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R E S U M O

FAGOCITOS MONONUCLEARES INFLAMATORIOS POTENCIALMENTE 
ENVOLVIDOS NO TRANSPORTE DE LEISHMANIA EM HOSPEDEIROS 
VERTEBRADOS. MICELY D’ EL-REI HERMIDA. A infecção por 
protozoários do género Leishmania modula a função de integrinas em 
fagocitos inflamatórios. Essa alteração pode interferir na migração celular 
e apresentação de antigenos ao sistema imune. O objetivo deste estudo é 
identificar populações de fagocitos mononucleares inflamatorios 
potencialmente envolvidos no transporte de Leishmania em hospedeiros 
vertebrados. Inicialmente, definimos um modelo que permite o estudo do 
processo de migração em um grande número de fagocitos mononucleares 
inflamatorios. Para isso, foi induzida peritonite em camundongos da 
linhagem BALB/c com a injeção de Tioglicolato e foram examinadas a 
cinética de migração celular para o linfonodo regional e as populações de 
fagocitos mononucleares que compõem o exsudato e sua susceptibilidade 
á infecção com Leishmania. O influxo celular para o peritõnio foi 
crescente, atingindo o pico de peritonite por volta do quarto dia. A partir 
de então, o número de células diminuiu, atingindo um plato por volta dos 
quarenta dias, permanecendo estável 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 fagócitos 
mononucleares (primeiro ao quarto dia) e posterior aparecimento de 
linfócitos (quadragésimo ao centésimo dia). A migração de fagócitos 
mononucleares para os linfonodos regionais foi observada 8 horas após o 
estímulo inflamatório, tornando-se máxima a partir do quarto dia. A 
migração das células foi confirmada em ensaios de injeção e rastreamento 
de células marcadas, observando-se a substancial migração dessas células 
para o linfonodo em um período de doze-vinte e quatro horas. O fenótipo 
dos fagócitos mononucleares presentes no exsudato peritoneal no quarto 
dia de inflamação foi: C D llb  (78 ± 6%), F4/80 (65 ± 9%) e C D llc  (28 ± 
15%). A taxa de infecção foi mais alta em células CDllb"^ que em células 
CDllb-: C D llbV C D llc^  (77%), CD llbVCD llc-  (68%) em comparação 
com CD llb7CD llc+  (33%) e C D llb  /CDllc- (30%). Ambos os fenótipos 
de células macrofágicas (CD llb ’̂ e F4/80’̂) e dendríticas mielóides 
(CDl Ib^'CDl lc+) tiverem alta infecção. Dentre as células CDllc+ 
infectadas, 28% expressaram MHC-II, contudo, apenas 6% destas tinham 
alta expressão de MHC-II. A infecção por Leishmania causou uma redução 
no número de células positivas para C D llb  (78 ± 6% vs 64 ± 13%, 
p=0.0085), F4/80 (65 ± 9% vs 39 ± 11%, p=0.0007), C D llc  (33 + 6% vs 22 
± 13%, p=0.0581) e MHC-II (27 ± 3% vs 21 ± 3%) quando comparada ao 
grupo não infectado. Este modelo permite o estudo de uma grande 
quantidade de células do processo de migração de fagócitos 
mononucleares inflamatórios para o linfonodo drenante e potenciais 
alterações nesse processo induzidas pela infecção com Leishmania.

PALAVRAS CHAVE: Leishmania, Fagócitos, Migração Celular, Leucócitos 
Mononucleares.



A B S T R A C T

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 40^  ̂ day, 
remaining stable until the 100* day. Initially, between 4 hours and the 1®̂ 
day there was an increase of polymorphonuclear (9 ± 4%, - 12 ± 8% of the 
cells), following a predominance of mononuclear phagocytes (1®̂ to 4* day), 
and posterior emergence of lymphocytes (40‘h to 100<̂h day). The migration 
of mononuclear phagocytes to the regional lymph nodes was observed 8 
hours after the inflammatory stimulus, becoming maximum from the 4̂  ̂
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 4* day of inflammation was C D llb  (78 ± 6%), F4/80 (65 
± 9%) and CD 11c (28 ± 15%). The infection rate was higher in cells 
CDllb+ than in cells CDllb-; CDl lb+/CDl lc+ (77%), CDl lb+/CDl Ic- 
(68%) in comparison with CDl lb-/CDl lc+ (33%) and CDl lb-/CDl Ic  
(30%). Both phenotypes of macrophagic cells (CDllb"^ and F4/80+) and 
dendritic myeloid (CDl Ib X D l lc+) had high infection. Among cells CD lie" 
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 C D llb  (78 ± 6% vs 64 ± 13%, p=0.0085), 
F4/80 (65 ± 9% vs 39 ± 11%, p=0.0007), C D llc  (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 IN T R O D U Ç Ã O

1.1 A Leishm an iose

1.1.2 A s p e c t o s  e p id e m io ló g ic o s ,  e t i o l ô g i c o  e  c l í n i c o s .

A leishmaniose humana é uma doença grave, por vezes fatal e considerada 

um problema importante de saúde pública. Esta ocorre em países com 

climas tropical e subtropical (ASHFORD et al, 2000a) e atualmente ameaça 

trezentos e cinqüenta milhões de pessoas no mundo. Está presente em 

oitenta e oito países dos quais setenta e dois estão em desenvolvimento. A 

cada ano estima-se um aumento de dois milhões de novos casos de infecção 

distribuídos em um milhão e meio de casos de leishmaniose cutânea (LC) e 

quinhentos mil casos de leishmaniose visceral (LV). Estima-se que apenas 

seiscentos mil desses dois milhões de casos são oficialmente registrados 

(WHO, 2006).

Na América Latina a leishmaniose está presente em doze países. No Brasil, 

que é responsável por 90% das ocorrências, a enfermidade está em 

expansão. Durante os surtos ocorridos entre 1980 e 2005, o número de 

casos de leishmaniose visceral atingiu picos de dois mil quatrocentos e 

oitenta e nove casos em 1985, três mil oitocentos e oitenta e cinco casos em 

1994 e quatro mil oitocentos e cinqüenta e oito casos em 2000 (BRASIL. 

