos 18h na
presenca da L. braziliensis, o neutréfilo apresentou sinais iniciais de apoptose como
presenca da cromatina do nucleo condensada, mas ainda apresentando citoplasma
com granulosidade (Figura 20C). Além disso, observamos varios parasitas
internalizados com aspecto destruido com citoplasma extraido e restos de
membrana plasmatica. No detalhe, observamos os microtibulos sub-peliculares,
confirmando a presenca do parasita (Figura 20C). Na figura 20D, observamos um
neutroéfilo infectado em estagio mais tardio de apoptose, com a cromatina do ndcleo

mais condensada e o citoplasma menos granuloso.
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Figura 20: Morfologia de neutréfilos do peritdnio expostos a L. braziliensis. Os
neutrofilos obtidos por estimulagdo com tioglicolato foram expostos as promastigotas de L.
braziliensis opsonizadas ou os neutrofilos foram tratados com etoposide como controle
positivo. ApGs 18 horas, as células foram processadas para a microscopia eletronica. (A)
Neutrdfilo viavel ndo exposto ao parasita (aumento 8300x), (B) controle positivo (aumento
7900x), (C) neutrofilo com apoptose inicial com parasitas internalizados (aumento 5000x),
em detalhe microtibulos sub-peliculares dos parasitas e (D) neutréfilo com apoptose tardia
(aumento 8000x).
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Para confirmar os resultados observados por microscopia eletronica,
realizamos ensaios com o0s neutrdfilos da medula 6ssea. Os mesmos foram
infectados com L. braziliensis mCherry e foram marcados com Anexina V e DAPI. A
expressdo desses indicadores de apoptose foi avaliada por citometria de fluxo.
Novamente, os neutrofilos foram selecionados por tamanho e granulosidade e por
expressdo de 1A8 (Figura 21A). Em seguida, avaliamos a marcacédo por DAPI e
Anexina V nas células ndo expostas, nas células expostas aos parasitas e, como
controle positivo, nas células tratadas com radiacdo ultra violeta (UV) (Figura 21).
Neutréfilos mantidos em cultura na auséncia de parasitas apresentaram baixa
marcacao por DAPI e Anexina V (Figura 21B). Na presenca da L. braziliensis, ocorre
um aumento na porcentagem de células positivas para Anexina V e DAPI (Figura
21B). Como esperado, quase a totalidade das células expostas a UV também é
positiva para Anexina V e DAPI (Figura 21B). Esse aumento significante na
populacdo duplo positiva (Anexina V e DAPI) (Figura 21C) confirma que o parasita é

capaz de induzir apoptose nos neutrofilos.
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Figura 21: Quantificagdo da taxa de apoptose de neutrofilos expostos a L. braziliensis.
Neutréfilos obtidos da medula 6ssea foram enriquecidos por separacdo magnética e
infectados com L. braziliensis opsonizadas. Alternativamente, os neutrofilos foram expostos
a luz UV. Apés 18 horas, as células foram marcadas com Anexina V e DAPI e foram
adquiridas e analisadas por citometria de fluxo. (A) Estratégia de selecao de neutroéfilos por
tamanho, granulosidade e expressdo de 1A8. (B) A expressdo de Anexina V e DAPI na
populacdo de neutrofilos controle (PMN), expostos aos parasitas (PMN+Lb) ou a radiacéo
UV foi determinada por citometria de fluxo. (C) Porcentagem de células Anexina V+/DAPI+.
Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de trés experimentos. *p<0.05.
Dado mostrado como média + SEM.
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Com base no resultado acima, fomos investigar a apoptose em neutréfilos
infectados e em neutrofilos bystander. Comparando a marcacdo de Anexina V e
DAPI em neutréfilos mantidos em cultura (bystander/mCherry-) e em neutréfilos
infectados (mCherry+), vimos que a apoptose (Anexina+/DAPI+) foi
significantemente maior na populagéo infectada (mCherry+) do que na populagéo
bystander (mCherry-) (Figuras 22A e B, respectivamente). Entretanto, a apoptose
tardia fol um pouco maior na populacdo bystander (7,43%, Figura 22A) do que na
populacdo de neutrdfilos ndo expostos (2,63%, Figura 21B), sugerindo que a
presenca do parasita ja € capaz de induzir a apoptose do neutréfilo, mesmo sem que
haja infeccdo. A taxa de infeccdo apds 18 horas de incubacédo com L. braziliensis,

