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RESUMO

FAGOCITOS MONONUCLEARES INFLAMATORIOS POTENCIALMENTE
ENVOLVIDOS NO TRANSPORTE DE LEISHMANIA EM HOSPEDEIROS
VERTEBRADOS. MICELY D’ EL-REI HERMIDA. A infeccdo por
protozoarios do género Leishmania modula a func¢do de integrinas em
fagocitos inflamatérios. Essa alteracdo pode interferir na migracéao celular
e apresentacdo de antigenos ao sistema imune. O objetivo deste estudo €
identificar populacdes de fagdcitos mononucleares inflamatérios
potencialmente envolvidos no transporte de Leishmania em hospedeiros
vertebrados. Inicialmente, definimos um modelo que permite o estudo do
processo de migracdo em um grande numero de fagécitos mononucleares
inflamatoérios. Para isso, foi induzida peritonite em camundongos da
linhagem BALB/c com a injecdo de Tioglicolato e foram examinadas a
cinética de migracado celular para o linfonodo regional e as populacdes de
fagocitos mononucleares que compdem o exsudato e sua susceptibilidade
a infeccdo com Leishmania. O influxo celular para o peritonio foi
crescente, atingindo o pico de peritonite por volta do quarto dia. A partir
de entdo, o numero de células diminuiu, atingindo um platd por volta dos
quarenta dias, permanecendo estavel até o centésimo dia. Inicialmente,
entre 4 horas e o primeiro dia, houve aumento de polimorfonucleares (9 %
4%, — 12 £ 8% das células), seguindo um predominio de fagocitos
mononucleares (primeiro ao quarto dia) e posterior aparecimento de
linfocitos (quadragésimo ao centésimo dia). A migracao de fagocitos
mononucleares para os linfonodos regionais foi observada 8 horas apos o
estimulo inflamatério, tornando-se maxima a partir do quarto dia. A
migracdao das células foi confirmada em ensaios de injecdo e rastreamento
de células marcadas, observando-se a substancial migracao dessas células
para o linfonodo em um periodo de doze-vinte e quatro horas. O fenotipo
dos fagbcitos mononucleares presentes no exsudato peritoneal no quarto
dia de inflamacao foi: CD11b (78 * 6%), F4/80 (65 + 9%) e CD11c (28 %
15%). A taxa de infeccao foi mais alta em células CD11b* que em células
CD11b: CD11b*/CDl11c* (77%), CD11b*/CD1l1c- (68%) em comparagao
com CD11b-/CD11c* (33%) e CD11b-/CD11c (30%). Ambos os fenoétipos
de células macrofagicas (CD11b* e F4/80*) e dendriticas mieldides
(CD11b*CD11c*) tiverem alta infeccdo. Dentre as células CDllc+
infectadas, 28% expressaram MHC-II, contudo, apenas 6% destas tinham
alta expressdao de MHC-II. A infeccdo por Leishmania causou uma reducao
no numero de células positivas para CD11b (78 = 6% vs 64 = 13%,
p=0.0085), F4/80 (65 + 9% vs 39 + 11%, p=0.0007), CD11c (33 = 6% vs 22
t 13%, p=0.0581) e MHC-II (27 + 3% vs 21 * 3%) quando comparada ao
grupo néo infectado. Este modelo permite o estudo de uma grande
quantidade de células do processo de migracao de fagocitos
mononucleares inflamatérios para o linfonodo drenante e potenciais
alteracoes nesse processo induzidas pela infeccao com Leishmania.

PALAVRAS CHAVE: Leishmania, Fagocitos, Migracao Celular, Leucécitos
Mononucleares.




ABSTRACT

INFLAMMATORY MONONUCLEAR PHAGOCYTES POTENTIALLY
INVOLVED ON THE TRANSPORT OF LEISHMANIA IN VERTEBRATE
HOSTS. MICELY D’ EL-REI HERMIDA. Infection by protozoan of the
species Leishmania modulates the integrin function in inflammatory
phagocytes. This alteration can interfere on the cellular migration and
presentation of antigens to the immune system. The objective of this study
is to identify populations of inflammatory mononuclear phagocytes
potentially involved on the transport of Leishmania in vertebrate hosts.
Initially, we defined a model that allows the study of the migration process
in a great number of inflammatory mononuclear phagocytes. In order for
that, peritonitis was induced in BALB/c mice, through injection of
Tioglicolato, and to examine the kinetics of cellular migration for the
draining lymph node, the populations of mononuclear phagocytes that
compose the exudato and its susceptibility to the infection with
Leishmania. The cellular influx was increased to the peritoneum, reaching
the peak of peritonitis around the fourth day. From this moment on, the
number of cells decreased, reaching a plateau around the 40t day,
remaining stable until the 100t day. Initially, between 4 hours and the 1st
day there was an increase of polymorphonuclear (9 + 4%, — 12 + 8% of the
cells), following a predominance of mononuclear phagocytes (1st to 4th day),
and posterior emergence of lymphocytes (40t to 100t day). The migration
of mononuclear phagocytes to the regional lymph nodes was observed 8
hours after the inflammatory stimulus, becoming maximum from the 4th
day. The migration of the cells was confirmed in injection and cellular
tracking assays of marked cells, being observed the substantial migration
of those cells for the lymph nodes in a period of 12-24 hours. The
phenotype of the mononuclear phagocytes present on the peritoneal
exudates on the 4th day of inflammation was CD11b (78 * 6%), F4 /80 (65
* 9%) and CDl1ll1lc (28 + 15%). The infection rate was higher in cells
CD11b* than in cells CD11b: CD11b+/CD11c+ (77%), CD11b+/CD11c-
(68%) in comparison with CD11b-/CD1llc+ (33%) and CD11b-/CDl1c
(30%). Both phenotypes of macrophagic cells (CD11b* and F4/80+%) and
dendritic myeloid (CD11b*CD11c*) had high infection. Among cells CD11c*
infected, 28% expressed MHC-II, however, only 6% of these had high
expression of MHC-II. Infection by Leishmania caused a reduction on the
number of cells positive for CD11b (78 + 6% vs 64 + 13%, p=0.0085),
F4/80 (65 = 9% vs 39 = 11%, p=0.0007), CD11c (33 + 6% vs 22 + 13%,
p=0.0581) and MHC-II (27 + 3% vs 21 + 3%) when compared to the non-
infected group. This model allows the study of a great amount of the
process of migration of inflammatory mononuclear phagocytes for the
draining lymph node and potentials alterations in this process induced by
the infection with Leishmania.

Key-words: Leishmania, Phagocytes, Cellular migration, Mononuclear
Leucocyte . Lymph node.




1 INTRODUCAO

1.1 A LEISHMANIOSE

1.1.2 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS, ETIOLOGICO E CLINICOS.

A leishmaniose humana é uma doenca grave, por vezes fatal e considerada
um problema importante de saude publica. Esta ocorre em paises com
climas tropical e subtropical (ASHFORD et al., 2000a) e atualmente ameaca
trezentos e cinquenta milhdes de pessoas no mundo. Esta presente em
oitenta e oito paises dos quais setenta e dois estdo em desenvolvimento. A
cada ano estima-se um aumento de dois milhées de novos casos de infec¢ao
distribuidos em um milh&do e meio de casos de leishmaniose cutanea (LC) e
quinhentos mil casos de leishmaniose visceral (LV). Estima-se que apenas
seiscentos mil desses dois milhdes de casos sdo oficialmente registrados

(WHO, 2006).

Na América Latina a leishmaniose estd presente em doze paises. No Brasil,
que é responsavel por 90% das ocorréncias, a enfermidade esta em
expansdo. Durante os surtos ocorridos entre 1980 e 2005, o numero de
casos de leishmaniose visceral atingiu picos de dois mil quatrocentos e
oitenta e nove casos em 1985, trés mil oitocentos e oitenta e cinco casos em
1994 e quatro mil oitocentos e cinqlienta e oito casos em 2000 (BRASIL.
2007). No mesmo periodo, o numero de casos de leishmaniose tegumentar
foi treze mil seiscentos e cinqiienta e quatro, trinta e cinco mil cento e trés e

vinte e oito mil setecentos e doze respectivamente (BRASIL, 2007).

A leishmaniose era considerada uma doenca de zona rural porém, com a
migracao da populagcdo rural para a zona urbana, vem aumentando o
numero de casos, principalmente de LV tanto no Brasil como em outros

paises da América do Sul (WHO, 2006).
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O agente etioldogico da doenca é um protozoario do género Leishmania que €
transmitido através da picada de um inseto vetor. Calcula-se que existam
aproximadamente vinte e uma espécies de Leishmania patogénicas ao
homem, transmitidas através de trinta espécies de flebotomineos vetores

(DESJEUX, 1996; ASHFORD, 1997; HERWALDT, 1999).

O parasito apresenta duas fases principais no ciclo de vida: amastigota e
promastigota. A forma amastigota € intracelular obrigatoria e esta presente
no hospedeiro vertebrado. A forma promastigota apresenta um flagelo e €
encontrada no inseto vetor (ASHFORD, 2000a). A transmissao pode ocorrer
de um hospedeiro vertebrado nao humano para o homem (zoonética) ou de
homem para homem (antropozoonética), quase sempre intermediada por um

inseto vetor (DESJEUX et al., 1991).

A infeccao ¢ iniciada quando flebotomineos fémeas, ao picarem o hospedeiro
mamifero, ingerem juntamente com o sangue, fagocitos infectados (GUARGA
et al., 2000). As amastigotas sao liberadas no tubo digestivo do inseto e
diferenciam-se na forma promastigota metaciclica que serdo regurgitadas na
derme do hospedeiro durante novo repasto (BITTENCOURT, 1995). Apos
serem liberadas na derme do hospedeiro mamifero, as promastigotas sao
englobadas por fagocitos mononucleares e, no interior destes, o parasito se
transforma em amastigotas. As amastigotas proliferam e sdo liberadas no
meio extracelular infectando células vizinhas (BITTENCOURT, 1995;
DESCOTEAUX, 1999; ASHFORD, 2000b; a).

Em todas as formas da doenga sao encontrados fagécitos mononucleares
albergando formas amastigotas do parasito. Esses fagocitos podem ser
encontrados no sitio de inoculacdo ou em tecidos distantes. Nas formas
tegumentares da doencga, macrofagos infectados se alojam na pele e nas
mucosas, enquanto na forma visceral se estabelecem em o6rgaos internos,
como baco, figado e medula 6ssea (BITTENCOURT, 1995; FREITAS et al,
2006).



16

As formas tegumentares da leishmaniose podem ser manifestas como
leishmaniose cutanea (LC) ou mucocutanea (LMC) em individuos capazes de
montar uma resposta celular efetora mediada por linfécitos T (polo
responsivo). Na LC as lesoes podem demorar a aparecer por periodos de
algumas semanas, iniciando-se na area da picada do inseto com pequenas
papulas evoluindo para tulceras com bordas elevadas com fundo granuloso e
umido, geralmente localizadas em areas expostas (face e membros)

(BITTENCOURT, 1995; HERWALDT, 1999; FREITAS et al., 20006).

As lesdes da LMC sao graves e desfigurantes, surgem na mucosa nasal ou
bucal e geralmente evoluem de forma ulcerativa destrutiva (BITTENCOURT,
1995; ASHFORD, 2000a; FREITAS et al, 2006). As formas LC e LMC
apresentam padrao histolégico similar na fase inicial, e exibem um infiltrado
inflamatoério pleomérfico com grande ntimero de macroéfagos, frequentemente
infectados e distribuidos por todas as camadas da pele. Na fase cronica
observa-se uma reducao do numero de células infectadas e o surgimento de
granulomas com células epitelidides e gigantes multinucleadas (FREITAS et

al., 2006).

Pacientes de leishmaniose tegumentar incapazes de montar uma resposta
imune celular efetora, geralmente apresentam um infiltrado inflamatorio
mononuclear monomorfico constituido por macrofagos intensamente
infectados por amastigotas de Leishmania, resultando num quadro
conhecido como leishmaniose cutanea difusa (LCD) (FREITAS, 2006). As
lesbes sdo principalmente observadas na face, exibindo papulas e nédulos
usualmente nao ulcerados como demonstrado na figura 1 (BITTENCOURT,

1995; FREITAS et al., 2006).

A forma visceral da leishmaniose agride é6rgaos internos como figado, baco,
linfonodos e medula 6ssea, levando a um quadro de febre irregular, perda de
peso, hepatoesplenomegalia, anemia e aumento de susceptibilidade a
infec¢goes bacterianas (BITTENCOURT, 1995; DESJEUX, 1996). Quando

estabelecida a enfermidade, se nao for tratada, esta evoluira a 6bito.
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Apés a recuperagao, alguns pacientes, principalmente infectados com a
forma antroponética da leishmaniose visceral, podem desenvolver uma
forma cutanea cronica conhecida como leishmaniose dérmica pds-calazar,
representada por lesées nodulares, papulares ou maculares. Essas lesoes
podem servir como reservatoérios do parasito, principalmente nos periodos
interepidémicos da LV (BITTENCOURT, 1995).

Formas Tegumentares

Leishmaniose cutinea Leishmaniose Leishmaniose cutinea

Lwéo cutanea recente com Leséo dérmma mostrand( Macroﬁgos na dexmc
macréfagos vacuolados granulomas epitelidides intensamente infectados
contendo amastigotas (reacéo de imunoperoxidase)
Forma Visceral

Figura 1. Representacdo das diferentes formas clinicas da leishmaniose e seus
aspectos histolégicos.
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1.1.3 Determinantes das formas clinicas da leishmaniose

Os mecanismos envolvidos na disseminacédo, tropismo e permanéncia de
células parasitarias nos diferentes tecidos sdo pouco conhecidos. As
diferentes formas de leishmaniose estdo intimamente associadas a espécie
do parasito que causa a infeccao. No Brasil, por exemplo, a leishmaniose
cutanea esta associada principalmente a infeccao com L. braziliensis, L.
guyanensis ou L. amazonensis. A leishmaniose mucosa ocorre
preferencialmente nos individuos infectados por L. brasiliensis. A
leishmaniose visceral esta associada a infecgdo com L. chagasi (GRIMALDI et
al., 1989; COLMENARES et al, 2002). Apenas raramente, espécies
causadoras de formas tegumentares tém sido isoladas de pacientes com
acometimento visceral (BARRAL et al, 1991), assim como espécies mais
comumente causadoras de LV podem ser isoladas de pacientes com
acometimento tegumentar (NOYES et al., 1997; BELLI et al.,, 1999; CAMPOS-
PONCE et al., 2005).