2007). No mesmo período, o número de casos de leishmaniose tegumentar 

foi treze mil seiscentos e cinqüenta e quatro, trinta e cinco mil cento e três e 

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

A leishmaniose era considerada uma doença de zona rural porém, com a 

migração da população rural para a zona urbana, vem aumentando o 

número de casos, principalmente de LV tanto no Brasil como em outros 

países da América do Sul (WHO, 2006).
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O agente etiológico da doença é um protozoário do género Leishmania que é 

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 ílebotomíneos vetores 

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

O parasito apresenta duas fases principais no ciclo de vida: amastigota e 

promastigota. A forma amastigota é intracelular obrigatória e está presente 

no hospedeiro vertebrado. A forma promastigota apresenta um flagelo e é 

encontrada no inseto vetor (ASHFORD, 2000a). A transmissão pode ocorrer 

de um hospedeiro vertebrado não humano para o homem (zoonótica) ou de 

homem para homem (antropozoonótica), quase sempre intermediada por um 

inseto vetor (DESJEUX et al, 1991).

A infecção é iniciada quando flebotomineos fémeas, ao picarem o hospedeiro 

mamífero, ingerem juntamente com o sangue, fagocitos infectados (GUARGA 

et al, 2000). As amastigotas são liberadas no tubo digestivo do inseto e 

diferenciam-se na forma promastigota metacíclica que serão regurgitadas na 

derme do hospedeiro durante novo repasto (BITTENCOURT, 1995). Após 

serem liberadas na derme do hospedeiro mamífero, as promastigotas são 

englobadas por fagócitos mononucleares e, no interior destes, o parasito se 

transforma em amastigotas. As amastigotas proliferam e são liberadas no 

meio extracelular infectando células vizinhas (BITTENCOURT, 1995; 

DESCOTEAUX, 1999; ASHFORD, 2000b; a).

Em todas as formas da doença são encontrados fagócitos mononucleares 

albergando formas amastigotas do parasito. Esses fagócitos podem ser 

encontrados no sítio de inoculação ou em tecidos distantes. Nas formas 

tegumentares da doença, macrófagos infectados se alojam na pele e nas 

mucosas, enquanto na forma visceral se estabelecem em órgãos internos, 

como baço, fígado e medula óssea (BITTENCOURT, 1995; FREITAS et al,

2006).
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As formas tegumentares da leishmaniose podem ser manifestas como 

leishmaniose cutânea (LC) ou mucocutânea (LMC) em indivíduos capazes de 

montar uma resposta celular efetora mediada por linfócitos T (polo 

responsivo). Na LC as lesões podem demorar a aparecer por períodos de 

algumas semanas, iniciando-se na área da picada do inseto com pequenas 

pápulas evoluindo para úlceras com bordas elevadas com fundo granuloso e 

úmido, geralmente localizadas em áreas expostas (face e membros) 

(BITTENCOURT, 1995; HERWALDT, 1999; FREITAS et a l, 2006).

As lesões da LMC são 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 padrão histológico similar na fase inicial, e exibem um infiltrado 

inflamatório pleomórfico com grande número de macrófagos, frequentemente 

infectados e distribuídos por todas as camadas da pele. Na fase crônica 

observa-se uma redução do número de células infectadas e o surgimento de 

granulomas com células epitelióides e gigantes multinucleadas (FREITAS et 

al, 2006).

Pacientes de leishmaniose tegumentar incapazes de montar uma resposta 

imune celular efetora, geralmente apresentam um infiltrado inflamatório 

mononuclear monomórfico constituído por macrófagos intensamente 

infectados por amastigotas de Leishmania, resultando num quadro 

conhecido como leishmaniose cutânea difusa (LCD) (FREITAS, 2006). As 

lesões são principalmente observadas na face, exibindo pápulas e nódulos 

usualmente não ulcerados como demonstrado na figura 1 (BITTENCOURT, 

1995; FREITAS et a l, 2006).

A forma visceral da leishmaniose agride órgãos internos como fígado, baço, 

linfonodos e medula óssea, levando a um quadro de febre irregular, perda de 

peso, hepatoesplenomegalia, anemia e aumento de susceptibilidade a 

infecções bacterianas (BITTENCOURT, 1995; DESJEUX, 1996). Quando 

estabelecida a enfermidade, se não for tratada, esta evoluirá a óbito.
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Após a recuperação, alguns pacientes, principalmente infectados com a 

forma antroponótica da leishmaniose visceral, podem desenvolver uma 

forma cutânea crônica conhecida como leishmaniose dérmica pós-calazar, 

representada por lesões nodulares, papulares ou maculares. Essas lesões 

podem servir como reservatórios do parasito, principalmente nos periodos 

interepidémicos da LV (BITTENCOURT, 1995).

Formas Tegumentares

Figura 1. Representação das diferentes formas clinicas da leishmaniose e seus 

aspectos histológicos.
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Os mecanismos envolvidos na disseminação, tropismo e permanência de 

células parasitárias nos diferentes tecidos são pouco conhecidos. As 

diferentes formas de leishmaniose estão intimamente associadas à espécie 

do parasito que causa a infecção. No Brasil, por exemplo, a leishmaniose 

cutânea está associada principalmente à infecção com L. braziliensis, L. 

guyanensis ou L. amazonensis. A leishmaniose mucosa ocorre 

preferencialmente nos indivíduos infectados por L. brasiliensis. A 

leishmaniose visceral esta associada à infecção com L. chagasi (GRIMALDI et 

al, 1989; COLMENARES et al, 2002). Apenas raramente, espécies 

causadoras de formas tegumentares têm 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 a l, 1997; BELLI et al, 1999; CAMPOS- 

PONCE et a l, 2005).

Entre as hipóteses levantadas para explicar a distribuição das diferentes 

espécies de Leishmania nos tecidos, estão a idade e o estado da resposta 

imune por parte do hospedeiro e, por parte do parasito, estão a sensibilidade 

á temperatura pelas diferentes espécies (CALLAHAN et al, 1996) e fatores 

não completamente identificados ligados à patogenicidade, refletidos em 

características manifestadas por padrões enzimáticos específicos entre 

diferentes zimodemos (JIMENEZ et al, 1995) e no comportamento biológico 

destes parasitos (COLMENARES et al, 2002).

Independente dessas proposições, o fato de amastigotas de Leishmania 

viverem e disseminarem-se no interior de fagócitos mononucleares indica 

que a mensagem para que o parasito permaneça em determinado tecido ou 

se desloque para outro sítio, deve estar codificada na superfície desses 

fagócitos.