avaliada por citometria de fluxo, foi cerca de 30% (Figura 22C).
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Figura 22: L. braziliensis induz apoptose em neutréfilos da medula éssea infectados.
Neutréfilos obtidos da medula 6ssea foram infectados com L. braziliensis opsonizadas. Apos
18 horas, as células foram marcadas Anexina V e DAPI e foram adquiridas por citometria de
fluxo. (A) Estratégia de selecdo de neutréfilos por tamanho, granulosidade e expresséo de
1A8 e identificacdo das subpopulacdes de células infectadas (mCherry+) e ndo infectadas
(mCherry-). A expressdo de Anexina V e DAPI nessas subpopulacbes foi avaliada por
citometria de fluxo. (B) Porcentagem de células com dupla expresséo de Anexina V e DAPI.
(C) Taxa de infeccdo. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de trés
experimentos. *p<0.05. Dado mostrado como média + SEM.
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5.11 Carga parasitaria de camundongos depletados de neutréfilos e

posteriormente infectados com L. braziliensis

Por fim, para avaliarmos o efeito da auséncia dos neutrdéfilos na infeccdo por
L. braziliensis in vivo, camundongos BALB/c foram depletados de neutrofilos com
uma Unica dose do anticorpo monoclonal especifico 1A8. Como controle, outro
grupo de animais recebeu a mesma dose de isotipo controle. Apés 6 horas, os
animais foram infectados na orelha com L. braziliensis. Em diferentes tempos, as
orelhas e os linfonodos drenantes foram removidos para avaliagdo da carga
parasitaria. Com sete dias de infeccdo, detectamos parasitas somente na orelha do
grupo depletado (Figura 23A). Nado observamos parasitas na orelha do grupo
controle (Figura 23A), nem no linfonodo dos animais de nenhum dos grupos (Figura
23B). Apds 14 dias, o numero de parasitas foi significantemente maior na orelha do
grupo depletado comparado ao grupo controle (Figura 23C) e, no linfonodo

drenante, detectamos parasitas apenas no grupo depletado (Figura 23D).
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Figura 23: A deplecdo de neutrofilos aumenta o numero de parasitas em
camundongos infectados com L. braziliensis. Camundongos BALB/c foram tratados uma
vez com anticorpo 1A8 ou com o isotipo controle (IgG) e foram infectados na orelha com L.
braziliensis. Apés 7 (A e B, respectivamente) e 14 dias (C e D, respectivamente ), a carga
parasitaria da orelha e do linfonodo drenante foi determinada pelo ensaio de diluicdo
limitante. Os dados mostrados sdo de um experimento representativo de dois experimentos.

*p<0.05. Dado mostrado como média + SEM.
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6 DISCUSSAO

Na infeccdo por L. braziliensis, observamos o recrutamento de neutrofilos
para o sitio de infeccédo (de Moura et al., 2005). Esses resultados foram confirmados
em um trabalho subsequente no qual mostramos que 0s neutréfilos cooperam com
macréfagos no controle da infeccdo (Novais et al., 2009). Diante desses achados,
partimos da hip6tese que os neutréfilos sdo importantes para o controle inicial da
infeccdo por L. braziliensis. Nesse trabalho, avaliamos a interacdo entre essas duas
células in vitro e o efeito da auséncia de neutrofilos na carga parasitaria, em modelo
experimental de infeccao.