Entre as hipoteses levantadas para explicar a distribuicdo das diferentes
espécies de Leishmania nos tecidos, estdo a idade e o estado da resposta
imune por parte do hospedeiro e, por parte do parasito, estdo a sensibilidade
a temperatura pelas diferentes espécies (CALLAHAN et al.,, 1996) e fatores
ndo completamente identificados ligados a patogenicidade, refletidos em
caracteristicas manifestadas por padrdoes enzimaticos especificos entre
diferentes zimodemos (JIMENEZ et al.,, 1995) e no comportamento biolégico

destes parasitos (COLMENARES et al., 2002).

Independente dessas proposicoes, o fato de amastigotas de Leishmania
viverem e disseminarem-se no interior de fagécitos mononucleares indica
que a mensagem para que o parasito permaneca em determinado tecido ou
se desloque para outro sitio, deve estar codificada na superficie desses

fagocitos.
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1.2 FAGOCITOS PROFISSIONAIS E A INFECCAO POR LEISHMANIA

No hospedeiro, a picada do inseto resulta em lesédo tecidual e vascular com
extravasamento de sangue e uma reagao inflamatéria com o recrutamento de
leucocitos. Antes de interagirem com as células inflamatorias, as
promastigotas inoculadas na pele possivelmente entram em contato com o
sistema complemento, presente no plasma do hospedeiro. Estima-se que
aproximadamente 90% dos parasitos sao eliminados neste contato (SACKS,
1984). As formas metaciclicas (infectantes) da Leishmania tém a capacidade
de sobreviver ao complexo de ataque a membrana (MAC) devido a algumas
caracteristicas peculiares da sua membrana (PUENTES et al.,, 1990). Por
exemplo, a resisténcia ao complemento esta relacionada a presenca de
moléculas de lipofosfoglicano (LPG), duas vezes mais longas que as presentes
em promastigotas prociclicas (estagio nao infectante), que atuam como uma
barreira a insercdo do MAC na membrana do parasito (MCCONVILLE et al.,,
1992). As promastigotas de Leishmania que escapam do sistema
complemento usam componentes desse sistema para invadir as células do
hospedeiro. A proteinase gp63, uma glicoproteina freqiiente na membrana de
promastigotas de Leishmania, é capaz de clivar C3b para a forma inativa
iC3b, a qual se liga ao receptor de completo CR3 e CR1 na membrana de

fagocitos mononucleares (MOSSER, 1985).

A Leishmania pode infectar fagocitos profissionais como neutrofilos, uma
variedade de fagocitos mononucleares, incluindo macroéfagos (BEIL et al.,
1992) e células dendriticas (DC) (BLANCK et al., 1993), além de células nao
fagociticas como fibroblastos (SCHWARTZMAN, 1985). As células dendriticas
sdo consideradas apresentadoras de antigenos profissionais, assim como sao
também capazes de transportar microorganismos do sitio inflamatério para

os linfonodos regionais (PAUL, 2003).
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1.2.1 NEUTROFILOS

Dentre os fagocitos profissionais, os neutréfilos tém uma importante funcao
na resposta imune inata, devido a sua capacidade de fagocitar e matar
patdégenos extracelulares (WITKO-SARSAT et al, 2000). Estas sao as
primeiras células a serem recrutadas na inflamacdo aguda e dominam o
influxo inicial de leucécitos (ISSEKUTZ, 1980). Apéds estimulo inflamatorio
na cavidade peritoneal de camundongos, os neutréfilos se acumulam em
poucas horas e gradualmente sao substituidos por macrofagos (LAGASSE,
1996; COOK et al.,, 2003). Os neutroéfilos também apresentam capacidade
migratéria para o linfonodo drenante, observada apods estimulo com

lipopolisacarideo (LPS) (MIYAZAKI et al., 2004).

Os neutroéfilos sdo caracterizados na citometria de fluxo por sua alta
granulosidade e podem também ser diferenciados de macréfagos/mondcitos
pela alta expressdo da molécula de superficie celular Gr-1 juntamente com
Mac-1 (Gr-1hi/Mac-1lo-hi). Esse fenétipo foi observado em neutréfilos do
sangue periférico, no bago e na cavidade peritoneal de camundongos apés

estimulo inflamatério (LAGASSE, 1996).

1.2.2 NEUTROFILOS E Leishmania

Os primeiros fagécitos a serem recrutados apds a inoculacao da Leishmania
sao os neutrofilos (BELKAID et al, 2000), capazes de conferir certa
resisténcia a animais susceptiveis, no estagio precoce da infeccdo (CHEN et
al., 2005). Essas células sdao mais eficientes em degradar amastigotas de
Leishmania do que os monocitos, devido a mais baixa atividade microbicida

destes (CHANG, 1981).

Quando o parasito é inoculado pelo inseto vetor no hospedeiro vertebrado,
libera certa quantidade de saliva, a qual confere algumas habilidades

inflamatérias, como induzir a vasodilatacdo (SACKS et al, 2001) e
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quimiotaxia para polimorfonucleares e macréfagos (ZER et al, 2001;
TEIXEIRA et al., 2005). Na realidade, a injecao de saliva de Lutzomyia
longipalpis na orelha (intradermicamente) de camundongos induziu um
intenso e difuso infiltrado inflamatério composto por polimorfonucleares
(neutroéfilos e eosinofilos) e macroéfago, tdo cedo quanto 2 horas apds a sua
injecdo (SILVA et al., 2005). Além disso, apds a administragdo de glandulas
salivares juntamente com L. chagasi em camundongos susceptiveis foi
observado um intenso recrutamento de neutrofilos e macrofagos (TEIXEIRA

et al., 2003).

Os macrofagos sao capazes de induzir a apoptose de neutrofilos
inflamatoérios devida a presenca de TNF em sua membrana (ALLENBACH et
al., 2006). Estudos mostram que esta interagdo, em animais susceptiveis,
causa uma exacerbacédo no crescimento do parasito no macroéfago infectado.
O mesmo nao acontece nos animais resistentes, os quais diminuem a carga

parasitaria (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; VAN ZANDBERGEN et al., 2004)

1.2.3 MONOCITOS / MACROFAGOS

Os monocitos constituem cerca de 5-10% dos leucocitos sanguineos em
camundongos e em humanos. Estes tém um periodo curto de vida, de
aproximadamente um dia em camundongos (VAN FURTH, 1968) e trés dias
em humanos (WHITELAW, 1972). Além disso, eles mantém a homeostasia de
macrofagos e células dendriticas, e interferem na resposta inata e adaptativa

durante a inflamacao (ZIEGLER-HEITBROCK, 2000).

Nos camundongos, os monoécitos podem ser caracterizados pela citometria
de fluxo por sua baixa granulosidade e sua expressdo de moléculas como
receptor de M-CSF (CD115), Mac-1 (CD11b) e do antigeno reconhecido pelo
anticorpo F4/80 (GEISSMANN et al., 2003; QU et al., 2004). Atualmente, os
monoécitos podem ser divididos em dois subtipos de acordo com a expressao

de CCR2, CD62L (L-selectina) e do receptor 1 da quimiocina CX3C (CX3CR1).
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Os monocitos residentes sdo caracterizados pela alta expressao de CX3CR1 e
auséncia de CD62L e CCR2 (GORDON, 2005). Os mondcitos inflamatorios
sdo caracterizados pela baixa expressdo de CX3CR1 e positividade para
CD62L e CCR2. Esses monocitos inflamatoérios respondem a quimiocinas
CCL2 (MCP-1) (GU et al., 1998; PALFRAMAN et al.,, 2001) e assim migram
para sitios inflamatérios (KURIHARA et al., 1997; KUZIEL et al., 1997, GU et
al., 1998; LU et al.,, 1998). Esses monoécitos inflamatérios correspondem
também aos mondcitos classicos humanos (CD14high/CD16) e, a depender
do estimulo in vitro, podem se diferenciar em macrofagos (KIM et al., 2004)
ou em células dendriticas (GEISSMANN et al., 2003) capazes de migrar para
o linfonodo drenante, como demonstrado em experimentos in vivo

(RANDOLPH et al., 1999).

O macrofago é a segunda populacédo celular a chegar ao sitio inflamatério.
Este apresenta uma grande variacdo fenotipica durante sua diferenciacao e
distribuicao pelos diferentes tecidos nos quais se estabelecem (GORDON,
2003). Quando maduros, os macréfagos tém uma vida longa com alta
capacidade fagocitica, sdo capazes de apresentar antigenos e de agir como
células efetoras matando patégenos intracelulares. As moléculas antigénicas
como F4/80, macrosialinas (CD68) e sialoadesinas sao identificados em
diferentes populacoes. O antigeno F4/80 tanto encontra-se na maioria da
populacdo ativada, como também em algumas populac¢des residentes

(GORDON, 2003).

Os macrofagos peritoneais residentes em camundongos tém sido
caracterizados pela alta expressdo do antigeno F4/80 e CD11b (NIBBERING
et al., 1987; COOK et al, 2003) e pela ndo expressiao de GR-1 e B220
(LAGASSE, 1996). Os macroéfagos peritoneais inflamatérios tém sido muito
utilizados nos estudos relacionados com a resposta inflamatoéria (COOK et
al., 2003; CAILHIER et al, 2005) relacionada a doenc¢as auto-imunes
(POTTER et al, 2003), estudos de migracdo celular (BELLINGAN et al,
1996).
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Um dos recursos mais comumente utilizados para obtengao dessas células €
a indugéao de peritonite estéril por meio da injecao de tioglicolato. Esse meio
de cultura é normalmente utilizado para o crescimento de bactéria
(MCCLUNG, 1940) e é rico em nutrientes contendo proteinas e carboidratos
(LI et al.,, 1997). Para causar a peritonite € necessario que o meio seja
autoclavado apods seu preparo e envelhecido (em média 30 dias) para maior
inducao do recrutamento de fagocitos mononucleares para o peritonio (LI et
al., 1997). A capacidade de atrair fagocitos tem sido atribuida a formacao de
produtos de glicagcdo avancados (AGE) (LI et al., 1997) ou até mesmo ao agar
(substancia utilizada na constituicao do meio para a cultura de
microrganismos) presente no meio (EICHNER, 1983). Contudo, os
polimorfonucleares ou macréfagos atraidos com o estimulo do tioglicolato
nao estiao ativados, mas sao capazes de fagocitar e matar os
microorganismos ingeridos (BARON, 1982; LEIJH et al., 1984). Esse método
tem como vantagem obter fagocitos mononucleares inflamatérios em um
ambiente estéril tendo a possibilidade do cultivo e posterior manipulacdo das

células isoladas (CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006).

1.2.4 MONOCITOS/ MACROFAGOS E Leishmania

A infeccao de macrofagos pela Leishmania € feita de forma silenciosa via
CR3, levando a nao ativagao celular (WRIGHT, 1983). Dessa forma, o
parasito pode se replicar no interior da célula infectada destruindo-a e
liberando mais parasitos que infectam outras células. Apdés a infeccdo, a
Leishmania é capaz de inibir uma série de mecanismos funcionais nos
macrofagos, como a produgcdo de IL-12, a qual é necessaria para o
desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1l (CARRERA et al., 1996;
BELKAID et al, 1998), a atividade das enzimas proteoliticas (DESCOTEAUX,
1999) e a producgao do 6xido nitrico (WEI et al., 1995; DESCOTEAUX, 1999)

prolongando assim sua sobrevivéncia no hospedeiro.
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Na pele, apos a infeccdo com Leishmania, observa-se um grande numero de
macrofagos (CD11b*) infectados em animais susceptiveis (MURAILLE et al.,
2003). Essas células aparecem tardiamente no linfonodo drenante se
comparadas com as DC (MOLL et al., 1993), porém, em ambas as cé¢lulas,

encontram-se parasitos viaveis no linfonodo (MOLL et al., 1995).

Ha evidéncias de que a infeccdo com Leishmania interfere na capacidade dos
macrofagos de estimularem linfécitos T. Essa alteragao da funcdo do fagoécito
pode estar relacionada com defeito na apresentacao de antigenos exégenos
pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de (MHC)
classe II (FRUTH et al., 1993; PRINA et al., 2004) ou com a baixa expressao
de moléculas co-estimulatérias, sinal necessario para completar a
apresentacao de antigeno junto ao MHC-II (KAYE et al., 1994; SAHA et al,
1995). Interacgoes entre moléculas co-estimulatérias sdo importantes para
que ocorra ativacao celular. Por exemplo, a interacdo entre CD40-DC40L
(macrofagos-linfocitos) € necessaria para que ocorra a ativacdo da
capacidade leishmanicida de macrofagos apds infeccdo por Leishmania

(KAMANAKA et al., 1996).