1.1.3 Determinantes das formas clínicas da leishmaniose
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No hospedeiro, a picada do inseto resulta em lesão tecidual e vascular com 

extravasamento de sangue e uma reação inflamatória com o recrutamento de 

leucócitos. Antes de interagirem com as células inflamatórias, 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 são eliminados neste contato (SACKS, 

1984). As formas metaciclicas (infectantes) da Leishmania têm a capacidade 

de sobreviver ao complexo de ataque à membrana (MAC) devido a algumas 

características peculiares da sua membrana (PUENTES et al, 1990). Por 

exemplo, a resistência ao complemento está relacionada ã presença de 

moléculas de lipofosfoglicano (LPG), duas vezes mais longas que as presentes 

em promastigotas prociclicas (estágio não infectante), que atuam como uma 

barreira ã inserção 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 glicoproteína freqüente 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 CRI na membrana de 

fagócitos mononucleares (MOSSER, 1985).

A Leishmania pode infectar fagócitos profissionais como neutrófilos, uma 

variedade de fagócitos mononucleares, incluindo macrófagos (BEIL et aL., 

1992) e células dendriticas (DC) (BLANCK et al, 1993), além de células não 

fagociticas como fibroblastos (SCHWARTZMAN, 1985). As células dendriticas 

são consideradas apresentadoras de antigenos profissionais, assim como são 

também capazes de transportar microorganismos do sítio inflamatório para 

os linfonodos regionais (PAUL, 2003).

1.2 Fagocitos Profissionais e a infecção por L e is h m a n ia
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Dentre os fagocitos profissionais, os neutrôfilos têm uma importante função 

na resposta imune inata, devido á sua capacidade de fagocitar e matar 

patógenos extracelulares (WITKO-SARSAT et al, 2000). Estas são as 

primeiras células a serem recrutadas na inflamação aguda e dominam o 

influxo inicial de leucocitos (ISSEKUTZ, 1980). Após estímulo inflamatorio 

na cavidade peritoneal de camundongos, os neutrôfilos se acumulam em 

poucas horas e gradualmente são substituídos por macrófagos (LAGASSE, 

1996; COOK et a l, 2003). Os neutrôfilos também apresentam capacidade 

migratória para o linfonodo drenante, observada apôs estímulo com 

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

Os neutrôfilos são caracterizados na citometria de fluxo por sua alta 

granulosidade e podem também ser diferenciados de macrófagos/monócitos 

pela alta expressão da molécula de superfície celular Gr-1 juntamente com 

Mac-1 (Gr-lhi/Mac-lio-hi). Esse fenótipo foi observado em neutrôfilos do 

sangue periférico, no baço e na cavidade peritoneal de camundongos apôs 

estímulo inflamatório (LAGASSE, 1996).

1.2.1 Neutrôfilos

1.2.2 N e u t r ô f i l o s  e  Leishmania

Os primeiros fagócitos a serem recrutados após a inoculação da Leishmania 

são os neutrôfilos (BELKAID et al, 2000), capazes de conferir certa 

resistência a animais susceptíveis, no estágio precoce da infecção (CHEN et 

al, 2005). Essas células são mais eficientes em degradar amastigotas de 

Leishmania do que os monócitos, 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 

inflamatórias, como induzir a vasodilatação (SACKS et al, 2001) e
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quimiotaxia para polimorfonucleares e macrófagos (ZER et al, 2001; 

TEIXEIRA et al, 2005). Na realidade, a injeção de saliva de Lutzomyia 

longipalpis na orelha (intradermicamente) de camundongos induziu um 

intenso e difuso infiltrado inflamatório composto por polimorfonucleares 

(neutrófilos e eosinofilos) e macrófago, tão cedo quanto 2 horas após a sua 

injeção (SILVA et a l, 2005). Além disso, após a administração de glândulas 

salivares juntamente com L. chagasi em camundongos susceptíveis foi 

observado um intenso recrutamento de neutrofilos e macrófagos (TEIXEIRA 

et al, 2005).

Os macrófagos são capazes de induzir a apoptose de neutrofilos 

inflamatórios devida a presença de TNF em sua membrana (ALLENBACH et 

al, 2006). Estudos mostram que esta interação, em animais susceptíveis, 

causa uma exacerbação no crescimento do parasito no macrófago infectado. 

O mesmo não acontece nos animais resistentes, os quais diminuem a carga 

parasitária (RIBEIRO-GOMES et a l, 2004; VAN ZANDBERGEN et al, 2004)

1.2.3 Monócitos/Macrófagos

Os monócitos constituem cerca de 5-10% dos leucócitos sanguíneos em 

camundongos e em humanos. Estes têm um período curto de vida, de 

aproximadamente um dia em camundongos (VAN FURTH, 1968) e três dias 

em humanos (WHITELAW, 1972). Alêm disso, eles mantêm a homeostasia de 

macrófagos e células dendríticas, e interferem na resposta inata e adaptativa 

durante a inflamação (ZIEGLER-HEITBROCK, 2000).

Nos camundongos, os monócitos podem ser caracterizados pela citometria 

de fluxo por sua baixa granulosidade e sua expressão de moléculas como 

receptor de M-CSF (GDI 15), Mac-1 (CDllb) e do antígeno reconhecido pelo 

anticorpo F4/80 (GEISSMANN et al, 2003; QU et a l, 2004). Atualmente, os 

monócitos podem ser divididos em dois subtipos de acordo com a expressão 

de CCR2, CD62L (L-selectina) e do receptor 1 da quimiocina CX3C (CX3CRI).
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Os monócitos residentes são caracterizados pela alta expressão de CX3CRI e 

ausencia de CD62L e CCR2 (GORDON, 2005). Os monócitos inflamatórios 

são caracterizados pela baixa expressão de CX3CRI e positividade para 

CD62L e CCR2. Esses monócitos inflamatórios respondem a quimiocinas 

CCL2 (MCP-1) (GU et a l, 1998; PALFRAMAN et al, 2001) e assim migram 

para sitios inflamatórios (KURIHARA et a l, 1997; KUZIEL et al, 1997; GU et 

al, 1998; LU et a l, 1998). Esses monócitos inflamatórios correspondem 

também aos monócitos clássicos humanos (CD14high/CD15-) e, a depender 

do estímulo in vitro, podem se diferenciar em macrófagos (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 e ta l, 1999).

O macrófago é a segunda população celular a chegar ao sítio inflamatório. 