A fagocitose de L. major por neutréfilos humanos ocorre via dois mecanismos:
um dependente e outro independente de opsonina. O mecanismo dependente de
opsonina leva a ativacdo de neutrdéfilos e é mais rapida. Por outro lado, a fagocitose
independente de opsonina € mais lenta e o0s parasitas escapam da morte
intracelular, pois os neutréfilos ndo sao ativados (Laufs et al., 2002). A molécula C3
do complemento é importante para o recrutamento de neutréfilos para o sitio de
infeccdo por L. major (pata de camundongo BALB/c, onde muitos neutrofilos
infectados foram observados), diferente do que foi observado em camundongos
deficientes em C3 (Jacobs et al., 2005). Em nosso trabalho, observamos que os
neutroéfilos elicitados por tioglicolato fagocitaram a L. braziliensis opsonizada com
soro fresco e, apds uma hora, foi possivel identificar neutréfilos infectados. A
porcentagem de células infectadas aumentou até quatro horas de infeccdo, mas sem
diferencas significantes entre os tempos avaliados. Os neutrofilos da medula 6ssea
também foram capazes de fagocitar parasitas, porém a taxa de infeccéo foi menor
que a observada com neutrofilos elicitados. O CD11b juntamente com o CD18
formam o Mac-1 (CR3) que reconhece particulas opsonizadas e promove a
fagocitose (Abbas et al., 2008). Neutrdfilos elicitados por tioglicolato e neutréfilos da
medula éssea apresentaram aumento significativo na expressdo de CD18, na
presenca de L. braziliensis, Esse aumento da expressao de CD18 pode ter sido
provocada pela exocitose de granulos secretores, contendo CR3 (revisado em
Faurschou & Borregaard, 2003). Além disso, a expressao de CD11b nos neutrdfilos
elicitados, mesmo sem exposi¢éo a L. braziliensis foi maior do que a encontrada em

neutrofilos da medula Ossea (dado ndo mostrado), talvez decorrente do
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recrutamento por tioglicolato. Portanto, a expressdo elevada do CD11lb nos
neutrofilos elicitados pode ter contribuido para maior expressao de Mac-1 (CR3),
permitindo uma fagocitose mais eficiente, do que a encontrada nos neutrofilos da
medula d&ssea, como observado na taxa de infeccdo registrada nesses
experimentos. Além dos neutrdéfilos elicitados serem inflamatdrios, os neutrodfilos da
medula Ossea sdo basais e, alguns podem ndo estar completamente maduros,
influenciando no retardo da fagocitose.

Neutrodfilos elicitados por tioglicolato apresentaram aumento discreto na
expressdo de CD62L enquanto que os neutrofilos da medula éssea infectados com
L. braziliensis apresentaram diminuicdo na expressdo de CD62L. Nesses
experimentos, pudemos avaliar os neutrofilos bystander, que entraram em contato
com o parasita, mas que nao foram infectados e esses também apresentaram uma
menor expressao de CD62L. A diminuicdo na expressédo de CD62L indica ativacao
dos neutroéfilos (Zhang et al., 2009) e, assim, podemos concluir que os neutroéfilos da
medula 6ssea foram ativados pela presenca do parasita. Essa diminuicdo da
expressdo de CD62L também foi mostrada em neutréfilos humanos infectados com
L. major, na presenca de soro fresco (Laufs et al., 2002). Por outro lado, a maior
expressdo de CD62L observada em neutrdfilos elicitados indica que o tioglicolato
pode interferir no efeito provocado pela presenca da L. braziliensis.

Neutrdéfilos apresentam como um dos mecanismos microbicidas a liberacéo
de ROS. Porém a interacdo da L. major com neutrofilos humanos néo induziu a
producdo de ROS que pode ter sido provocado pela inibicdo da fusdo de granulos
terciarios ou especificos (Mollinedo et al., 2010). Anteriormente foi demonstrado que
a co-cultura de neutroéfilos murinos vivos e macrofagos infectados com L. braziliensis
induziu a morte do parasita com concomitante producdo de superéxido (Novais et
al., 2009). No presente estudo, corroboramos esses dados pois encontramos um
aumento da producdo de ROS por neutrofilos infectados com L. braziliensis,
sugerindo uma resposta microbicida a presenca do parasita. Aléem de ROS,
detectamos a liberagdo de elastase neutrofilica (aproximadamente 20U/mL) apés
incubacao de neutrofilos com L. braziliensis. O mesmo efeito foi visto em neutrofilos
de camundongos BALB/c infectados com L. major (aproximadamente 20muU/mL)
(Ribeiro-Gomes et al., 2007). A atividade da elastase encontrada aqui, apos a
infeccdo de neutrofilos de BALB/c por L. braziliensis foi, portanto, muito maior