Os macrofagos peritoneais, como populacao geral, possuem uma alta
capacidade fagocitica, contudo nao induzem uma boa resposta proliferativa
para os linfocitos T naive (COOK et al., 2003; CAILHIER et al., 2005) ou pré-
sensibilizados com antigenos de Leishmania (INABA et al., 1990). Essas
células talvez caracterizem uma populacao de fagoécitos mononucleares mais
apta a transportar patdégenos que estimular uma resposta imune protetora
(MURAILLE et al.,, 2003), entretanto, podem sofrer altera¢bes na expressao
de receptores de quimiocinas envolvidos na adesao celular apos a infeccéo
com Leishmania. Essas alteracoes incluem a diminuicdo da expressédo de
receptores de quimiocinas como CCRS ou CCR4 e alteragdes na regulacédo da
afinidade de integrinas (PINHEIRO et al., 2006) ou até mesmo diminui¢ao na
expressao de moléculas de adesdao como CD11b e CD54 em estudos com
monocitos humanos, embora esta reducdo nao tenha sido observada em

macrofagos derivados de monécitos (DE ALMEIDA et al., 2003). Esses dados
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mostram como os parasitos podem interferir no transporte e apresentacao de

antigenos aos linfocitos T.

1.2.5 CELULAS DENDRITICAS

As células dentriticas sado capazes de iniciar a resposta imune €
eficientemente estimular a geracao de memoria imunologica. As DCs estao
constitutivamente distribuidas por muitos tecidos do corpo, porém em
pequeno numero, localizando-se particularmente na pele e superficies de
mucosas. No tecido periférico as DCs estao na forma imatura, capazes de
captar antigenos. Apds sua ativacdo pelos estimulos patogénicos ou
producao de citocinas, amadurecem aumentando sua expressdao de MHC e
moléculas co-estimulatéorias tornando-se competentes APC (CAVANAGH,

2002; LIPSCOMB, 2002; SHORTMAN, 2002; GORDON, 2003).

Um grande nimero de DCs murinas tem sido descrito em 6rgaos linféides e
nao linféides. Essas células tém sido classificadas em duas linhagens
principais: DCs mieléides (STEINMAN, 1974) ou linfoides (SUSS, 1996). As
DCs de origem mieldide sdo consideradas a populacgao classica de APC do
sistema imune (HART, 1997) e apresentam similaridades funcionais,
fenotipicas e morfolégicas com macréfagos (VAN FURTH, 1968). Estudos,
principalmente in vitro, tém demonstrado que precursores mieldides, apds
estimulo com fator estimulador de colénia granulécito/macrofago (GM-CSF),
diferenciam-se em granulécitos, monécitos e DCs mieldides (INABA et al,

1992; SCHEICHER et al., 1992).

O subtipo DC linfoide é identificado pela expressdo de CD8a. Anteriormente
pensava-se que essas células se originavam de um precursor da linhagem
linfoide (SUSS, 1996), contudo, foi demonstrado que DC CD8a* ou CD8a-
podem ser originadas de um progenitor mieléide (TRAVER et al., 2000; DEL
HOYO et al., 2002). As DC mieloide e linfoide diferem em sua localizagdo nos

tecidos, fenotipo e funcéo, porém ambas expressam altos niveis de CD11c,
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MHC classe II € moléculas co-estimulatérias CD86 e CD40. Basicamente, as
DC linfoides sao CD8a* e as DC mieléides sdo CD8a~ representando
populacoes com funcgées distintas (MARASKOVSKY et al.,, 1996; WU et al,
1996; PULENDRAN et al., 1997; VREMEC, 1997).

A principal dicotomia entre os subtipos de DC pode ser vista na inducdo de
uma resposta do tipo Th2 produzida pelas DC CD8a-, enquanto que as DCs
CD8a* produzem interleucina (IL)-12, induzindo uma resposta do tipo Thl
(PULENDRAN et al.,, 1999; DEN HAAN et al., 2000; MOSER, 2000; IYODA et
al., 2002). Na epiderme sdo encontradas células dendriticas residentes
conhecidas como células de Langerhans. Essas células sdo consideradas
APC, capazes de fagocitar parasitos e migrar para o interior da regiao para-
cortical no linfonodo, apresentando assim antigenos para os linfécitos T
(MOLL, 1995). Atualmente o grupo de Leon (2007) descreveu que as células
dendriticas podem ser recrutadas para o sitio inflamatério ou até mesmo
serem diferenciadas de monodcitos dermais. Estas células sao capazes de
migrar para o linfonodo drenante e apresentar antigeno para os linfécitos T
sendo responsaveis por uma resposta protetora no animal (LEON et al,

2007).

1.2.6 CELULAS DENDRITICAS E Leishmania

Alguns estudos que utilizam o modelo murino de leishmaniose tegumentar
tém demonstrado que, logo apés a inoculacédo do parasito na pele, as células
de Langerhans, € nao os macrofagos, sdo capazes de transportar a
Leishmania da pele para o linfonodo (BLANK et al., 1993; MOLL et al., 1993)
e assim apresentar o antigeno aos linfécitos T virgens, iniciando uma

resposta imuno-especifica (MOLL et al., 1993).

Em camundongos resistentes, a presenca de células dendriticas e
macrofagos infectados contendo parasitos viaveis no linfonodo foram

equivalentes, porém apenas as células dendriticas foram capazes de induzir
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a resposta imune por células T (MOLL et al., 1995). Estas células exibem
parasitsmo ativo por longos periodos no linfonodo dos animais infectados
sendo capazes de manter sempre presente uma populacdo de células T
especifica para Leishmania e assim proteger o animal contra reinfeccao. Isto
sugere que, além da resposta imune primaria, é provavel que as células
dendriticas estejam também envolvidas no processo de manutencao da

resposta em células T de meméria (MOLL et al., 1995).

Logo apds a internalizagao do parasito, as células de Langerhans tém a
expressao de moléculas de MHC classe I e II e co-estimulatorias aumentada
no periodo de quarenta e oito horas (VON STEBUT et al, 1998), mostrando
caracteristicas de maturacao. Interessantemente, essa maturacao s6 ocorre
com a internalizacao do parasito, em qualquer dos estagios do ciclo de vida,
opsonizado por anticorpo (PRINA et al, 1993). A auséncia de maturagao
dessas células, que ocorre apés a infecgcdo com o parasito, beneficia o seu
estabelecimento e multiplicagdo dentro das células do hospedeiro (PRINA et

al., 1993).

A capacidade de migracdo da DC derivada de monécitos da pele para o
linfonodo drenante esta associada a receptores de quimiocinas, como CCR7
e CCR8 (FORSTER et al., 1999; QU et al.,, 2004). Contudo, apés a infec¢ao
por Leishmania, essas células podem sofrer alteragées na expressao de
alguns receptores de quimiocinas capazes de interferir com a sua migracgao
para 6rgaos como linfonodo drenante e o baco (SATO et al., 2000; ATO et al.,
2002).

1.3 DISSEMINACAO DA Leishmania A PARTIR DO SiTIO DE INFECCAO

Como revisto acima, amastigotas de Leishmania vivem nos tecidos no
interior de fagécitos mononucleares. Esses fagocitos podem permanecer no
sitio de infeccao ou se deslocar, estabelecendo lesées em outros tecidos como

pele, mucosas e orgaos internos. Tem-se mesmo sugerido a eficiéncia de um
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tropismo das diferentes espécies de Leishmania para determinados tecidos.
Frequientemente, fagocitos infectados podem ser observados na regiao
subcapsular do linfonodo que drena a area de indculacao do parasito.
Fagocitos mononucleares infectados sao também observados atravessando
os cordoes medulares como mostra o desenho esquematico abaixo (figura 2),

assim como também ja foram identificados na corrente sanguinea (FIORINI
et al., 2002).

Infecgao
+~ mna Pele

#00Z ‘so3upbs-sop )M Jod

Figura 2. Desenho esquemaitico sobre o aparecimento de fagécitos infectados no
linfonodo regional.

Os sinais para permanéncia ou deslocamento dos parasitos para os
diferentes tecidos devem estar codificados na superficie dos fagocitos
infectados, desde que a superficie dessas células constituem a real interface
entre o parasito e os tecidos do hospedeiro. Na realidade, como pode ser
visto na figura 3, uma intima relacdo é observada entre fagocitos

mononucleares infectados com Leishmania e componentes matriciais e

celulares do tecido conjuntivo.
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Fagacito vacuolado contendo L. amazonensis

Coldgeno

Figura 3. Relacdo dos fagécitos infectados com Leishmania entre componentes
matriciais e celulares do tecido. Seccao de lesao tegumentar de camundongo infectado
com L.amazonensis e corada com vermelho sirius. Em vermelho, fibras de colageno; em
verde, outras proteinas em células vacuoladas e Leishmania.

Nosso grupo desenvolveu um ensaio de adesao para estudar as interacoes
entre células macrofagicas e o tecido conjuntivo (CARVALHAL et al., 2004).
Através desse ensaio demonstramos que macrofagos e mondcitos aderem
preferencialmente ao tecido conjuntivo inflamado. Essa adesao é dependente
de cations divalentes, capaz de aumentar apos a ativacao dos fagocitos com
lipopolissacarideo e ser inibida por uma mistura de anticorpos contra
integrinas contendo cadeias a4 ou (32 (inibicao de 49.5% a 77.4%) ou por
uma mistura dos peptidios CS-1 (fragmento da fibronectina) e RGD (inibicao
de 58.2 + 2%)).

Demonstramos que a infeccao de fagocitos mononucleares com Leishmania
causa uma inibi¢cao na adesao dessas células ao tecido conjuntivo inflamado
logo nas primeiras vinte e quatro horas de infeccao. Contudo, a fagocitose de
particulas de latex de 3 pm (tamanho aproximado de uma amastigota de
Leishmania) ou a infeccao com Mycobacterium fortuitum nao produziram o
mesmo efeito. Essa reducdo da aderéncia, decorrente da infeccao com
Leishmania, foi observada utilizando-se células macrofagicas da linhagem

J774, fagocitos peritoneais inflamatérios de camundongo induzidos por
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tioglicolato € com monécitos do sangue periférico humano (CARVALHAL et

al., 2004).

Foi possivel reverter parcialmente a perda na adeséo dos fagocitos infectados
através da adicdo de manganés, levando a entender que mecanismos que
regulam a afinidade/avidez das integrinas pelos seus receptores, estao
envolvidos (CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Demonstramos
por meio de experimentos de cinética do aparecimento da redugao da adesao
celular que essas alteracdes tém inicio tdo cedo quanto duas horas apos a
infeccdo, que o fenémeno esta relacionado a alteracdo na funcao de
integrinas da familia beta-1 e potencialmente é relacionado a alteragbes na

expressao de receptores de quimiocinas (PINHEIRO et al., 2006).

A identidade das células que carregam o parasito do sitio de inoculagdo para
o linfonodo (BLANK et al., 1993; MURAILLE et al., 2003; QU et al., 2004) que
sdo capazes de estimular a resposta imune eficaz tem sido motivo de
controvérsias na literatura (BLANK et al, 1993; SAHA et al, 1995;
SHANKAR, 1997; RITTER et al, 2004). Moll e colaboradores (1993)
identificaram células dendriticas derivadas de células de Langerhans como
potenciais carreadoras do parasito. Muraille e colaboradores (2003),
entretanto, apresentaram evidéncias de que células dendriticas derivadas de
monocitos seriam as principais responsaveis pelo carreamento do parasito
do sitio de infeccdo para o linfonodo. Essa possibilidade também tem o
suporte de estudos com particulas de latex transportadas dos sitios de

injecéao para linfonodos braquiais do pulméao (RANDOLPH et al., 1999).

lezzi e colaboradores (2006) demonstraram que células dendriticas
residentes do linfonodo sao capazes de adquirirem antigenos soluveis de
Leishmania, provavelmente drenados pelos vasos linfaticos até o linfonodo
ou levado por monécitos inflamatérios, logo nas primeiras vinte e quatro
horas apo6s a infeccdo. Estes consideram que poucas células dendriticas
derivadas da pele (Células de Langerhans ou DC dérmicas) migram para o

linfonodo exibindo pequena funcao na ativacado precoce de células T. Dessa
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forma é possivel que o transito de moléculas vistas pelo sistema imune como
antigenos seria distinto do transito de parasitos do sitio de agressdo para os

linfonodos regionais.

Esses estudos ressaltam as controvérsias expostas sobre o fenétipo e a
importancia de cada populacao celular no transporte de Leishmania para
diferentes tecidos. Buscamos desenvolver um modelo experimental capaz de
permitir o estudo de uma grande quantidade de fagocitos inflamatoérios com
possivel capacidade migratéria. Utilizamos este modelo para explorar as
populacoes de fagoécitos mononucleares capazes de se infectar com
Leishmania e capazes de transportar o parasito do sitio inflamatério para o

linfonodo regional, além dos mecanismos envolvidos no processo.
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2 JUSTIFICATIVA

Ha controvérsias a respeito das populacées de fagocitos mononucleares
responsaveis pelo transporte de Leishmania do sitio de infec¢do para o
linfonodo drenante e sobre os mecanismos envolvidos nesse processo (MOLL

et al.,, 1993; MURAILLE et al., 2003).

Nosso grupo desenvolveu um modelo de interacdo celular ao tecido
conjuntivo inflamado, com o qual observamos que fagocitos inflamatorios
peritoneais de camundongo, monécitos humanos e células de linhagem
macrofagica, J774, tém sua aderéncia ao tecido conjuntivo inflamado
reduzida apods a infeccao com Leishmania (CARVALHAL et al, 2004;
PINHEIRO et al., 2006).

Nao sabemos o significado dessas alteracoes da adeséo celular induzida por
Leishmania. A desadesao pode constituir, porém, o estagio inicial da
migracao leucocitaria, pode ainda limitar a saida dessas células do sitio

inflamatoério e a capacidade dessas células em estimular a resposta imune.