Este apresenta uma grande variação fenotípica durante sua diferenciação e 

distribuição pelos diferentes tecidos nos quais se estabelecem (GORDON, 

2003). Quando maduros, os macrófagos têm uma vida longa com alta 

capacidade fagocítica, são capazes de apresentar antígenos e de agir como 

células efetoras matando patógenos intracelulares. As moléculas antigênicas 

como F4/80, macrosialinas (CD68) e sialoadesinas são identificados em 

diferentes populações. O antígeno F4/80 tanto encontra-se na maioria da 

população ativada, como também em algumas populações residentes 

(GORDON, 2003).

Os macrófagos peritoneais residentes em camundongos tém sido 

caracterizados pela alta expressão do antígeno F4/80 e C D llb  (NIBBERING 

et al, 1987; COOK et a l, 2003) e pela não expressão de GR-1 e B220 

(LAGASSE, 1995). Os macrófagos peritoneais inflamatórios tém sido muito 

utilizados nos estudos relacionados com a resposta inflamatória (COOK et 

a l, 2003; CAILHIER et a l, 2005) relacionada a doenças auto-imunes 

(POTTER et a l, 2003), estudos de migração celular (BELLINGAN et al, 

1996).
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Um dos recursos mais comumente utilizados para obtenção dessas células é 

a indução de peritonite estéril por meio da injeção de tioglicolato. Esse meio 

de cultura é normalmente utilizado para o crescimento de bactéria 

(MCCLUNG, 1940) e é rico em nutrientes contendo proteínas e carboidratos 

(LI et a l, 1997). Para causar a peritonite é necessário que o meio seja 

autoclavado após seu preparo e envelhecido (em média 30 dias) para maior 

indução do recrutamento de fagocitos mononucleares para o peritônio (LI et 

al, 1997). A capacidade de atrair fagocitos tem sido atribuída ã formação de 

produtos de glicação avançados (AGE) (LI et al, 1997) ou até mesmo ao agar 

(substância utilizada na constituição do meio para a cultura de 

microrganismos) presente no meio (EICHNER, 1983). Contudo, os 

polimorfonucleares ou macrófagos atraídos com o estímulo do tioglicolato 

não estão ativados, mas são capazes de fagocitar e matar os 

microorganismos ingeridos (BARON, 1982; LEIJH et al, 1984). Esse método 

tem como vantagem obter fagocitos mononucleares inflamatorios em um 

ambiente estéril tendo a possibilidade do cultivo e posterior manipulação das 

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

1.2.4 Monócitos/Macrófagos e Leishmania

A infecção de macrófagos pela Leishmania é feita de forma silenciosa via 

CR3, levando ã não ativação 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. Após a infecção, a 

Leishmania é capaz de inibir uma série de mecanismos funcionais nos 

macrófagos, como a produção de IL-12, a qual é necessária para o 

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl (CARRERA et al, 1996; 

BELKAID et a l, 1998), a atividade das enzimas proteolíticas (DESCOTEAUX, 

1999) e a produção do óxido nítrico (WEI et a l, 1995; DESCOTEAUX, 1999) 

prolongando assim sua sobrevivência no hospedeiro.
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Na pele, após a infecção com Leishmania, observa-se um grande número de 

macrófagos (CDllb+) infectados em animais susceptíveis (MURAILLE et al, 

2003). Essas células aparecem tardiamente no linfonodo drenante se 

comparadas com as DC (MOLL et al, 1993), porém, em ambas as células, 

encontram-se parasitos viáveis no linfonodo (MOLL et a l, 1995).

Há evidências de que a infecção com Leishmania interfere na capacidade dos 

macrófagos de estimularem linfócitos T. Essa alteração da função do fagócito 

pode estar relacionada com defeito na apresentação de antígenos exógenos 

pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de (MHC) 

classe 11 (FRUTH et al, 1993; PRINA et al, 2004) ou com a baixa expressão 

de moléculas co-estimulatórias, sinal necessário para completar a 

apresentação de antígeno junto ao MHC-II (KAYE et al, 1994; SAHA et al, 

1995). Interações entre moléculas co-estimulatórias são importantes para 

que ocorra ativação celular. Por exemplo, a interação entre CD40-DC40L 

(macrófagos-linfócitos) é necessária para que ocorra a ativação da 

capacidade leishmanicida de macrófagos após infecção por Leishmania 

(KAMANAKA et a l, 1996).

Os macrófagos peritoneais, como população geral, possuem uma alta 

capacidade fagocítica, contudo não induzem uma boa resposta proliferativa 

para os linfócitos T naive (COOK et al, 2003; CAILHIER et al, 2005) ou pré- 

sensibilizados com antígenos de Leishmania (INABA et al, 1990). Essas 

células talvez caracterizem uma população de fagócitos mononucleares mais 

apta a transportar patógenos que estimular uma resposta imune protetora 

(MURAILLE et a l, 2003), entretanto, podem sofrer alterações na expressão 

de receptores de quimiocinas envolvidos na adesão celular após a infecção 

com Leishmania. Essas alterações incluem a diminuição da expressão de 

receptores de quimiocinas como CCR5 ou CCR4 e alterações na regulação da 

afinidade de integrinas (PINHEIRO et al, 2005) ou até mesmo diminuição na 

expressão de moléculas de adesão como CD 11b e CD54 em estudos com 

monócitos humanos, embora esta redução não tenha sido observada em 

macrófagos derivados de monócitos (DE ALMEIDA et al, 2003). Esses dados
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mostram como os parasitos podem interferir no transporte e apresentação de 

antígenos aos linfócitos T.

1.2.5 CÉLULAS DENDRÍTICAS

As células dentríticas são capazes de iniciar a resposta imune e 

eficientemente estimular a geração de memoria imunológica. As DCs estão 

constitutivamente distribuídas por muitos tecidos do corpo, porém em 

pequeno número, localizando-se particularmente na pele e superfícies de 

mucosas. No tecido periférico as DCs estão na forma imatura, capazes de 

captar antígenos. Após sua ativação pelos estímulos patogênicos ou 

produção de citocinas, amadurecem aumentando sua expressão de MHC e 

moléculas co-estimulatórias tornando-se competentes APC (CAVANAGH, 

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

Um grande número de DCs murinas tem sido descrito em órgãos linfóides e 

não linfóides. Essas células têm sido classificadas em duas linhagens 

principais: DCs mielóides (STEINMAN, 1974) ou linfóides (SUSS, 1996). As 

DCs de origem mielóide são consideradas a população clássica de APC do 

sistema imune (HART, 1997) e apresentam similaridades funcionais, 

fenotípicas e morfológicas com macrófagos (VAN FURTH, 1968). Estudos, 

principalmente in vitro, têm demonstrado que precursores mielóides, após 

estímulo com fator estimulador de colónia granulócito/ macrófago (GM-CSF), 

diferenciam-se em granulócitos, monócitos e DCs mielóides (INABA et al, 

1992; SCHEICHER et al, 1992).