quando comparada a producao induzida pela L. major. O estresse oxidativo mostrou
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ser importante juntamente com a elastase para o controle da infec¢cado por L. major
em macrofagos (Ribeiro-Gomes et al., 2007). Na presenca de L. braziliensis vimos
secrecdo de NE e producdo de superoxido, que podem, portanto, atuar juntos no
controle da infecgdo. Além disso, a morte da L. major provocada pela NE em
camundongos C57BL/6 foi dependente de TLR4 e de TNF-a secretado pelos
macrofagos: NE e TNF-a foram necessarios para a morte do parasita juntamente
com o NE (Ribeiro-Gomes et al., 2007). Em um outro trabalho, foi observado que o
inibidor de serina peptidase 2 (ISP2), presente na L. major, modula o
desenvolvimento intracelular da L. major, permitindo a sobrevivéncia do parasita no
macrofago (Faria et al., 2011). A L. major foi capaz de prevenir a ativacdo da
resposta mediada pelo TLR4 que, por sua vez, inibiu a secrecdo de NE. Neutroéfilos
foram observados concentrados principalmente no epitélio e na lamina propria, na
borda da Ulcera ou nas areas necroticas, em bidpsias de pacientes com ML. Além
disso, neutréfilos exibiram intensa imuno-marcacdo para elastase neutrofilica
(Boaventura et. al., 2010).

A presenca de L. braziliensis na cultura com neutrofilos elicitados por
tioglicolato diminuiu a producédo de TNF-a em relacdo as células controle. Entretanto,
com neutrofilos da medula, observamos um aumento na producédo de TNF-a apds a
cultura com L. braziliensis. Neutrofilos humanos, infectados com L. major in vitro por
18 horas, apresentaram um pequeno aumento da secrecdo de TNF-a quando
comparado com neutrofilos ndo expostos ao parasita. No entanto, neutrofilos de
pacientes curados da LC e estimulados com L. major apresentaram um aumento de
TNF-a e esse aumento foi ainda maior em neutréfilos de pacientes assintoméaticos
(Safaiyan et al., 2011), sugerindo que o TNF-a € importante para a cura da doenca e
para que ndo ocorra o desenvolvimento dos sintomas clinicos em alguns pacientes.
A forma soluvel de TNF-a resulta da clivagem do TNF de membrana (mTNF) e
experimentos mostraram que camundongos deficientes em TNF solivel tém um
acumulo maior de neutréfilo nas lesdes quando comparado ao camundongo
deficiente em mTNF (Allenbach et al., 2008). A presenca do mTNF, na auséncia de
TNF solavel, foi suficiente para controlar a lesao inflamatéria causada pela L. major,
em parte pela regulagdo do numero de neutrofilos no sitio de inoculagéo. Esse
resultado sugere que mMTNF é importante para o recrutamento de neutrofilos para o
sitio da lesdo e, por sua vez, neutréfilos sdo importantes no controle da lesdo

provocada pela L. major. No presente trabalho, observamos a secre¢dao de TNF-a
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pelos neutrdfilos expostos a L. braziliensis, indicando que talvez o numero de
neutrofilos na lesdo seja moderado nesse modelo. Ainda, neutréfilos murinos vivos,
co-cultivados com macroéfagos, induziram a morte de L. braziliensis no macrofago
infectado e esse efeito também foi associado com a presenca de TNF-a pois quando
o TNF-a foi blogqueado, a taxa de infeccdo dos macréfagos foi maior (Novais et al.,
2009). Pacientes com LC de area endémica para L. braziliensis foram avaliados e os
achados sugeriram que o tamanho da leséo esta relacionado com o tempo de cura e
os niveis de TNF-a, que quanto mais elevados estiverem, maior a lesdo (Oliveira et
al., 2011). Portanto, TNF-a pode contribuir para o controle da lesdo, mas em
grandes quantidades pode exacerbar a lesdo. Em um outro estudo, a producéo de
TNF-a de pacientes com LC foi observada antes e 60 dias apds o inicio do
tratamento (Junior et al., 2002). Em ambos 0s grupos de pacientes, 0s niveis iniciais
foram semelhantes antes da terapia e cairam significantemente apos o tratamento.