Um dos problemas que encontramos ao tentar acessar essas questoes € a
pequena quantidade de fagodcitos mononucleares oriundos dos sitios
infectados por Leishmania e potenciais artefatos originados no processo de
isolamento dessas células. Bellingan e colaboradores (1996) demonstraram a
migracao de fagocitos mononucleares do peritdnio para linfonodos regionais.
Desde que essas células sado susceptiveis a infeccao com Leishmania e tém
sua aderéncia ao tecido conjuntivo modulada pela infeccao, nés adaptamos
esse modelo para a utilizagdo em nossos estudos. A utilizagcdo do modelo
com as adaptacdes descritas aqui permitirdo a confirmacdo de hipoteses
geradas em estudos in vitro sobre adesao e migracao celular. Permitiram
ainda dispor de um grande numero de células, o que possibilita a execucao
de estudos para a confirmacdo dos mecanismos envolvidos no processo de

migracao de fagocitos mononucleares.
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Pretendemos utilizar agora este sistema para a identificacdo da capacidade
de transporte de Leishmania por diferentes populacdes de fagocitos
mononucleares inflamatorios e para o estudo dos mecanismos celulares
envolvidos no processo, possibilitando o teste de hipéteses originadas no

estudo das lesoes.

Além da importancia para o estudo da leishmaniose, pretendemos com este
trabalho contribuir para o avanc¢o na compreensao de mecanismos de outros
patégenos intracelulares, cujo mecanismo patogénico compartilha aspectos

com a leishmaniose.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Estabelecer um sistema que permita identificar o potencial migratério in vivo

de populacdes de fagocitos mononucleares inflamatorios susceptiveis a

infeccdo por Leishmania.

3.2 ESPECIFICOS:

3.2.1 Definir a cinética de influxo e fenétipo das populagdes de fagocitos

3.2.2

3.2.3

3.2.4

3.2.5

mononucleares atraidas para o periténio apdés um estimulo

inflamatério com tioglicolato;

Definir a cinética de migracao de fagécitos mononucleares

inflamatérios do periténio para o linfonodo regional;

Identificar as populagoes celulares que compdem o exsudato
inflamatoério no ponto em que a migracao de fagocitos para o linfonodo

regional € mais evidente;

Examinar o efeito do cultivo in vitro dos fagocitos na sua migragao

para os linfonodos;

Identificar as populacoes dos fagbcitos peritoneais inflamatorios

murinos susceptiveis a infecgcdo com Leishmania.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 ANIMAIS:

Foram wutilizados camundongos da linhagem BALB/c com seis a oito
semanas de vida, independente do sexo, obtidos no biotério do Centro de
Pesquisa Gongalo Muniz — FIOCRUZ (Salvador, Bahia). Os animais foram
mantidos sob condi¢dées ambientais controladas de umidade, temperatura,
periodos de claro e escuro, com racao balanceada e agua ad libidum. Os
experimentos usando camundongos foram conduzidos de acordo com as
orientacdes da FIOCRUZ para manipulagao e experimentacao com animais

http:/ /www.fiocruz.br/presidencia/vppdt/comceua.htm. O estudo tem

aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais do CPqGM-

FIOCRUZ (Ceua, parecer n° 040/2005).

5.2 CINETICA DO INFLUXO E DA MIGRACAO PARA O LINFONODO DRENANTE DE

FAGOCITOS MONONUCLEARES PERITONEAIS APOS O ESTIMULO COM TIOGLICOLATO:

Para definir a cinética de migracao dos fagocitos inflamatérios, foi induzida a
peritonite estéril em camundongos da linhagem BALB/c e, ap6s uma, duas,
quatro, oito € doze horas e ap6s um, dois, quatro, dez, vinte, quarenta e cem
dias, os fagocitos peritoneais inflamatérios e o linfonodo regional (para-
timico) foram retirados para analise. As células peritoneais de cada animal
foram cito-centrifugadas, fixadas em laminas e coradas pelo método de
Papanicolau para analise diferencial das populacgdées celulares por
microscopio optico. Um pool das células dos animais foi analisado por
citometria de fluxo, conforme descrito no tépico abaixo (5.3). Dentre os
anticorpos utilizados nesta etapa nao incluimos anti-CD8a (Ly-2) e anti-
CD54 (3E2) (todos da BD-Pharmingen; San Jose, Califérnia, EUA e
adicionamos anti-GR-1 (RB6-8C5) (Caltag; San Diego, California, EUA) ligado

a FITC. Os linfonodos foram incluidos em liquido de Bouin, incluidos em
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parafina, cortados e corados com HE e, em seguida, a migracao foi analisada
ao microscopio optico (Olympus, modelo CX41; Philippines). Para a analise
morfologica os dados foram extraidos de dois experimentos. No primeiro
foram utilizados dois animais no grupo controle € quatro no grupo
estimulado com tioglicolato. Os pontos de tempo foram duas, quatro e doze
horas e um, dois, quatro, dez, vinte, e quarenta dias. No segundo
experimento, foi utilizado um numero maior de animais, com dez animais no
grupo controle e cinco no estimulado. Os pontos de tempo revistos no
segundo experimento foram quatro e doze horas e um, dois, dez e quarenta

dias.

5.3 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO:

Para a fenotipagem das células do exsudato peritoneal foram utilizados
anticorpos ligados a Isotiocianato de Fluoresceina (FITC): anti-CD11b
(M1/70), anti-CD8a (Ly-2), anti-CD54 (3E2), anti-CD3e (145-2C11), anti-
CD45R/B220 (RA3-6B2), anti-I-Ad (AMS-32.1) (todos da BD-Pharmingen;
San Jose, California, EUA) e anti-F4/80 (R1-2; Caltag; San Diego, California,
EUA); ligados a Ficoeritrina (PE): anti-F4 /80 (R1-2; Caltag, EUA) e anticorpo
biotinilado: anti-CD11c (HL3; BD-Pharmingen; San Jose, California, EUA).
Para detectar os anticorpos biotinilados utilizamos streptoavidina conjugada
a Cy-5 (BD-Pharmingen; San Jose, Califérnia, EUA). O fenotipo dos
monocitos/macrofagos foi determinado pela expressao Unica de CD1lb e
F4/80 ou ambas; os polimorfonucleares pela combinacdo da alta
granulosidade e a alta expressdao de GR-1; os linfécitos pela soma das
células CD3* e B220* e as células dendriticas maduras pela expressao de
CD11c+ e MHC-IIMgh, Todos os anticorpos foram previamente titulados para
determinacado da concentracao ideal de uso. As células infectadas ou nao
com Leishmania foram ressuspensas na concentracdo de 2x107/ml em
tampao de FACS (PBS, contendo 2mM de azida, 5% de SFB). As reacdes nao
especificas foram bloqueadas com 5% de soro de camundongo. As células
foram distribuidas 100ul da suspensdo/poco em placa de noventa e seis

pocos com fundo em “U” (Microplate, Reino Unido) e incubadas com os
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anticorpos contra as moléculas em estudo ou sem anticorpos, usados como
controle. Apés vinte minutos, as células foram lavadas por trés vezes com
tampao de FACS e ressuspensas em (PBS) a 0,15M com pH 7,2 contendo
2mM de azida. A aquisicao foi realizada por um citéometro de fluxo FACScan
usando o programa CellQuest (Becton-Dickinson, Canada, EUA). Para
analise dos dados utilizamos FlowJo (Tree Star Inc, Califérnia, EUA)

(PINHEIRO et al., 2006).

5.4 MARCACAO DE FAGOCITOS MONONUCLEARES OU LEISHMANIA COM PKH26:

Os fagécitos mononucleares ou promastigotas de Leishmania na fase
estacionaria foram tratadas com PKH26 (Sigma, USA), que ¢ um marcador
fluorescente estavel com longas cadeias alifatica, a qual se liga entre a
bicamada lipidica da membrana celular, conferindo as células fluorescéncia
vermelha (protocolo proposto pelo fabricante). Em resumo, as células e os
parasitos foram lavados duas vezes com HBSS e ressuspensos na
concentracao de 2x107 fagoécitos ou de 2x108 promastigotas por ml do
diluente C. Em outro tubo, 4 x 10-6 M do corante PKH26 foi diluido em 1ml
do diluente C e adicionado a célula. Apés cinco minutos de incubagao a
temperatura ambiente, a reacéo foi bloqueada com a adi¢do de igual volume
de SFB e incubacdo por um minuto também a temperatura ambiente. As
células foram centrifugadas (400 x g) por dez minutos a 25°C e lavadas trés

vezes com HBSS. Foram entao ressuspensas e usadas nos experimentos.

5.5 INJECAO E RASTREAMENTO DE CELULAS MARCADAS:

No terceiro dia da inducéo de peritonite estéril pela injecdo de tioglicolato, as
células do exsudato peritoneal foram isoladas € marcadas com o corante
fluorescente vermelho PKH26, conforme descrito acima. ApOs ressuspensas
na concentracdo de 106-107/ml em salina, 1ml da suspensao das células foi

injetada no peritéonio de camundongos da linhagem BALB/c previamente
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estimulados por trés dias com tioglicolato. Ap6s doze a vinte e quatro horas
da injecao das células marcadas, foi feita a lavagem peritoneal com coleta de
células e a extracdo do linfonodo paratimico de animais recipientes (Ver
esquema na figura 4). As células foram cito-centrifugadas, os linfonodos
foram congelados com tissue-teck (Sakura, USA) e cortados em criostato e as
laminas foram montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector, USA). Em
seguida o material foi examinado ao microscopio de fluorescéncia e imagens
do mesmo campo foram capturadas, para o DAPI com excitagao de 360 nm,
emissdao maxima de 460 nm quando ligado ao DNA e filtro azul produzindo
uma fluorescéncia azul. O PKH26 tem excitacdo de 551 nm, emissao 567 nm

e filtro verde produzindo uma fluorescéncia vermelha.

Lavagem
Peritoneal PEC

Estimulacdo com
Tioglicolato (via
intraperitoneal) 3 dias

com PKH26

Injetar células
coradas (via ’
intra peritoneal)

l Corar PEC

- | =

Analise no microscépio
de fluorescéncia

Figura 4. Desenho esquemaitico sobre metodologia da injecdo e rastreamento de
células marcadas. PEC - células do exsudato peritoneal; PKH26 — corante fluorescente
vermelho.
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5.6 CELULAS DO EXSUDATO PERITONEAL DE CAMUNDONGO:

As células do exsudato peritoneal foram obtidas de camundongo da
linhagem BALB/c pela injecdo de 3 ml de uma solugédo de tioglicolato
(Sigma, USA) a 3% estéril e envelhecido por um més ao abrigo da luz. Quatro
dias apds a injecéo de tioglicolato, as células do exsudato peritoneal (PECs)
foram coletadas através da lavagem da cavidade peritoneal com Solugao
Salina Tamponada de Hank modificado (HBSS; Sigma, USA) a 4 °C,
contendo 20 IU/ml heparina. As células foram contadas e utilizadas nos

diferentes experimentos.

5.7 PARASITOS:

As promastigotas de L. amazonensis (cepa MHOM/Br88/Ba-125) foram
isoladas de camundongos da linhagem BALB/c e cultivadas in vitro em meio
de Schneider’s (Sigma, USA) suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB;
Cultilab, Brasil) a 22°C. Os parasitos na fase estacionaria foram lavados trés
vezes por centrifugacdo a 1.250 x g por 10 minutos, a 4°C com HBSS e

ressuspensos em RPMI completo.

5.8 INFECCAO DE FAGOCITOS MONONUCLEARES COM LEISHMANIA:

Os fagoécitos mononucleares inflamatdérios murinos foram cultivados por
vinte e quatro horas em tubos de polipropileno (nédo aderentes) em RPMI
completo, na presen¢a ou nao de promastigotas de Leishmania a 37°C e 5%
de CO2. A infeccao foi feita na proporcédo de 10 parasitos:1 fagocito. Os
parasitos foram ressuspensos na concentracdo de 2x107/ml e incubados
com as células na concentragdo de 2x10%/ml, por um periodo de dezoito a

vinte e quatro horas.
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5.9 ANALISE ESTATISTICA:

Os graficos dos experimentos de cinética representam médias * desvios
padrdes entre os diferentes experimentos. A tabela 1 apresenta o percentual
dos linfonodos para os quais houve migracédo celular em relagdo ao numero
de linfonodos totais examinados. Os dados exibidos pela analise por
citometria de fluxo representam média percentual do numero de células
positivas para cada marcador analisado * desvio padrao entre os diferentes
experimentos. A significAncia estatistica entre os diferentes grupos foi
medida usando o teste t, com nivel critico de significancia de p < 0,05. Os
dados foram analisados através de programa Prisma 4.00 para Windows,

Software GraphPad (San Diego, California, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1 CINETICA POS-INJECAO DE TIOGLICOLATO

Observou-se um significante aumento no numero de células na cavidade
peritoneal dos animais injetados com tioglicolato (1,8 + 0,6 x 107 células) em
relacdo aos animais injetados com salina (2 + 2 x 106 células), desde o
primeiro dia apos estimulo inflamatério. O numero de células permaneceu
aproximadamente inalterado até o quarto dia apds o estimulo. Apds esse
periodo, o numero de células diminuiu progressivamente atingindo um platd
(8 £ 4 x 109 que se manteve estavel até o centésimo dia. O nuimero de
células do grupo estimulado com tioglicolato foi sempre maior do que o

grupo controle, mesmo cem dias apés o estimulo inflamatério (figura 5).