O subtipo DC linfóide é identificado pela expressão de CD8a. Anteriormente 

pensava-se que essas células se originavam de um precursor da linhagem 

linfóide (SUSS, 1996), contudo, foi demonstrado que DC CD8a+ ou CD8q- 

podem ser originadas de um progenitor mielóide (TRAVER et al, 2000; DEL 

HOYO et a l, 2002). As DC mielóide e linfóide diferem em sua localização nos 

tecidos, fenótipo e função, porém ambas expressam altos níveis de CD 11c,
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MHC classe II e moléculas co-estimulatórias CD86 e CD40. Basicamente, as 

DC linfóides são CDSa"  ̂ e as DC mielóides são CDSq ’ representando 

populações com funções distintas (MARASKOVSKY et al, 1996; WU et al, 

1996; PULENDRAN et a l, 1997; VREMEC, 1997).

A principal dicotomia entre os subtipos de DC pode ser vista na indução de 

uma resposta do tipo Th2 produzida pelas DC CD8q-, enquanto que as DCs 

CD8a+ produzem interleucina (1L)-12, induzindo uma resposta do tipo Thl 

(PULENDRAN et a l, 1999; DEN HAAN et al, 2000; MOSER, 2000; lYODA et 

al, 2002). Na epiderme são encontradas células dendríticas residentes 

conhecidas como células de Langerhans. Essas células são consideradas 

APC, capazes de fagocitar parasitos e migrar para o interior da região para- 

cortical no linfonodo, apresentando assim antígenos para os linfócitos T 

(MOLL, 1995). Atualmente o grupo de Leon (2007) descreveu que as células 

dendríticas podem ser recrutadas para o sítio inflamatório ou até mesmo 

serem diferenciadas de monócitos dermais. Estas células são capazes de 

migrar para o linfonodo drenante e apresentar antígeno para os linfócitos T 

sendo responsáveis por uma resposta protetora no animal (LEON et al,

2007).

1.2.6 CÉLULAS Dendríticas e Leishmania

Alguns estudos que utilizam o modelo murino de leishmaniose tegumentar 

tém demonstrado que, logo após a inoculação do parasito na pele, as células 

de Langerhans, e não os macrófagos, são capazes de transportar a 

Leishmania da pele para o linfonodo (BLANK et al, 1993; MOLL et al, 1993) 

e assim apresentar o antígeno aos linfócitos T virgens, iniciando uma 

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

Em camundongos resistentes, a presença de células dendríticas e 

macrófagos infectados contendo parasitos viáveis no linfonodo foram 

equivalentes, porém apenas as células dendríticas foram capazes de induzir
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a resposta imune por células T (MOLL et a l, 1995). Estas células exibem 

parasitsmo ativo por longos períodos no linfonodo dos animais infectados 

sendo capazes de manter sempre presente uma população de células T 

especifica para Leishmania e assim proteger o animal contra reinfecção. Isto 

sugere que, além da resposta imune primária, é provável que as células 

dendríticas estejam também envolvidas no processo de manutenção da 

resposta em células T de memoria (MOLL et a l, 1995).

Logo após a intemalização do parasito, as células de Langerhans tém a 

expressão de moléculas de MHC classe 1 e II e co-estimulatórias aumentada 

no período de quarenta e oito horas (VON STEBUT et a l, 1998), mostrando 

características de maturação. Interessantemente, essa maturação só ocorre 

com a intemalização do parasito, em qualquer dos estágios do ciclo de vida, 

opsonizado por anticorpo (PRINA et a l, 1993). A ausência de maturação 

dessas células, que ocorre após a infecção com o parasito, beneficia o seu 

estabelecimento e multiplicação dentro das células do hospedeiro (PRINA et 

a l, 1993).

A capacidade de migração da DC derivada de monócitos da pele para o 

linfonodo drenante está associada a receptores de quimiocinas, como CCR7 

e CCR8 (FORSTER et a l, 1999; QU et a l, 2004). Contudo, após a infecção 

por Leishmania, essas células podem sofrer alterações na expressão de 

alguns receptores de quimiocinas capazes de interferir com a sua migração 

para órgãos como linfonodo drenante e o baço (SATO et a l, 2000; ATO et al, 

2002).

1 .3 D issem inação da  L e ishm an ia  a  p a r t ir  do  S ítio  de In fe c ção

Como revisto acima, amastigotas de Leishmania vivem nos tecidos no 

interior de fagócitos mononucleares. Esses fagocitos podem permanecer no 

sítio de infecção ou se deslocar, estabelecendo lesões em outros tecidos como 

pele, mucosas e órgãos internos. Tem-se mesmo sugerido a eficiência de um
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tropismo das diferentes espécies de Leishmonia para determinados tecidos. 

Freqüentemente, fagocitos infectados podem ser observados na região 

subcapsular do linfonodo que drena a área de inoculação do parasito. 

Fagocitos mononucleares infectados são também observados atravessando 

os cordões medulares como mostra o desenho esquemático abaixo (figura 2), 

assim como também já  forcim identificados na corrente sanguínea (FIORINI 

e ta l, 2002).

Figura 2. Desenho esquemático sobre o aparecimento de fagocitos infectados no 
linfonodo regional.

Os sinais para permanência 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, urna íntima relação é observada entre fagocitos 

mononucleares infectados com Leishmonia e componentes matriciais e 

celulares do tecido conjuntivo.
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Figura 3. Relação dos fagocitos infectados com Leishmania entre componentes 
m atriciais e celulares do tecido. Secção de lesão tegumentar de camundongo infectado 
com L.amazonensis e corada com vermelho sírius. Em vermelho, fibras de colágeno: em 
verde, outras proteínas em células vacuoladas e Leishmania.

Nosso grupo desenvolveu um ensalo de adesão para estudcir as interações 

entre células macrofágicas e o tecido conjuntivo (CARVALHAL et al, 2004). 

Através desse ensaio demonstramos que macrófagos e monócitos aderem 

preferencialmente ao tecido conjuntivo inflamado. Essa adesão é dependente 

de cátions divalentes, capaz de aumentar após a ativação dos fagocitos com 

lipopolissacarídeo e ser inibida por uma mistura de anticorpos contra 

integrinas contendo cadeias a4 ou (52 (inibição de 49.5% a 77.4%) ou por 

uma mistura dos peptídios CS-1 (fragmento da fibronectina) e RGD (inibição 

de 58.2 ± 2%).