Além do TNF-a, a expressdo de IL-10 foi encontrada em neutréfilos de
camundongos C57BL/6 infectados com L. major, mas ndo em camundongos BALB/c
(Charmoy et al., 2007). Em contrapartida, L. major promoveu a liberacdo de TGF-b
em neutroéfilos de BALB/c, o que foi associado com a inibicdo da resposta Thl. Na
infeccdo por L. donovani, camundongos BALB/c depletados de neutréfilos
apresentaram aumento na expressdo de IL-10, o que provocou um aumento da
carga parasitaria (McFarlane et al., 2008). Em nossos experimentos, observamos
que a presenca da L. braziliensis induziu secrecdo de TNF-a, mas nao de IL-10
(niveis inferiores a 5pg/mL, dado ndo mostrado). Diante desses resultados, podemos
sugerir que a presenca de TNF-a, na auséncia de IL-10, promove o controle da
infeccéo.

Avaliamos também a producdo de quimiocinas em neutrofilos expostos a L.
braziliensis. Nas culturas de neutrdéfilos elicitados por tioglicolato, observamos a
presenca de CCL3 (MIP1-a) e CCL4 (MIP1-b), apos contato com a L. braziliensis. J&
no modelo de infeccdo por L. major, neutréfilos de camundongos C57BL/6
expressaram CCL3 e essa expressao foi menor em camundongos depletados de
neutrofilos. Além disso, a migracdo de células dendriticas em camundongos
deficientes em CCL3 também foi menor, indicando que os neutrdfilos influenciam
esse processo. Entretanto, no camundongo BALB/c infectado com L. major, ndo
houve aumento do recrutamento de células dendriticas nem a liberacdo de CCL3,
CCL4 ou CCL5 (Charmoy et al., 2010). Aqui , observamos que o sobrenadante de
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neutréfilos infectados com L. braziliensis induziu a quimiotaxia de células
dendriticas, provavelmente devido a presenca de CCL3 e de CCL4. Esse dado
sugere que os neutréfilos podem exercer um papel na iniciacdo da resposta imune
adaptativa a L. braziliensis. Neutrofilos de C57BL/6 infectados com T. gondii também
induziram a quimiotaxia de células dendriticas, na qual quimiocinas como CCL3,
CCL4, CCL5 e CCL20 estavam envolvidas e a deplecao dessas quimiocinas reduziu
o indice quimiotatico de células dendriticas (Bennouna et al., 2003). Megiovanni et
al. (2006) mostraram que o bloqueio de CD18 em neutrdfilos inibiu a expressao de
HLA-DR e de CD86 em células dendriticas co-cultivadas, indicando que o complexo
formado por CD11b e CD18 é importante para a ativacdo de células dendriticas.
Outros trabalhos mostraram que neutréfilos humanos interagem com os macrofagos
infectados com L. major via CD28-CD80/CD86, resultando na producdo de IFN-g
pelos neutréfilos (Venuprasad et al.,, 2002). Ademais, neutrofilos estimulados com
anti-CD28 e co-cultivados com macrofagos secretaram IFN-g, resultando na
diminuicAo no numero de parasitas dentro dos macrofagos e no aumento da
secrecdo de IFN-g pelas células T CD4+ (Venuprasad et al., 2003). Aqui, também
observamos aumento na expressao de CD18 em neutrdfilos infectados com L.
braziliensis, mas néo investigamos a producéo de IFN-g pelos mesmos. No entanto,
podemos especular que os neutréfilos expostos a L. braziliensis podem exercer
papel importante na ativacdo de células dendriticas e, por sua vez, na inducdo do
desenvolvimento de uma resposta mista Th1l/Th2. Vale lembrar que o modelo
experimental de infeccdo de camundongos BALB/c com L. braziliensis € um modelo
de cura espontanea (de Moura et al., 2005), com o desenvolvimento de uma
resposta imune mista.