24 -

N
o

—— Salina
—— Tioglicolato

16 -

e}

Numero de Células no Peritdneo ( x10°)
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Figura 5. Cinética do recrutamento de células para o peritonio apés injecdo de
tioglicolato. Os camundongos da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato e
sacrificados nos periodos de duas, quatro e doze horas e um, dois, quatro, dez, vinte,
quarenta e cem dias. Em seguida, foi feita a lavagem peritoneal. Cada circulo e quadrado no
grafico representam o numero de células obtidas em cada experimento. As linhas
representam a média do numero de células retiradas de cada animal. Os dados sao
representativos de dois experimentos representados pelo circulo e quadrado.
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6.1.1 POPULACOES CELULARES:

6.1.1.1 ANALISE POR MICROSCOPIA OPTICA:

O percentual de fagécitos mononucleares do exsudato peritoneal recrutados
pelo estimulo inflamatério com tioglicolato variou de acordo com o tempo de
estimulo. Nas doze primeiras horas houve um decréscimo (48 + 17%, 2h; 28
t 10%, 4h; 19 + 1%, 12h) no percentual de fagocitos mononucleares com um
aumento entre o primeiro (59 * 25%) e o quarto dia (84 + 11%) quando
tornou-se a célula predominante. O percentual de fagocitos mononucleares
declinou entre o décimo (52 + 40%) e o quadragésimo dia (23 + 16%). Os
linfécitos foram as células mais freqiientes nas etapas iniciais (56 £ 19%, 2h;
63 £ 5, 4h e 67 £ 1, 12 horas) e finais (75 + 15%, 40 ¢ 89 + 3% 100 dias) do
processo inflamatéorio. Uma freqiiéncia aumentada de neutrodfilos foi
observada entre a quarta hora e o quarto dia (8 * 4%, 4 horas — 4%, quarto
dia) apoés estimulo inflamatoério. Apds este periodo foi observado um
decréscimo que manteve-se até cem dias (1%). Uma pequena populacao de
eosinofilos e mastocitos foi observada em todos os momentos analisados

(figura 64).

Nos animais injetados com salina foi observada uma variagdo similar,

porém, menos intensa na proporc¢ao de células (figura 6B).
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Figura 6. Percentual das diferentes populacdes celulares observadas entre as células
do exsudato peritoneal em diferentes periodos apés a injecdao de tioglicolato. A,
animais injetados com tioglicolato; B, animais injetados com salina. Os camundongos da
linhagem BALB/c foram injetados com salina ou estimulados com tioglicolato e sacrificados
nos periodos de duas, quatro e doze horas e um, dois, quatro, dez, vinte, quarenta e cem
dias. As cores diferentes nas barras do grafico representam os percentuais de células
contadas em cada animal nos diferentes pontos do experimento. Dados originados de dois
experimentos.
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6.1.1.2 ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO:

Nos animais estimulados com tioglicolato ha um aumento da proporcao de
células CD11b*, F4/80* ou CDI11b*F4/80* (monécito/macrofago) entre
quatro horas e quatro dias apds o estimulo. Quatro horas apés a injecdo de
tioglicolato o percentual dessas células foi de 47%, porém, atinge 84% no
quarto dia. Dez dias apds o estimulo, observa-se reducdo da populagédo
dessas células (27%) permanecendo assim até cem dias apos o estimulo
(35%). Os linfocitos constituiram sempre a segunda populacdo celular mais
frequente no exsudato peritoneal induzido por tioglicolato. A proporgéo
dessas células reduz entre quatro horas (33%) e quatro dias (14%), elevando-
se novamente entre o décimo (70%) e o centésimo (63%) dia. Os neutrofilos
foram observados em maior numero entre quatro horas (19%) e quatro dias
(1%), declinando posteriormente. Poucas células dendriticas maduras foram
identificadas. A proporcdo destas células atingiu o maximo com dez dias

(2%) ap6s o estimulo infamatério (figura 7A).

No grupo controle injetado com salina o aumento da proporc¢ao de fagocitos
mononucleares é evidente até o quarto dia e os neutréfilos predominam no
primeiro dia. Os linfécitos constituiram a principal populacao celular com

doze horas e entre dez e cem dias (figura 7B).



A Tioglicolato

Percentual dos Tipos Celulares (%)

B Salina

Percentual dos Tipos Celulares (%)
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1 Neutrdfilo B Célula Dendritica Madura

Figura 7. Percentual das diferentes populacdes celulares observadas entre as células
do exsudato peritoneal induzido por tioglicolato em diferentes pontos de tempo
analisados utilizando-se citometria de fluxo. A, animais estimulados com tioglicolato; B,
animais injetados com salina. Os camundongos da linhagem BALB/c foram injetados com
salina ou estimulados com tioglicolato e sacrificados nos periodos de quatro e doze horas e
um, dois, dez, quarenta e cem dias. As células do exsudato peritoneal foram retiradas e
marcadas com anticorpos contra GR-1, B220, CD3 e duplamente marcadas com CD11b e
F4/80 e CD11c e MHC-II. O fenétipo dos monécitos/macréfagos foram determinados pela
expressao unica de CD11b e F4/80 ou ambas; os polimorfonucleares pela combinacao da
alta granulosidade e a expressao de GR-1; os linfécitos pela soma das células CD3* e B220*
e as células dendriticas maduras pela expressdao de CD11c+ e MHC-IIhigh, As cores diferentes
nas barras representam o percentual das células contadas em cada animal nos diferentes
pontos. Dados originados de um experimento.
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6.2 MIGRACAO CELULAR

6.2.1 CINETICA DE MIGRACAO DAS CELULAS PERITONEAIS PARA O LINFONODO

DRENANTE:

A morfologia dos fagocitos mononucleares observados no exsudato peritoneal
apos estimulo inflamatoério induzido com tioglicolato é diferente da observada
em animais injetados com salina. As cé€lulas induzidas por tioglicolato sao
grandes e apresentam inumeros vacuolos contendo particulas de agar
fagocitadas do meio injetado. Os aspectos morfologicos caracteristicos das
c€lulas obtidas dos animais injetados com salina ou com tioglicolato sao

apresentados na figura 8.

Células Peritoneais Células Estimuladas
Residentes com Tioglicolato

— - L:“'
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Figura 8. Morfologia das células da cavidade peritoneal antes e apds estimulo
inflamatério. Células da cavidade peritoneal foram retiradas de camundongos da
linhagem BALB/c ap6s 4 dias da injecao de salina (A) ou tioglicolato (B) e coradas
com a técnica Papanicolau (1000X).
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Os linfonodos dos animais que foram injetados com salina demonstraram
um padrao similar em todos os periodos da observagcdo. Nestes animais é
comum a presencga de mastocitos no seio subcapsular e células de aspecto

macrofagico como mostra a figura 9.

- |

Figura 9. Linfonodo para-timico 4 dias apés a injecdo de salina. A. Camundongos da
linhagem BALB/c foram injetados com salina e depois de 4 dias foram sacrificados, o
linfonodo para-timico retirado e em seguida levado para processamento histolégico. B. O
linfonodo no aumento de 20x observa-se a presenca de mastécitos (cabeca de seta) na regiao
sub-capsular.
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O aparecimento de células vacuoladas nos seios periféricos dos linfonodos
drenantes da cavidade peritoneal foi observado 8 horas apés a injecao de
tioglicolato (figura 10). Neste momento, as poucas células observadas no
linfonodo para-timico encontram-se no seio subcapsular. Dentre os cinco

linfonodos examinados, apenas dois apresentaram essas células (tabela 1).

Figura 10. Linfonodo para-timico 8 horas apés a injecdo de tioglicolato. Camundongos
da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato e depois de 8 horas foram

sacrificados, o linfonodo para-timico retirado e levado para processamento histologico.
Imagem em aumento de 40x.

Com doze horas, as células vacuoladas foram encontradas no seio
subcapsular em maior propor¢do. Em um dos linfonodos, essas células
puderam ser observadas em grande quantidade na transi¢do cortico-
medular. Nesta regido, observam-se também mastocitos e células
polimorfonucleadas (figura 11). A partir de doze horas, verifica-se um
aumento progressivo da quantidade dessas células no periténio pelo menos
até o quarto dia apés o estimulo inflamatério, permanecendo assim até o
centésimo dia (figura 5). Ha, porém, diferencas na intensidade de migracao
dessas células para o linfonodo. No quarto dia, células vacuoladas estavam
presentes na maioria dos linfonodos observados (tabela 1). Na maioria dos
casos foi observada a substitui¢do de quase todo o parénquima do linfonodo

por células vacuoladas de morfologia macrofagica, tanto na regiao
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paracortical quanto nos cordées medulares (figura 11). Neste ponto, dos

quinze linfonodos observados, quatorze apresentaram migracao.

Tabela 1. Percentual dos linfonodos para-timicos que apresentaram migracdo dos
f_agécitos mononucleares inﬂamatérioireritoneds.
Horas Dias

4 8 12 1 2 4 10 20 40 100
Namero de 14 2 7 9 11 6 9 6 14 5
animais
Percentual dos
linfonodos com 0 40 56 43 47 93 63 61 45 i3
_migragéo (%)

Dados obtidos de dois experimentos independentes.

Figura 11. Linfonodo para-timico doze horas e 4 dias apds a injecdo de tioglicolato.
Camundongos da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato e depois de doze
horas (A-B) e 4 dias (C-D) foram sacrificados, o linfonodo para-timico retirado e levado para
processamento histologico. B. Apos doze horas observa-se também a presenca de
polimorfonucleares (seta preta) e mastocitos (cabeca de seta) na regidao de transicéo entre a
regiao sub-capsular e medular. D. Quatro dias apés o estimulo observa-se um grande
infiltrado de células vacuoladas no seio subcapsular, cordoes medulares e regido
paracortical (seta azul).
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A partir do décimo dia observa-se uma diminuicao progressiva do numero de
linfonodos que apresentaram agregados de células vacuoladas (tabela 1).
Contudo, pode-se encontrar ainda um grande numero dessas c€lulas na
regiao cortical e nos cordoes medulares dos linfonodos. Um quadro similar é
observado nos poucos linfonodos que apresentaram essas células com

quarenta (figura 12) e cem dias apoés estimulo com tioglicolato.

10 Dias

Figura 12. Linfonodo para-timico dez dias e quarenta dias apés a injecao de
tioglicolato. Camundongos da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato,
sacrificados, depois de dez dias (A-B) e quarenta dias (C-D),o linfonodo para-timico retirado
e levado para processamento histologico.
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6.2.2 INJECAO E RASTREAMENTO DE CELULAS MARCADAS:

Nos experimentos objetivando identificar a cinética de migrag¢ao de fagocitos
mononucleares para o linfonodo, verificou-se que o quarto dia de estimulo
inflamatério foi 0 momento com maior influxo de fagécitos mononucleares no
periténio, assim como o ponto de maior numero de linfonodos que
apresentaram essas células em grande quantidade. Com base nestes dados,
realizamos os experimentos de injecdo e rastreamento com células
marcadas, para afastar a possibilidade de que no lugar da migracao dessas
células do periténio para o linfonodo, estivesse apenas migrando particulas
de agar do sitio de injegcao para o seio marginal. Apds vinte e quatro horas da
injecado intraperitoneal de células marcadas, encontrou-se um grande
numero de células fluorescentes no lavado peritoneal (figura 13) e no
linfonodo drenante (figura 13). No linfonodo, as células foram observadas
principalmente no seio subcapsular (figura 13), mas também espalhadas
pela regido medular (dado nao mostrado). Analisando o mesmo linfonodo no
HE, encontramos um numero maior de células vacuoladas do que observado
na fluorescéncia. Provalvemente, isso decorre do fato de que os animais que
receberam as células fluorescentes estavam previamente estimulados com
tioglicolato, havendo migracao de células préprias e de células injetadas

(Figura 13).
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Figura 13. Migracao de fagécitos mononucleares inflamatérios para o linfonodo
regional dezoito-vinte e quatro horas apés a injecao intra-peritoneal das células
coradas com PKH26. Células do exsudato peritoneal foram retiradas de
camundongos da linhagem BALB/c apos 3 dias de estimulo com tioglicolato; em
seguida foram coradas ou nao com marcador fluorescente vermelho (PKH26) e
injetadas no peritonio de camundongos previamente estimulados. Apés vinte e quatro
horas, as células do exsudato peritoneal (PEC) e o linfonodo regional foram retirados e
levados para analise no microscopio oOptico de fluorescéncia. As laminas foram
montadas com DAPI marcando em azul. Os dados sao representativos de sete
experimentos. Células do exsudato peritoneal; B — linfonodo de um animal injetado
com tioglicolato sem injecao de células marcadas do mesmo periodo. A - Exsudato
peritoneal e linfonodo de um animal também com tioglicolato e injetado com células
marcadas.
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6.2.3 INJECAO E RASTREAMENTO DE CELULAS MARCADAS APOS INCUBACAO:

No modelo de infeccdo das células peritoneais utilizado no laboratorio, as
células sdo incubadas com o parasito por dezoito-vinte e quatro horas, na
estufa de CO2 em tubos nao aderentes. Como o objetivo deste estudo €
definir condi¢des para identificacdo de populagdes celulares em ensaios de
migragao in vivo, realizamos alguns experimentos para ver se o cultivo nas
condi¢bes descritas alteram a migragdo dessas células. Como demonstrado
na figura 14, a incubacgao das células por dezoito-vinte e quatro horas nao
altera a capacidade de migrar para o linfonodo drenante. Foram observadas
células fluorescentes no lavado peritoneal assim como no linfonodo
drenante. No linfonodo, foi possivel observar células migrantes espalhadas
nas regides cortical e medular, como foi visto quando as células nao foram
incubadas. Na coloragcdo com HE, foi observada a presenca de células
vacuoladas nas mesmas regioes que as observadas pela fluorescéncia ou as

vezes um pouco mais, devido ao estimulo prévio com tioglicolato (figura 14).