Demonstramos que a infecção de fagocitos mononucleares com Leishmania 

causa uma inibição na adesão dessas células ao tecido conjuntivo inflamado 

logo nas primeiras vinte e quatro horas de infecção. Contudo, a fagocitose de 

partículas de látex de 3 pm (tamanho aproximado de uma amastigota de 

Leishmania) ou a infecção com Mycobacterium fortuitum não produziram o 

mesmo efeito. Essa redução da aderência, decorrente da infecção com 

Leishmania, foi observada utilizando-se células macrofágicas da linhagem 

J774, fagocitos peritoncciis inflamatórios de camundongo induzidos por
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tioglicolato e com monócitos do sangue periférico humano (CARVALHAL et 

al, 2004).

Foi possível reverter parcialmente a perda na adesão dos fagocitos infectados 

através da adição de manganês, levando a entender que mecanismos que 

regulam a afinidade/avidez das integrinas pelos seus receptores, estão 

envolvidos (CARVALHAL et al, 2004; PINHEIRO et al, 2006). Demonstramos 

por meio de experimentos de cinética do aparecimento da redução da adesão 

celular que essas alterações têm início tão cedo quanto duas horas após a 

infecção, que o fenômeno está relacionado ã alteração na função de 

integrinas da família beta-1 e potencialmente é relacionado a alterações na 

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

A identidade das células que carregam o parasito do sítio de inoculação para 

o linfonodo (BLANK et a l, 1993; MURAILLE et a l, 2003; QU et al, 2004) que 

são 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 dendríticas derivadas de células de Langerhans como 

potenciais carreadoras do parasito. Muraille e colaboradores (2003), 

entretanto, apresentaram evidências de que células dendríticas derivadas de 

monócitos seriam as principais responsáveis pelo carreamento do parasito 

do sítio de infecção para o linfonodo. Essa possibilidade também tem o 

suporte de estudos com partículas de látex transportadas dos sítios de 

injeção para linfonodos braquiais do pulmão (RANDOLPH et a l, 1999).

lezzi e colaboradores (2006) demonstraram que células dendríticas 

residentes do linfonodo são capazes de adquirirem antígenos solúveis de 

Leishmania, provavelmente drenados pelos vasos linfáticos até o linfonodo 

ou levado por monócitos inflamatórios, logo nas primeiras vinte e quatro 

horas após a infecção. Estes consideram que poucas células dendríticas 

derivadas da pele (Células de Langerhans ou DC dérmicas) migram para o 

linfonodo exibindo pequena função na ativação precoce de células T. Dessa
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forma é possível que o tránsito de moléculas vistas pelo sistema imune como 

antígenos seria distinto do tránsito de parasitos do sitio de agressão para os 

linfonodos regionais.

Esses estudos ressaltam as controvérsias expostas sobre o fenotipo e a 

importância de cada população celular no transporte de Leishmania para 

diferentes tecidos. Buscamos desenvolver um modelo experimental capaz de 

permitir o estudo de uma grande quantidade de fagocitos inflamatórios com 

possível capacidade migratória. Utilizamos este modelo para explorar as 

populações de fagócitos mononucleares capazes de se infectar com 

Leishmania e capazes de transportar o parasito do sítio inflamatório para o 

linfonodo regional, além dos mecanismos envolvidos no processo.
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2  JU S T IF IC A T IV A

Há controvérsias a respeito das populações de fagocitos mononucleares 

responsáveis pelo transporte de Leishmania do sitio de infecção para o 

linfonodo drenante e sobre os mecanismos envolvidos nesse processo (MOLL 

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

Nosso grupo desenvolveu um modelo de interação celular ao tecido 

conjuntivo inflamado, com o qual observamos que fagocitos inflamatorios 

perifoneáis de camundongo, monócitos humanos e células de linhagem 

macrofágica, J774, tém sua aderência ao tecido conjuntivo inflamado 

reduzida após a infecção com Leishmania (CARVALHAL et al, 2004; 

PINHEIRO et a l, 2006).

Não sabemos o significado dessas alterações da adesão celular induzida por 

Leishmania. A desadesão pode constituir, porém, o estágio inicial da 

migração leucocitária, pode ainda limitar a saída dessas células do sítio 

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

Um dos problemas que encontramos ao tentar acessar essas questões é a 

pequena quantidade de fagócitos mononucleares oriundos dos sítios 

infectados por Leishmania e potenciais artefatos originados no processo de 

isolamento dessas células. Bellingan e colaboradores (1996) demonstraram a 

migração de fagócitos mononucleares do peritõnio para linfonodos regionais. 

Desde que essas células são susceptíveis à infecção com Leishmania e têm 

sua aderência ao tecido conjuntivo modulada pela infecção, nós adaptamos 

esse modelo para a utilização em nossos estudos. A utilização do modelo 

com as adaptações descritas aqui permitirão a confirmação de hipóteses 

geradas em estudos in vitro sobre adesão e migração celular. Permitiram 

ainda dispor de um grande número de células, o que possibilita a execução 

de estudos para a confirmação dos mecanismos envolvidos no processo de 

migração de fagócitos mononucleares.
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Pretendemos utilizar agora este sistema para a identificação da capacidade 

de transporte de Leishmania por diferentes populações de fagocitos 

mononucleares inflamatorios e para o estudo dos mecanismos celulares 

envolvidos no processo, possibilitando o teste de hipóteses originadas no 

estudo das lesões.

Além da importância para o estudo da leishmaniose, pretendemos com este 

trabalho contribuir para o avanço na compreensão de mecanismos de outros 

patógenos intracelulares, cujo mecanismo patogênico compartilha aspectos 

com a leishmaniose.
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3  O B JE T IV O S

3.1 G eral :

Estabelecer um sistema que permita identificar o potencial migratório in vivo 

de populações de fagocitos mononucleares inflamatorios susceptíveis à 

infecção por Leishmania.