Neutrofilos elicitados por tioglicolato e infectados com L. braziliensis por 18
horas apresentaram um aspecto apoptoético, identificado pela cromatina condensada
do nucleo. Os experimentos realizados com neutrofilos da medula 0ssea também
mostraram um aumento na expressao de anexina V e DAPI e, assim, sugerimos que
a L. braziliensis induz apoptose nos neutrofilos. Além disso, a populacdo bystander
(exposta ao parasita, mas nao infectada) apresentou uma expressao maior de
anexina V/DAPI+ que os neutréfilos ndo expostos, sugerindo que a presenca de L.
braziliensis € capaz de induzir a apoptose mesmo na auséncia de fagocitose do
parasita. Contudo, neutrofilos humanos infectados com L. major por 18 horas nao

apresentaram aspecto apoptético, indicando que a L. major inibe a apoptose
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espontanea do neutrofilo (Aga et al., 2002). A apoptose de neutrofilos de humanos
infectados com L. major foi observada apenas apds 42 horas de infeccdo e antes
disso detectou-se a liberacdo de CCL4 e o recrutamento de mondcitos. Esses dados
sugerem que a L. major desenvolveu um mecanismo de escape, no qual o parasita
retarda a apoptose do neutrdéfilo, permitindo o recrutamento dos mondcitos e, entéo,
a internalizacdo dos parasitas pelos macrofagos, pela fagocitose de neutrofilos
apoptoticos, entrando assim, na célula hospedeira obrigatéria de forma silenciosa
(Van Zandbergen et al., 2004), sendo essa a hipétese do Cavalo de Trdia.
Entretanto, a L. braziliensis, parece ndo ter desenvolvido essa estratégia, nem
exercer esse efeito: por microscopia eletrdnica, observamos 0s parasitas com
aspecto destruido, com microtubulos desarranjados, diferente do aspecto integro
relatado para L. major no interior do neutréfilo humano (Van Zandbergen et al.,
2004). Células dendriticas da derme de camundongos C57BL/6 que capturaram
neutrofilos apoptoéticos apresentaram atraso na sua ativagdo e, consequentemente,
na ativacdo dos linfocitos, retardando o inicio da resposta imune adaptativa em
resposta a infeccdo por L. major (Ribeiro-Gomes et al., 2012). Assim, a L. major
parece explorar o mecanismo de eferocitose para se estabelecer no hospedeiro. Na
estratégia do Coelho de Troia, os parasitas escapam dos neutrofilos antes de
infectar os macréfagos. Em paralelo, os neutréfilos apoptoéticos sdo fagocitados e
silenciam os macréfagos, permitindo, assim, a infeccdo do macréfago desativado
pelo parasita que escapou (revisado em Ritter et al., 2009).

Outra estratégia utilizada na infeccao por L. donovani, baseia-se no fato que
0s parasitas promovem a formacdo de um compartimento ndo litico nos neutréfilos,
o qual ndo se funde com o lisossomo. Assim, a L. donovani sobrevive no interior do
neutréflo e o LPG é requerido para a manutencdo do parasita nesses
compartimentos. Essa estratégia também pode contribuir para a transferéncia dos
parasitas para macrofagos (Gueirard et al., 2008). Na infeccéo natural, componentes
da saliva do fleb6tomo podem contribuir para indugédo da apoptose: um componente
protéico da saliva de Lutzomyia longipalpis induziu o aumento da apoptose do
neutrofilo, via FasL e dependente de Caspase (Prates et al., 2011). Nesse trabalho,
a apoptose do neutréfilo aumentou a viabilidade da L. chagasi. Na infeccdo por L.
major, a apoptose de neutrofilos foi acelerada via FasL e a fagocitose de neutrdfilos
pelos macréfagos também foi acelerada, aumentando o nimero de parasitas no