Celulas Coradas e Incubadas

Células Peritoneais

Linfonodo

Figura 14. Migracao de fagécitos mononucleares inflamatérios para o linfonodo
regional apés dezoito-vinte e quatro horas de incubacdao. Células do exsudato
peritoneal foram retiradas de camundongos da linhagem BALB/c apés 3 dias de
estimulo com tioglicolato e, em seguida foram coradas ou nao com marcador
fluorescente vermelho (PKH26). Depois foram incubadas por dezoito-vinte e quatro
horas em tubos nao aderentes na estufa de CO2 e injetadas no peritonio de
camundongos previamente estimulados. Apdés aproximadamente vinte e 4 horas, as
c€lulas do exsudato peritoneal (PEC) e o linfonodo para-timico foram retirados e
levados para analise no microscopio optico de fluorescéncia. As laminas foram
montadas com DAPI marcando em azul. Os dados sao representativos de sete
experimentos.
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6.3 POPULACOES CELULARES DO EXSUDATO PERITONEAL QUATRO DIAS APOS

ESTIMULO INFLAMATORIO COM TIOGLICOLATO

Tendo definido o quarto dia apdés o estimulo inflamatério como o mais
adequado para os estudos de migragao celular, procuramos, nesta etapa,
identificar as populacdes celulares presentes no exsudato peritoneal e a
susceptibilidade dessas células a infeccdo com Leishmania. Por essa razao, a
analise das células foi sempre procedida por dezoito-vinte e quatro horas de
incubacdo em tubos nao aderentes (condigdes dos nossos ensaios de
infeccao e adesao celular; CARVALHAL et al.,, 2004; PINHEIRO et al., 2006).
Desde que seja possivel refinar a analise dessas células adicionando
parametros de granulosidade e tamanho a analise, fizemos em seguida uma
avaliacdo da distribuicdo das células utilizando esse parametro. Nossa
espectativa é identificar regides com populagdes celulares mais uniformes

para uso em futuros experimentos.



57

6.3.1 POPULACAO CELULAR TOTAL APOS INCUBACAO DE DEZOITO-VINTE E QUATRO

HORAS:

A peritonite estéril induzida pela injecdo de tioglicolato aumenta o numero
de células na cavidade peritoneal, apos quatro dias, em vinte vezes, de 1 x
106 para 2,0 £ 1,3 x 107, o numero de células normalmente encontradas na
cavidade. O fenétipo dessas células e sua freqiiéncia no exsudato esta
apresentada na figura 15. Como podemos observar, 78 * 6% das células
eram CD11b*, 65 + 9% F4/80*, 28 + 15% CD11c*, 27 + 3% MHC-II*, 47 +
25% CD54*, 0,6 £ 1% CD8a*, 1,01 + 1% CD3*, 1,18% CD4* e 4% B220*.
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Figura 15. Distribuicdao das populacdes de células do exsudato peritoneal quatro dias
apos a inducdo de peritonite estéril com tioglicolato. Cada ponto do grafico representa
percentual de células observado em experimentos independentes. As barras horizontais
representam a média dos valores obtidos nos diferentes experimentos.
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Pode-se notar que as células CD11b* e F4/80* sao as mais freqiientes nesse
exsudato peritoneal. Como observado na figura 16, 64% dessas células sao
CD11b*F4/80* (figura 16A), 9 £+ 5% sao CD11b*CD11c* (figura 16B), 20%
sdao CD11c*MHC-II* dentre as quais 3% sao células CD11c*MHC-IIhigh (figura
160). Nao foram encontradas células CD11c*CD8a* (figura 16D).

Figura 16. Distribuicdo de fagécitos mononucleares inflamatéorios peritoneais
incubados com meio de cultura apés 18-24 horas. BALB/c foram estimulados com
tioglicolato e apés 4 dias de estimulo PEC foram retiradas, duplamente marcadas com
anticorpos contra CD11b e F4/80 (A); CD11b e CD11c (B); CD11c e MHC-II (C); CD11c e
CD8a (D) e analisadas utilizando-se citometria de fluxo. Os dados sao representativos de
cinco experimentos independentes. O quadro vermelho representa populacdo de células
CD11c*/MHC-IIhigh,
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6.3.2 SUB-POPULACOES CELULARES POR REGIOES DE ANALISE EM CITOMETRIA DE

FLUXO:

Observando a distribuicao das células do exsudato peritoneal, podemos
distinguir quatro regidoes em relacdo ao seu tamanho e granulosidade
(foward/ side scatter) (figura 17). Na regiao 1 (R1) observou-se células pouco
granulosas e pequenas que representam 6,4 + 2% da populacao total. Na
regiao 2 (R2) e 3 (R3) sdao observadas células de menor granulosidade e
menor tamanho. A R2 possui as células de menor tamanho. As células da
R2 e R3 representam respectivamente 4,1 £ 2% e 8,3 £+ 3% da populacao
total. Na regiao 4 (R4) estao distribuidas as células com maior granulosidade
e tamanho, constituindo 64,3 *+ 8% do total de células do exsudato (Figura
17).
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Figura 17. Anilise por citometria de fluxo das células peritoneais obtidas de
camundongos da linhagem BALB/c apdés 4 dias de estimulo inflamatério com
tioglicolato. Foram definidas quatro regides distintas (R1-R4) baseadas nas caracteristicas
de granulosidade, tamanho e concentracao celular. Os dados apresentados sao
representativos de sete experimentos independentes.
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As caracterizagoes fenotipicas das sub-populagdes nas regides definidas
acima revelaram a composi¢do apresentada na tabela 1. Na R1 observou-se
que a maioria das células expressava CD11b (58,18 + 7%) e F4/80 (41,32 *
13 %). Niveis intermediarios de expressao MHC-II também sao identificados
em 21,11 £ 6% das células. R2 é a unica regido na qual foram encontradas
células CD3+ (24,89 + 8%) e CD4+ (11,70 + 4%), mostrando também
quantidades moderadas de células MHC-II+ (29,47 £ 12%) e B220+ (42,45 +
5%). O antigeno reconhecido pelo anticorpo F4/80 e CD11b nao € expresso
nas células dessa regiao. Na R3 predominam células MHC-II+ (84,30 £ 9%),
B220+ (75,07 £ 2%) e ha baixa expressdo de CD1l1lb e F4/80. Pode-se
observar também na R3 uma populacdao bem definida positiva para CD11c,
nao encontrada em nenhuma outra regido. Em R4 a maioria das células séo
CD11b+ (88,72 £ 21%), F4/80+ (80,95 * 11%) e possuem baixa expressao de
MHC-II (tabela 2).

Tabela 2. Distribuicido das sub-populacdes de células nas diferentes regices (R1-
R4) definidas por granulosidade e tamanho do total de células do exsudato
peritoneal de camundongos da linhagem BALB/c apds 4 dias de estimulo
inflamatdrio com tioglicolato.

R1 R2 R3 R4
CD11ba 58 10 27 89
F4/80b 41 1 9 81
CD11ce 18 3 12 32
MHC IId 21 29 84 12
CD54 38 51 65 59
CD8ac 1 5 1 1
CD3f 5 25 3 0
CD4 4 12 2 1
B220¢ 10 42 75 1

Dados representam média de sete experimentos.

Analise estatistica entre as regides: 2 R4>R1>R3>R2 (P<0.0001); b R4>R1>R3=R2
{P<0.0001); ¢ R4>R1>R3=R2 (P= 0.0006); 4 R3>R1=R2=R4 (P<0.0001); ¢« R2>R4=R3=R1
(P=0.0010); f R2>R4=R3=R1 (P=0.0238); ¢ R3>R2>R1=R4 (P=0.0008).
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As células CD11b+/CD11c+ sao mais freqientes nas regides R1 (12 £ 5,
figura 18A) e R4 (24 = 14, figura 18B), porém foi observada um pequeno
percentual dessas células na regiao R3 (7 = 1, figura 18B). Entretanto as
células duplo positivas para CD11b e F4/80 estavam na sua maioria
presentes na regiao R4 (77%, figura 18F), com apenas 21% e 13% nas
regioes R1 (figura 18D) e R3 (figura 18E) respectivamente.

R1 R3

F4/8

Figura 18. Distribuicio de fagécitos mononucleares inflamatérios peritoneais nas
diferentes sub-populacdes. BALB/c foram estimulados com tioglicolato e apés 4 dias de
estimulo PEC foram retiradas duplamente marcadas com anticorpos contra CDllc e
CD11b (A-C); CD11b e F4/80 (D-F) e analisadas utilizando-se de citometria de fluxo.
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A populacao de CD11c*MHC-II*, no grupo o qual as células foram apenas
incubadas com meio por dezoito a vinte quatro horas, foi observada apenas
nas regioes 1, 3 e 4, sendo que as células presentes na regiao 3 estavam bem
dispersas, representando apenas 6% do total. Na regiao 1, apenas 8% dessas
células com expressao do MHC-II foi relativamente baixa. Diferente disso, na
regiao 4 essas células representavam 19% da populacgao total, constituida de
duas populagoes que diferiam na expressao da molécula MHC-II com baixa

(17,8%) e alta (1,2%) expressao como pode ser observado na figura 19.
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Figura 19. Distribuicdo da populacdo de células CD11c*MHC-II* entre os fagécitos
peritoneais inflamatdrios nas diferentes sub-populacdes apdés incubacdo por 18-24
horas. BALB/c foram estimulados com tioglicolato e apds 4 dias de estimulo PEC foram
retiradas, incubadas com meio por dezoito a vinte quatro horas na estufa de COg,
duplamente marcadas com anticorpos contra CD11c e MHC-II e analisadas utilizando-se
citometria de fluxo. O quadrado vermelho representa a populacao CD11c* MHC-IIhigh,
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6.3.3 POPULACOES CELULARES APOS A INCUBACAO COM L. AMAZONENSIS POR DEZOITO-

VINTE E QUATRO HORAS: SUSCEPTIBILIDADE DIFERENCIAL NA INFECCAO.

Apds incubar os fagécitos mononucleares por dezoito a vinte e quatro horas
com L. amazonensis, 63 £ 14% da populagao total eram células CD11b+ e
65% dessas estavam infectadas. As células F4/80+ representavam 39 + 11%
da populagao total, sendo que 77% destas estavam infectadas. A expressao
de MHC-II foi observada em 21 * 6% do total de células. A taxa de infeccao
nessas células foi de 44%. A molécula de adesao ICAM-1 (CD54) estava
expressa em 26 * 2% da populacao total com 83% das células infectadas. As
células CD11c+ representavam 19 + 8% do total de células e 77% destas
estavam infectadas. (Tabela 3). Poucas células da populagdo total
expressavam CD3, CD4 e B220: 1 + 1% 1,30 = 1%, e 4 £ 2%. Todas sao

negativas para CD8a.

Tabela 3. Distribuicao das populagdes celulares e células infectadas em cada
populacio apés dezoito-vinte e quatro horas de incubagio das PEC! com L.

amazonensis.
Células Positivas (%) Taxa de Infeccao (%)
CD11b 63 * 14 65
F4/80 3911 77
CDl1c 19+ 8 77
MHC II 216 44
CD54 26 =2 83

Dados representam média dos experimentos.
1 PEC, Células do Exsudato Peritoneal de camundongos da linhagem BALB/c



As células CD11b*CD11c* apresentavam taxa de infeccao de 77 £ 22% e
as células CD11b-CD11c* 33 + 13% de infecgao, como demonstrado na
tabela 4.

Tabela 4. Taxa de infeccdo das células do exsudato peritoneal de camundongo

incubadas com Leishmania por dezoito-vinte e quatro horas e marcadas contra
CD11b e CD11c.

Taxa de Infeccao (%)
CD11b* CD11c* 77 £22
CD11b* CD11c 68 £31
CD11b CD11c* 33 213
CD11b CD1l1c 30 £19

Dados representam média dos experimentos.

Apenas 1% de células CD11c*MHC-IIhigh foi observada na populacdo total
apés a infeccao por Leishmania (figura 20A). Contudo, tomando-se a
populagao de células infectadas CD1l1lc* (figura 20B), 28% também
expressam MHC-II (figura 20C) e dessas células apenas 6% tém uma alta
expressao de MHC-II (figura 20C, quadrado vermelho).
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Figura 20. Populacdo de células CD1l1lc*/MHC-II*¢: entre os fagdcitos peritoneais
inflamatérios infectados por L. amazonensis por dezoito-vinte e quatro horas. PEC
foram infectadas com parasita corada com marcador que exibe fluorescéncia vermelha e
anticorpo contra CD11c e MHC-II. (A) Ambos os marcadores foram analisados com base na
populacdo total peritoneal. (B) A regiao representando a populacdo de células CDllc
infectadas foi analisada em relacdo a expressao de MHC-II (C). O quadrado vermelho
representa a populacao CD11c*/MHC-IIhigh,



65

6.3.4 DISTRIBUICAO DAS SUB-POPULACOES NAS REGIOES DEFINIDAS POR TAMANHO E
GRANULOSIDADE APOS INCUBACAO POR POR DEZOITO-VINTE E QUATRO HORAS COM L.

AMAZONENSIS

A distribuicdo das sub-populagbes celulares nas regides definidas por
tamanho e granulosidade vinte e quatro horas apoés a infecgédo in vitro com
Leishmania esta apresentada na tabela 5. Pode-se observar que as cé€lulas
predominantes na regido 1 expressam CD11b e F4/80 (50 + 14% e 26 *
15%, respectivamente). A regido 2 estd composta basicamente por células
que expressam CD54 (63 = 32%), MHC-II (40 + 15%) e B220 (35 = 4%),
considerando que apenas nesta regido foi observada maior frequiiéncia de
células CD3* (24 £ 10%), CD4* (10 + 3%) e CD8a* (5 £ 1%). Na regidao 3 foi
observado que a maioria das células expressa CD54 (88 + 9%), MHC-II (83 £
13%), B220 (62 = 13%) e CD11lb (41 = 8%). Na regido 4 foi onde se
concentrou o maior numero de células CD11b* (82 + 9%), F4/80* (47 £ 16%)
e CD11c* (22 £ 11%).

Tabela 5. Distribuicio das sub-populacdées celulares no exsudato peritoneal nas
regides definidas por tamnho e granulosidade 4 dias apds o estimulo inflamatério
com tioglicolato e incubagao in vitro com Leishmania por dezoito-vinte e quatro
horas.