3 .2  E spec íf ico s :

3.2.1 Definir a cinética de influxo e fenotipo das populações de fagocitos 

mononucleares atraídas para o peritônio após um estímulo 

inflamatório com tioglicolato;

3.2.2 Definir a cinética de migração de fagócitos mononucleares 

inflamatórios do peritônio para o linfonodo regional;

3.2.3 Identificar as populações celulares que compõem o exsudato 

inflamatório no ponto em que a migração de fagócitos para o linfonodo 

regional é mais evidente;

3.2.4 Examinar o efeito do cultivo in vitro dos fagócitos na sua migração 

para os linfonodos;

3.2.5 Identificar as populações dos fagócitos peritoneais inflamatórios 

murinos susceptíveis ã infecção com Leishmania.



35

4 DESENHO EXPERIMENTAL
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5  M A T E R IA L  E  M E T O D O S

5.1 An im á is :

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c com seis a oito 

semanas de vida, independente do sexo, obtidos no biotério do Centro de 

Pesquisa Gonçalo Muniz - FIOCRUZ (Salvador, Bahia). Os animais foram 

mantidos sob condições ambientais controladas de umidade, temperatura, 

períodos de claro e escuro, com ração balanceada e água ad libidum. Os 

experimentos usando camundongos foram conduzidos de acordo com as 

orientações da FIOCRUZ para manipulação e experimentação com animais 

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

aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Animais do CPqGM- 

FIOCRUZ (Ceua, parecer n° 040/2005).

5 .2  C inética  do  influxo  e  da m igração  para  o linfonodo  drenante de

FAGOCITOS MONONUCLEARES PERITONEAIS APÓS O ESTÍMULO COM TIOGLICOLATO:

Para definir a cinética de migração dos fagòcitos inflamatórios, foi induzida a 

peritonite estéril em camundongos da linhagem BALB/c e, após uma, duas, 

quatro, oito e doze horas e após um, dois, quatro, dez, vinte, quarenta e cem 

dias, os fagòcitos perifoneáis inflamatórios e o linfonodo regional (para- 

tímico) foram retirados para análise. As células perifoneáis de cada animal 

foram cito-centrifugadas, fixadas em láminas e coradas pelo método de 

Papanicolau para análise diferencial das populações celulares por 

microscópio óptico. Um pool das células dos animais foi analisado por 

citometria de fluxo, conforme descrito no tópico abaixo (5.3). Dentre os 

anticorpos utilizados nesta etapa não incluimos anti-CD8a (Ly-2) e anti- 

CD54 (3E2) (todos da BD-Pharmingen; San Jose, Califórnia, EUA e 

adicionamos anti-GR-1 (RB6-8C5) (Caltag; San Diego, California, EUA) ligado 

a FITC. Os linfonodos foram incluídos em liquido de Bouin, incluídos em
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ao microscópio óptico (Olympus, modelo CX41; Philippines). Para a análise 

morfológica os dados foram extraídos de dois experimentos. No primeiro 

foram utilizados dois animais no grupo controle e 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 número 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  Análise po r  C itom etria  de Fluxo :

Para a fenotipagem das células do exsudato peritoneal foram utilizados 

anticorpos ligados a Isotiocianato de Fluoresceína (FITC): anti-CDllb 

(Ml/70), anti-CD8a (Ly-2), anti-CD54 (3E2), anti-CD3e (145-2C11), anti- 

CD45R/B220 (RA3-6B2), anti-I-A  ̂ (AMS-32.1) (todos da BD-Pharmingen; 

San Jose, Califórnia, EUA) e anti-F4/80 (Rl-2; Caltag; San Diego, California, 

EUA); ligados a Ficoeritrina (PE): anti-F4/80 (Rl-2; Caltag, EUA) e anticorpo 

biotinilado: anti-CDllc (HL3; BD-Pharmingen; San Jose, Califórnia, EUA). 

Para detectar os anticorpos biotinilados utilizamos streptoavidina conjugada 

a Cy-5 (BD-Pharmingen; San Jose, Califórnia, EUA). O fenótipo dos 

monócitos/macrófagos foi determinado pela expressão única de CD 11b e 

F4/80 ou ambas; os polimorfonucleares pela combinação da alta 

granulosidade e a alta expressão de GR-1; os linfócitos pela soma das 

células CD3+ e B220+ e as células dendríticas maduras pela expressão de 

CDllc+ e MHC-II îgh. Todos os anticorpos foram previamente titulados para 

determinação da concentração ideal de uso. As células infectadas ou não 

com Leishmania foram ressuspensas na concentração de 2x10'^/ml em 

tampão de FACS (PBS, contendo 2mM de azida, 5% de SFB). As reações não 

específicas foram bloqueadas com 5% de soro de camundongo. As células 

foram distribuídas lOOjil da suspensão/poço em placa de noventa e seis 

poços 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. Após vinte minutos, as células foram lavadas por três vezes com 

tampão de FACS e ressuspensas em (PBS) a 0,15M com pH 7,2 contendo 

2mM de azida. A aquisição foi realizada por um citômetro de fluxo FACScan 

usando o programa CellQuest (Becton-Dickinson, Canadá, EUA). Para 

análise dos dados utilizamos FlowJo (Tree Star Inc, Califórnia, EUA) 

(PINHEIRO et a l, 2006).

5.4 M a r c a ç ã o  d e  f a g o c i t o s  m o n o n u c le a r e s  o u  Leishm ania c o m  PKH26:

Os fagócitos mononucleares ou promastigotas de Leishmania na fase 

estacionária foram tratadas com PKH26 (Sigma, USA), que é um marcador 

fluorescente estável com longas cadeias alifática, a qual se liga entre a 

bicamada lipídica da membrana celular, conferindo as células fluorescência 

vermelha (protocolo proposto pelo fabricante). Em resumo, as células e os 

parasitos foram lavados duas vezes com HBSS e ressuspensos na 

concentração de 2x10’̂ fagócitos ou de 2x10^ promastigotas por ml do 

diluente C. Em outro tubo, 4 x 10-̂  M do corante PKH26 foi diluído em Iml 

do diluente C e adicionado à célula. Após cinco minutos de incubação ã 

temperatura ambiente, a reação foi bloqueada com a adição de igual volume 

de SFB e incubação por um minuto também ã temperatura ambiente. As 

células foram centrifugadas (400 x g) por dez minutos a 25°C e lavadas três 

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

5.5 I n j e ç ã o  e  r a s t r e a m e n t o  d e  c é l u l a s  m a r c a d a s :

No terceiro dia da indução de peritonite estéril pela injeção de tioglicolato, as 