macrofago (Ribeiro-Gomes et al., 2005). A expressédo de FasL e TRAIL na pele foi
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investigada em manifestacdes ulceradas ou nao ulceradas de LC induzida por L.
aethiopica. Uma maior expressdo de FasL e TRAIL foi detectada em lesdes
ulceradas. A neutralizagdo do FasL e TRAIL in vivo, em BALB/c, reduziu a ulceragao
e nao foi associada com o0 aumento de carga parasitaria ou com a disseminacéo da
infeccdo para os orgaos linfaticos (Tasew et al., 2010). Esses dados sugerem que
estratégias por parte do parasita para sobreviver no interior de neutrofilos bem como
a inducdo da apoptose de neutréfilos levando a fagocitose do parasita pelos
macrofagos, sdo importantes para a sobrevivéncia do parasita no hospedeiro. Na
infeccdo por L. braziliensis, vimos que esta nao retarda a apoptose do neutrofilo,
sendo observada alta presenca de neutréfilos apoptéticos. Entretanto, o parasita néo
parece viavel dentro do neutrofilo, conforme demonstrado pela microscopia
eletrbnica. Portanto, a L. braziliensis ndo adquiriu a estratégia observada na L. major
de retardar a apoptose do neutréfilo.

Na literatura ja foram demonstrados os efeitos da deplecdo dos neutréfilos no
curso da infeccdo por diversas espécies de Leishmania, em linhagens diferentes de
camundongo. A deplecao de neutréfilos com anticorpo RB6-BC5, em camundongos
BALB/c infectados com L. major, aumentou do tamanho da leséo na pata (Chen et
al., 2005). O mesmo foi observado no camundongo C57BL/6. Entretanto, o anticorpo
RB6-8C5 também depleta eosindfilos (Lima et al., 1998). Mais tarde, a deplecdo com
anticorpo NIMP-R14, especifico para neutrdfilo, resultou em lesées menores em
camundongo BALB/c infectado com L. major (Tacchini-Cottier et al., 2000),
sugerindo que os neutréfilos desempenham um papel deletério na infeccdo de
BALB/c por L. major. Por outro lado, a deplecédo de neutrdéfilos, com NIMP-R14, em
camundongo BALB/c infectado com L. donovani gerou um aumento na carga
parasitaria no baco e medula 6ssea (McFarlane et al., 2008). Resultado semelhante
foi observado na infeccdo de camundongos BALB/c com L. braziliensis (Novais et
al., 2009). Nesse trabalho, a deplecdo de neutrdfilos (feita com RB6-BC5 por meio
de administracdes a cada 3 dias) levou ao aumento da lesdo e da carga parasitaria,
na orelha e no linfonodo apos 2 semanas de infec¢cado (Novais et al., 2009). Aqui,
repetimos o ensaio empregando uma injecdo Unica do anticorpo monoclonal 1A8,
especifico para neutrofilos, 6 horas antes da inoculacdo de parasitas. Houve
aumento da carga parasitaria na orelha e, no linfonodo, os parasitas foram
detectados apenas no grupo depletado. Esses resultados corroboram os resultados

anteriores e mostram que os neutrofilos exercem papel importante no controle da
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infeccdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c, no periodo inicial da resposta

imune.
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7 CONCLUSAO

De acordo com 0s nossos resultados, a L. braziliensis ativa os neutrofilos,
aumentando a expressdo de CD18, em ambos tipos de neutrdfilos e, diminuindo a
expressao de CD62L, apenas em neutrofilos da medula éssea. Essa ativacao leva a
producado de superoxido, secrecdo de elastase e liberacdo de TNF-a que contribuem
para a morte do parasita, este ultimo em neutréfilos da medula somente. A L.
braziliensis ndo impede que neutréfilos entrem em apoptose, e assim, neutréfilos e
parasitas internalizados sdo destruidos. Essa importancia dos neutréfilos na morte
dos parasitas € evidenciada pelo aumento de parasitas nos animais depletados de
neutréfilos. Em paralelo, neutrofilos secretam quimiocinas que induzem o
recrutamento de células dendriticas, para que seja iniciada a resposta adaptativa.
Neutrdfilos, portanto, sdo importantes no combate ao parasita no periodo inicial da
infeccdo por L. braziliensis e em gerar sinais que sdo capazes de dar inicio a

resposta imune adaptativa.
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Figura 24: Modelo final proposto.
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