R1a R2 R3 R4
Ingi‘: : 1o Infectados Infff& 4o Infectado Infff& do Infectado Ingj& do Infectado
CD11b 32 18 10 1 37 ) 25 S7
F4/80 15 12 0 3 1 10 38
CDl1c 8 4 3 0 2 4 19
MHC 11 11 4 39 1 77 6 3 10
CD54 6 7 61 1 79 9 2 26
CD8a 0 1 ) 0 0 0 0
CD3 1 2 23 0 2 0 0 0
CD4 1 2 10 0 0] 0 0
B220 2 7 34 1 57 5 0 0

Dados representam média dos experimentos.

a As regioes foram definidas de acordo com granulosidade e tamanho do total de células;
b Se refere as células que néo se infectaram apéds a incubag¢do com L. amazonensis;

¢ Se refere as células que se infectaram apés a incubagao com L. amazonensis.



66

Como pode ser observado, as regioes R1, R3 e R4 concentram as maiores
proporgoes de células CD11b*CD11c*. Em R1 e R3 apenas 5 + 3% € 6 £ 3%
das células sao duplo positivas respectivamente. Com relacdo a taxa de
infeccdo, encontramos 46 * 7% na R1 e 36 + 25% na R3. Na regidao 4 foi
observado um numero maior de células CD11b*CD11c* representando 9 +

3%. Destas células 66 + 23% estao infectadas como mostra a figura 21.
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Figura 21. Distribuicdo das células CD11c*CD11b* apds infeccdo com Leishmania nas
diferentes sub-populacdes e respectiva taxa de infecgcdo. BALB/c foram estimulados com
tioglicolato e apés 4 dias de estimulo PEC foram retiradas e infectadas com L. amazonensis.
Apés dezoito-vinte e quatro horas de incubagdao em tubos nao aderentes, os fagécitos foram
duplamente marcados com anticorpos contra CD11c e CD11b e analisados utilizando-se
citometria de fluxo. O quadrado vermelho ressalta a populacdao duplo positiva
(CD11c*CD11b*) e o histograma a taxa de infecgao correspondente. Os dados apresentados
sao representativos de cinco experimentos independentes.



67

Foi observada a presenca de uma populacao de células CD11c*tMHC-II* bem
definida apenas nas regioes 1 e 4; na regiao 3 as c€lulas encontravam-se
dispersas e representavam apenas 3% da sub-populacdo, como pode ser
observado na figura 22. Em R1 as células CD11c*MHC-II* eram 2,3% da
populagao e exibiam uma baixa expressao de MHC-II. Na regiao R4 (6%)
duas populagdes puderam ser definidas: uma com baixa (5,5%) e outra com
alta (0,5%) expressao de MHC-II.

Figura 22. Distribuicdo da populacdo de células CD11c*MHC-II* entre os fagécitos
peritoneais inflamatérios infectados por L. amazonensis por dezoito-vinte e quatro
horas nas diferentes sub-populacdes. BALB/c foram estimulados com tioglicolato, apés 4
dias de estimulo, as PEC foram retiradas e duplamente marcadas com anticorpos contra
CD11c e MHC-II e analisadas utilizando-se citometria de fluxo. O quadrado vermelho
representa a populacao CD11c* MHC-IIhigh,
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Analisando a populacao de células que expressaram CD11c dentro da regiao
R4 e que estavam infectadas (23% de células), observou-se que apenas 5%

dessas células eram CD11*MHC-IIhigh e 16% CD11*MHC-II'*¥ (Figura 23).

—] ©jShManige—)

Figura 23. Populacdo de células CD11c* MHC-IIt¢: entre as células CD11c* infectadas
dentro da regido 4. (A) As PEC foram infectadas com a Leishmania se coradas com
marcador que exibe fluorescéncia vermelha e anticorpo contra CD11c. O quadrado vazado
vermelho representa a populacdo CD11c* infectada. (B) A regido representando a populacédo
de células CD11c infectadas foi analisada em relagdo a expressao de MHC-II. O quadrado
vermelho representa a populagao CD11c* MHC-IIhigh,
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6.4 COMPARACOES ENTRE A EXPOSICAO DE MARCADORES POR CELULAS RECEM
ISOLADAS OU INCUBADAS EM TUBOS NAO ADERENTES

A analise do conjunto das células do exsudato peritoneal apos 4 dias de
inducdo do estimulo por tioglicolato ou apenas injecao de salina, recém-
isoladas ou apoés dezoito-vinte e quatro horas de incubacao em tubos nao
aderentes, mostrou um aumento na propor¢cdo de células expressando
CD11b, F4/80 e CDllc. Nao houve aumento na proporcao de células
expressando MHC-II. Apés a infecgao por L. amazonensis, a porcentagem de

células expressando todos os marcadores em estudo foi reduzida (figura 24).
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Figura 24. Percentual dos fagdcitos peritoneais positivos para moléculas CD11b,
antigeno F4/80, MHC-II, CDllc apdés os diferentes tratamentos adotados.
Camundongos da linhagem BALB/c foram diferentemente manipulados: injetados apenas
com salina ou estimulados com tioglicolato no peritonio. Apés quatro dias as células
peritoneais foram diretamente analisadas pelo FACS ou apenas incubadas ou incubadas e
infectadas por dezoito-vinte e quatro horas em tubos nao aderentes para posterior analise
no FACS. Os valores com significancia estatistica entre os diferentes resultados estdo
indicados no topo da linha horizontal unidos entre as colunas referentes ao dado.
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A intensidade de expressdao das moléculas analisadas como CD11b, F4/80,
CD11lc e MHC-II nao foi alterada apés a infeccdo com Leishmania. Como
demonstrado nos histogramas de A-D (figura 25), em células incubadas,
infectadas ou nao com L. amazonensis, todas obtidas de animais que foram

estimulados com tioglicolato por 4 dias.

—  Nimero de Células w===p
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Figura 25. Intensidade da expressdo de diferentes moléculas nos fagécitos peritoneais
infectados ou ndo com Leishmania. A intensidade da expressao de CD11b, F4/80, CD11c
e MHC-II foi analisada em fagdcitos peritoneais retirados da cavidade peritoneal de
camundongos da linhagem BALB/c. (A-D) todos os animais foram estimulados com
tioglicolato e as células retiradas no quarto dia apds o estimulo. Em seguida, essas células
foram incubadas com (*=* ) ou sem ( == ) Leishmania e marcadas ou néo (=== ) contra
diferentes moléculas.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho definimos as condigdes para uso de um modelo in vivo de
fagocitos mononucleares inflamatorios, para o estudo dos mecanismos de
migracdo do sitio de infec¢cdo para o linfonodo drenante e disseminacao da
Leishmania e, potencialmente, outros parasitos intracelulares. Examinamos
também a susceptibilidade de diferentes sub-populac¢oes destes fagocitos a
infeccdo por Leishmania. Como foi demonstrado em experimentos prévios do
nosso grupo, fagécitos mononucleares peritoneais inflamatérios tém a
capacidade de aderir ao tecido conjuntivo inflamado modulada pela infec¢cao
por Leishmania (CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006), o mesmo
ocorrendo com mondcitos humanos e com células da linhagem J774. Este
modelo permitira o exame do perfil migratério e a capacidade de transportar
Leishmania em um grande numero de células. Facilitara também os estudos
sobre os mecanismos envolvidos na migracdo dessas células para o
linfonodo drenante e sua modulacgédo pela infeccao com Leishmania e outros
patégenos ou estimulos, para os quais um grande numero de células é

necessario.

Ap6s o estimulo inflamatério, induzido pela injecdo de tioglicolato na
cavidade peritoneal, observamos um recrutamento leucocitario que em
linhas gerais é semelhante ao observado apo6s o estimulo inflamatério em
outros sitios: um influxo de neutréfilos e macrofagos, exibindo um declinio
inicial de neutréfilo no segundo dia, seguido pelo predominio de células
mononucleares, dados esses que estdo de acordo com outros ja descritos na
literatura (BELLINGAN et al.,, 1996; COOK et al.,, 2003; HENDERSON et al.,,
2003; POTTER et al, 2003), utilizando o mesmo modelo. Como nos
processos em que o estimulo inflamatério persiste, ha uma tendéncia a
cronicidade, sendo ainda evidente o aumento de celularidade na cavidade
peritoneal no centésimo dia do experimento. Nossos dados confirmam
muitos dos achados descritos por Bellingan e colaboradores (1996), como o
pico no numero de fagécitos mononucleares por volta do quarto dia, declinio

progressivo da celularidade peritoneal, significativa populacao de linfocitos,
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migracao de células do préprio animal ou de células injetadas (coradas com
PKH26) para o linfonodo para-timico. Além disso, verificamos em nossos
estudos que apoéds o vigésimo dia a celularidade peritoneal atinge um plato
que persiste até o centésimo dia, porém, sempre com maior numero de
células do que o observado no grupo controle (animais injetados com salina).
Estabelecemos ainda o periodo de tempo adequado para o rastreamento nos
linfonodos drenantes de células injetadas no peritéonio € demonstramos que
o cultivo dessas células em tubos nao aderentes por dezoito a vinte e quatro
horas nao afeta a capacidade migratoéria dessas células. Isso nos oferece um
periodo para manipulacdo dessas células in vitro antes dos ensaios de

migracao in vivo.

Os fagocitos mononucleares recolhidos da cavidade peritoneal dos animais
injetados com tioglicolato fagocitam particulas de agar presentes do meio de
cultura o que lhes confere um aspecto de vacuolizagdo citoplasmatica
(BELLINGAN et al.,, 1996; COOK et al., 2003). Essa caracteristica permite
que essas células sejam facilmente identificadas no linfonodo (BELLINGAN et
al., 1996) drenante da cavidade peritoneal. Utilizando histologia
convencional, demonstramos no presente trabalho que a migracao dessas
células para o linfonodo jA é observada oito horas apods o estimulo com
tioglicolato, tornando-se mais intensa a partir do quarto dia. A confirmagao
de que células migram da cavidade peritoneal para o linfonodo e de que a
presenca de fagbécitos mononucleares, nas regides sub-capsulares desses
o6rgaos, nao representam apenas a fagocitose de agar por células presentes
ou recrutadas do sangue para o linfonodo foi feita através de experimentos
de injecdo e rastreamento de células marcadas com PKH26. Como também
observado por Bellingan e colaboradores (1996), ndo ha evidéncias de
fagocitose celular que justifique a intensa localizacao de células marcadas no
linfonodo. Ainda que estimulos quantitativos, com énfase em estudos de
populacdo celular sejam necessarios, a manipulacao dessas células in vitro
antes da sua re-inje¢ao e rastreamento nido parece interferir na migracéo

celular. Dessa forma, esse modelo facilitara a execugdo de experimentos nos
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quais sera necessario isolar sub-populagdes celulares e infectar com

mediadores da migracao celular in vitro antes da inje¢do nos animais.

A definicdo das populacoes celulares presentes no exsudato peritoneal foi
feita por citometria de fluxo e pelo exame citolégico em preparados de cito-
centrifugados. De maneira geral, as duas técnicas sdo concordantes, mas
existem algumas diferencas na proporcédo de células de cada categoria. Por
exemplo, na analise do grupo estimulado com tioglicolato pela microscopia
Optica, a proporgédo de linfocitos foi maior na maioria dos tempos do que o
demonstrado na andlise utilizando-se citometria de fluxo. Observamos pela
citometria de fluxo que, em lugar do grande numero de linfocitos,
encontramos mais monécitos/macrofagos distribuidos nos diferentes
tempos. Contudo, mesmo com algumas diferencas nos percentuais entre as
duas técnicas, os dados mostram uma tendéncia a concordancia entre elas.
Essa diferenca observada nos resultados provavelmente ocorreu devido a
maior sensibilidade da citometria de fluxo na identificagdo das populagodes
celulares reconhecidas pelos anticorpos utilizados contra moléculas
especificas. Por exemplo, CD11b e antigeno F4/80 observados em
. macroéfagos, populacdes de células com alta granulosidade expressando GR-
1 que podem ser consideradas neutréfilos, CD11b e CD11c que expressam
fenétipo de células dendriticas mieldides, CD3 caracterizando linfocitos T e
B220 que define populagdées de linfécitos B (NIBBERING et al., 1987,
LAGASSE, 1996; WU et al.,, 1996; VREMEC, 1997; PULENDRAN et al., 1999;
COOK et al., 2003; WU et al., 2004). Por outro lado, células como eosinéfilos,
para os quais anticorpos especificos ndo foram utilizados, sé puderam ser

identificados pela microscopia optica.

Examinando o pool das células do exsudato peritoneal colhidas apés quatro
dias ao estimulo com tioglicolato, observamos que 41% das células totais
apresentam fenotipo de macrofago (CD11b*F4/80%) compondo a maioria da
populacao neste periodo. Apenas 8% das células tinham o fenétipo de
linfécitos T (CD3*) e B (B220%) e um pequeno percentual de neutroéfilos (1%).
A populacgao de células CD11c*MHC-II* foi de 36% porém destas, apenas 5%
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eram células com fenotipo de células dendriticas maduras (CD11c*tMHC-
[1high) . Esses achados concordam parcialmente com os dados publicados por
Cook e colaboradores (2003) os quais nao foram capazes de identificar

células CD11c* em seus experimentos.

Apbs a incubacgao por dezoito a vinte e quatro horas em tubos néao aderentes,
demonstramos que a maioria da populacao celular é constituida de fagocitos
mononucleares que correspondem a 73 * 10% do total das células do
exsudato peritoneal neste estagio. Dentre estas, 65 * 9% tém fenétipo de
macrofago F4 /80, 20% de célula dendritica (CD11c*MHC-II*), podendo 3%
representar a populacao de células dendriticas maduras (CD11c*MHC-IIhigh)
e uma predominancia de células CD11b* (78 + 6%). Mostramos que a
expressao de alguns marcadores celulares pode ser alterada nos fagocitos
peritoneais se observados em diferentes condigdes. O estimulo de quatro
dias com tioglicolato induz o aumento no nimero de células expressando
CD11b, antigeno F4/80 e MHC-II se comparado aos animais injetados
apenas com salina, como também mostrado por Cook e colaboradores
(2003). Contudo, apdés a incubagdo por dezoito-vinte e quatro horas,
observamos um aumento ainda maior, principalmente na expressao da
molécula CD11b. Estudos tém mostrado que as células peritoneais, quatro
dias ap6s estimulo com tioglicolato, apresentam alta capacidade fagocitica,

mesmo que nao seja habil na estimulacéao de células T (COOK et al., 2003).

Como descrito inicialmente por Steinman e colaboradores (1974), as células
dendriticas mieloides expressam marcadores como CD11b. As DC linféides
descritas por Suss e colaboradores (1996) expressam CD8a. Mostramos aqui
que células dendriticas linféides nao fazem parte da populacao das células
peritoneais, porém, 9 * 5% expressam marcadores de células dendriticas

mieléides (CD11b*CD11c).

As células peritoneais inflamatérias podem ser caracterizadas pelo tamanho
e pela granulosidade. Da mesma maneira que Cook e colaboradores (2003),

definimos quatro regides graficas de distribuicdo das células do infiltrado
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peritoneal, induzido por tioglicolato, utilizando os critérios de tamanho e
granulosidade. Em uma regido com células de menor tamanho e
granulosidade (R2) definidas como linfécitos T e B nao sao encontradas
células infectadas apés a incubacao por dezoito-vinte e quatro horas com L.

amazonensis.

Na regido 3 observamos uma populacdo de células um pouco maior € mais
granulosa que os linfécitos, das quais 75% exibem B220 e apenas 27%
CD11b (MAC-1). Células B-1 podem ser caracterizadas pela alta expressao
de B220 e baixa expressdo de CD11b (FAGARASAN et al., 2000). Algumas
publicagdes sugerem que essas células sdo capazes de se diferenciar em
macrofagos (KIPPS, 1989). Como demonstrado por Cook e colaboradores
(2003) esta regido esta representada em sua maioria por uma populacao de
células B220+*Mac-1°% que era predominantemente CD19*IgK*cFms-F4/80-,

ou seja, apresentavam marcadores de células B, mas ndo de macroéfagos.

Identificamos células expressando marcadores compativeis com o fenétipo de
células dendriticas mieldides (CD11c*CD11b*) com diferentes tamanhos e
granulosidades. Na regiao 4, 32% das células expressavam esse fenotipo.
Entre as células dessa regido, 19% eram CDI11c*MHC-II*, porém destas,
apenas 1,2% eram MHC-IIhigh, Em menor proporcdo as cé€lulas dendriticas
mieléides também foram observadas nas regides 1 (menor tamanho e

granulosidade) e 3 (tamanho intermediario e granulosidade baixa).

Como descrito anteriormente, a maioria da populacdo do exsudato peritoneal
é de macrofagos (CD11b*F4/80%), predominantemente localizados na regido
4 que contém o maior numero de células da populacdo total. Estas células
exibem maior tamanho e granulosidade e baixa expressdao de MHC-II.
Células com caracteristicas semelhantes, exibindo menor tamanho e
granulosidade com alta expressao de MHC-II, podem ser observadas em

menor numero na regiao 3.
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As populagoes de fagocitos peritoneais inflamatérios tém susceptibilidades
diferenciadas a infeccao com Leishmania. Como demonstrado neste estudo,
macrofagos expressando o antigeno F4/80, células CD11c* e as células
expressando marcadores compativeis com o fenétipo de células dendriticas
mieléide apresentaram alta taxa de infeccdo, chegando a 77%. E provavel
que as células expressando fenotipo de células dendriticas apés a infeccao
migrem para o linfonodo drenante para posterior apresentacdo de antigeno.
Como demontrado por Muraille e colaboradores (2003), esse tipo celular esta

altamente infectado no linfonodo.

Células dendriticas apresentam caracteristicas variaveis de acordo com os
seus estagios de maturacdo. Ainda quando imaturas, DCs possuem alta
capacidade fagocitica (BANCHEREAU et al., 2000), baixa expressdao de MHC-
Il e de moléculas co-estimulatérias (PAUL, 2003). Logo apds ativacdo estas
tém sua capacidade fagocitica reduzida e em paralelo ocorre o aumento dos
niveis de MHC-II na superficie celular, juntamente com moléculas co-
estimulatérias como CD80, CD86 e CD40 (MELLMAN, 2001). As DCs teriam
também sua capacidade migratoria aumentada em decorréncia da maior
expressdao de moléculas de adesdo como CD44 (WEISS et al, 1997) e
integrina asf31 (PRICE et al., 1997).

Considerando o fenétipo de célula dendritica madura a expressdo de
CD11c*MHC-IIMgh, (CAVANAGH, 2002; LIPSCOMB, 2002; SHORTMAN, 2002;
GORDON, 2003), encontramos nos animais controle 3% destas células na
populacao total dos fagécitos peritoneais. Essa sub-populagdo celular foi
ainda menor (1%) quando as células foram infectadas por L. amazonensis.
Observamos também que entre a populacdo de células CD11c* infectadas,
28% sao MHC-II+, contudo, apenas 6% sao MHC-IIkigh, Entre as possiveis
explicagdes para esta reducdo na populacdo de células CD11c*MHC-IIhigh
teriamos a possibilidade da interferéncia do parasito no processo de

maturacao das células dendriticas.
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Experimentos com monocitos e macréfagos humanos tém demonstrado que
apds infecgdo por Leishmania mondcitos humanos, mas nao macroéfagos,
reduzem a expressido para CD11lb (BUATES, 2001; DE ALMEIDA et al,
2003). A infeccdo também é capaz de reduzir a expressdao de MHC-II em
macréofagos humanos, porém, o mesmo nédo ocorre apds a fagocitose de
particula de latex em ambas as células (DE ALMEIDA et al., 2003). Em um
artigo publicado anteriormente por nosso grupo, demonstramos que a
expressdo de moléculas de adesdo ndo é alterada apés a infecgao por L.
amazonensis (PINHEIRO et al., 2006). Aqui demonstramos que podem
ocorrer outras alteracdoes moleculares, como uma reducao significante no
numero de células capazes de expressar moléculas como CD11b*, F4/80%,
CD11c* e MHC-II*, embora nao haja alteracdo na intensidade de expressao
dessas moléculas. As inibicoes de moléculas de adesdao ou até mesmo
moléculas responsaveis pela apresentacdo de antigenos podem estar
relacionadas a algum mecanismo de escape do parasito com relagdao ao

sistema imune.

Outra possibilidade é que a infec¢do por Leishmania interfira na exposi¢ao
de grupos de moléculas pelos fagocitos. Na realidade, em um estudo anterior
(PINHEIRO et al., 2006) demonstramos que a infec¢do com Leishmania inibe
a expressdo dos receptores de quimiocinas CCR4 e CCRS por células do
exsudato peritoneal de camundongo da linhagem BALB/c. De Almeida e
colaboradores (2003), estudando monécitos humanos, observaram redugao
na expressao de moléculas como CD11lb e CD54 apds a infecgdo com
Leishmania, a qual nao foi observada em macréfagos derivados de mondcitos
humanos, que reduziram a expressao de MHC-II (DE ALMEIDA et al., 2003).
A reducdo de B7 também foi descrita apdés a infeccao de macréfagos
derivados de monécitos caninos € essa alteragao interfere na resposta
proliferetiva dos linfécitos T a antigenos de Leishmania (PINELLI et al,
1999). Saha e colaboradores (1995) também demonstraram que apos
infeccaio com L. donovani, macrofagos derivados de camundongos
susceptiveis reduzem a expressao de moléculas co-estimulatérias como B7-1

e aumentam moléculas de adesao como ICAM-1 (SAHA et al, 19935). Na
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realidade neste estudo observamos a reducdao no numero de células capazes

de expressar uma série de moléculas como CD11b, F4/80, CD11c e MHC-II.

Finalmente, nao podemos excluir a possibilidade de que esta reducdo na
populacao de células CD11ctMHC-IIhigh resulte da migracao dessas células
da cavidade peritoneal para o lifonodo drenante, ja que este tipo celular esta
relacionado com a apresentacao e estimulacao direta aos linfécitos no tecido
linfoide (SCHULER, 1985). E importante observar que todas essas
possibilidades nao sao excludentes e podem decorrer de alteracdes
provocadas pela infec¢cao com Leishmania em uma uUnica via metabdlica
afetando mecanismos de expressao e regulacdo de fun¢des moleculares pelos

fagocitos.

Nao encontramos grandes diferencas na distribuicdo dos tipos celulares nas
diferentes regides definidas por tamanho e granulosidade celular quando
células infectadas e nao infectadas foram comparadas. Contudo, observamos
que o maior numero de células infectadas se encontrava na regiao 4, com

maior tamanho e granulosidade, CD11b*.

Em resumo, padronizamos um modelo de estudo de migracdo celular para
uso em estudos sobre a disseminacédo da Leishmania e de outros patégenos
intracelulares. Demonstramos que fagécitos mononucleares inflamatorios e
células dendriticas mieléides (CD11c*CD11b*) apresentam  alta
susceptibilidade a infec¢do por Leishmania. Demonstramos também que ha
uma reducao no numero de células capazes de expressar moléculas que
caracterizam células macrofagicas ou células dendriticas, incluindo algumas
moléculas de adesao leucocitarias. Em nosso estudo anterior (PINHEIRO et
al.,, 2006) observamos que a infeccdo com Leishmania néao altera a
intensidade de expressdo de algumas moléculas de adesdo. Neste estudo,
mostramos que mesmo que nao existam alteragcdes na intensidade da
expressao de moléculas de adesdo, ha diminuicado das populacoes de células
expressando essas moléculas. Isso é interessante porque vislumbramos

perspectivas para o estudo dos mecanismos envolvidos na disseminacdo do
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parasito nos tecidos do hospedeiro. No momento estamos utilizando o
sistema aqui descrito para identificar os tipos celulares capazes de carrear

amastigotas de Leishmania do sitio de inoculacao para o linfonodo.
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8 CONCLUSAO!

1) O estimulo inflamatério com tioglicolato reproduz etapas de um

processo inflamatério cronico usual jnossos dados de cinéticas de recrutamento

celular e outros por Bellingan et al., (1996) e Cook e colaboradores (2003); Henderson e
colaboradores (2003), concordam com o aumento no numero de neutrofilos e macréfagos
em um periodo inicial, demonstrando um declinio inicial de neutrdfilos e persistindo um

aumento no numero de células peritoneais até cem dias apos o estimulo inflamatério];

2)A migracdo dos fagoécitos mononucleares inflamatorios para o
linfonodo pode ser observada tdo cedo quanto oito horas apés o
estimulo com tioglicolato, aumentando até por volta do quarto-quinto

dias /nossos achados e os descrito por Bellingan e colaboradores (1996) demonstraram

que fagdcitos peritoneais caracteristicos da estimulagdo com tioglicolato ou fluorescentes,

injetados na cavidade peritoneal, tém o potencial de migrar para o linfonodo para-timico/;

3) Uma grande populacdo dos fagécitos inflamatérios mononucleares do
exsudato peritoneal expressam fenétipo de células dendriticas
mieléide (CD11b*CD1l1lc*) que sao susceptiveis a infeccao por
Leishmania. [nossos dados de fenotipagem e outros da literatura (MURAILLE E. et al.,

2003; LEON, B. et al.,, 2007) demonstram que as células dendriticas mieldides sdo
altamente susceptiveis a infeccdo por Leishmania e que provavelmente sédo capazes de

migrar para o linfonodoj;

4)HA uma reducao na proporcao de fagdocitos mononucleares que
expressam moléculas de adesdo apoés a infeccido com Leishmania,
apesar de niao haver alteracoes na intensidade de expressao dessas

moléculas /nossos dados de fenotipagem de células infectadas e observacées por Favali

e colaboradores (2007) demonstram que a infec¢do com Leishmania levam a uma reducéo
nas populacgées de células expressando moléculas como CD11b, F4/80, CD11c e MHC-II
como demonstrado em nosso trabalho e moléculas como CD1a e CD80 como demonstrado

por Favali e colaboradores (2007)].

' As conclusdes serdo apresentadas seguidas de um comentdrio indicativo dos dados do nosso trabalho e da
literatura, que sustentam, ao nosso ver, essas conclusdes. Optamos por esse modelo para contribuir com o
Julgamento do leitor em relagdo a consisténcia das afirmagées apresentadas.
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9 PERSPECTIVAS

1) Identificar os tipos celulares que tém sua adesao ao tecido conjuntivo

e capacidade migratoria modulada pela infeccio por Leishmania

[através de injecao e rastreamento de células marcadas e infectadas com Leishmania

coradaj;

2)Comparacao desses resultados com o estudo dos fagécitos
mononucleares infectados com Leishmania no sitio de infeccdo e no

linfonodo em camundongos /através da inoculacdo de L. amazonensis na orelha

de camundongos BALB/c e retirada do linfonodo drenante para posterior identificagéo dos

fagécitos pelo método de Imuno-histoquimical.
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	paracortical quanto nos cordões medulares (figura 11). Neste ponto, dos quinze linfonodos observados, quatorze apresentaram migração.


	A

	Analisando a população de células que expressaram CDl le dentro da região R4 e que estavam infectadas (23% de células), observou-se que apenas 5% dessas células eram CDl 1+MHC-IIwgh e 16% CDl 1^MHC-Ili‘>'»' (Figura 23).

	9 PERSPECTIVAS

	MOLL, H. The immune functions of epidermal Langerhans cells. Canada: Springer, 1995. v.l., 191 p.