células do exsudato peritoneal foram isoladas e marcadas com o corante 

fluorescente vermelho PKH26, conforme descrito acima. Após ressuspensas 

na concentração de 10^-10'^/ml em salina, Im l da suspensão das células foi 

injetada no peritônio de camundongos da linhagem BALB/c previamente
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estimulados por trés dias com tioglicolato. Após doze a vinte e quatro horas 

da injeção das células marcadas, foi feita a lavagem peritoneal com coleta de 

células e a extração do linfonodo paratimico de animais recipientes (Ver 

esquema na figura 4). As células foram cito-centrifiigadas, os linfonodos 

foram congelados com tissue-teck (Sakura, USA) e cortados em criostato e as 

láminas foram montadas com Vectashield contendo DAPl (Vector, USA). Em 

seguida o material foi examinado ao microscopio de fluorescência e imagens 

do mesmo campo foram capturadas, para o DAPI com excitação de 360 nm, 

emissão máxima de 460 nm quando ligado ao DNA e filtro azul produzindo 

uma fluorescência azul. O PKH26 tem excitação de 551 nm, emissão 567 nm 

e filtro verde produzindo uma fluorescencia vermelha.

Figura 4. Desenho esquemático sobre metodologia da injeção e rastreamento de 
células marcadas. PEC - células do exsudato peritoneal; PKH26 - corante fluorescente 
vermelho.
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As células do exsudato peritoneal foram obtidas de camundongo da 

linhagem BALB/c pela injeção de 3 ml de uma solução de tioglicolato 

(Sigma, USA) a 3% estéril e envelhecido por um més ao abrigo da luz. Quatro 

dias após a injeção de tioglicolato, as células do exsudato peritoneal (PECs) 

foram coletadas através da lavagem da cavidade peritoneal com Solução 

Salina Tamponada de Hank modificado (HBSS; Sigma, USA) a 4 °C, 

contendo 20 lU/ml heparina. As células foram contadas e utilizadas nos 

diferentes experimentos.

5.6 CÉLULAS DO EXSUDATO PERITONEAL DE CAMUNDONGO:

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 estacionária foram lavados três 

vezes por centrifugação a 1.250 x g por 10 minutos, a 4°C com HBSS e 

ressuspensos em RPMI completo.

5 .8  In fe c ção  de fa g o c ito s  m ononucleares com Leishm ania:

Os fagocitos mononucleares inflamatórios murinos foram cultivados por 

vinte e quatro horas em tubos de polipropileno (não aderentes) em RPMI 

completo, na presença ou não de promastigotas de Leishmania a 37°C e 5% 

de CO2. A infecção foi feita na proporção de 10 parasitos: 1 fagocito. Os 

parasitos foram ressuspensos na concentração de 2x10'^/ml e incubados 

com as células na concentração de 2xl0^/ml, por um período de dezoito a 

vinte e quatro horas.
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5 .9  Análise E statística :

Os gráficos dos experimentos de cinética representam médias ± desvios 

padrões entre os diferentes experimentos. A tabela 1 apresenta o percentual 

dos linfonodos para os quais houve migração celular em relação ao número 

de linfonodos totais examinados. Os dados exibidos pela análise por 

citometria de fluxo representam média percentual do número de células 

positivas para cada marcador analisado ± desvio padrão entre os diferentes 

experimentos. A significância estatística entre os diferentes grupos foi 

medida usando o teste t, com nível crítico de significância de p < 0,05. Os 

dados foram analisados através de programa Prisma 4.00 para Windows, 

Software GraphPad (San Diego, Califórnia, EUA).
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6  R E S U L T A D O S

6 .1  C inét ica  pó s-in jeç ã o  de  tioglicolato

Observou-se um significante aumento no número de células na cavidade 

peritoneal dos animais injetados com tioglicolato (1,8 ± 0,6 x lO^ células) em 

relação aos animais injetados com salina (2 ± 2 x 10® células), desde o 

primeiro dia após estímulo inflamatorio. O número de células permaneceu 

aproximadamente inalterado até o quarto dia após o estímulo. Após esse 

periodo, o número de células diminuiu progressivamente atingindo um platô 

(8 ± 4 X 10 )̂ que se manteve estável até o centésimo dia. O número de 

células do grupo estimulado com tioglicolato foi sempre maior do que o 

grupo controle, mesmo cem dias após o estímulo inflamatorio (figura 5).

24

Figura 5. C inética do recrutamento de células para o peritônio após injeção 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 círculo e quadrado no 
gráfico representam o número de células obtidas em cada experimento. As linhas 
representam a média do número de células retiradas de cada animal. Os dados são 
representativos de dois experimentos representados pelo círculo e quadrado.



43

6.1.1 Populações celulares;

6.1 . 1 . 1  A n á lis e  p o r  m ic ro sc o p ía  ó p tic a :

O percentual de fagocitos mononucleares do exsudato peritoneal recrutados 

pelo estímulo inflamatório com tioglicolato variou de acordo com o tempo de 

estimulo. Ñas doze primeiras horas houve um decréscimo (48 ± 17%, 2h; 28 

± 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 ± 15%). Os 

linfócitos foram as células mais freqüentes nas etapas iniciais (56 ± 19%, 2h; 

63 ± 5, 4h e 67 ± 1, 12 horas) e finais (75 ± 15%, 40 e 89 ± 3% 100 dias) do 

processo inflamatório. Uma freqüência aumentada de neutró filos foi 

observada entre a quarta hora e o quarto dia (8 ± 4%, 4 horas - 4%, quarto 

dia) após estímulo inflamatório. Após este período foi observado um 

decréscimo que manteve-se até cem dias (1%). Uma pequena população de 

eosinófilos e mastócitos foi observada em todos os momentos analisados 

(figura 6 A ).

Nos animais injetados com salina foi observada uma variação similar, 

porém, menos intensa na proporção de células (figura 6fí).
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Figura 6. Percentual das diferentes populações celulares observadas entre as células 
do exsudato peritoneal em diferentes períodos após a injeção 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 períodos de duas, quatro e doze horas e um, dois, quatro, dez, vinte, quarenta e cem 
dias. As cores diferentes nas barras do gráfico representam os percentueiis de células 
contadas em cada animal nos diferentes pontos do experimento. Dados originados de dois 
experimentos.
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Nos animais estimulados com tioglicolato há um aumento da proporção de 

células CDllb+, F4/80+ ou CDllb+F4/80+ (monócito/macrófago) entre 

quatro horas e quatro dias após o estímulo. Quatro horas após a injeção de 

tioglicolato o percentual dessas células foi de 47%, porém, atinge 84% no 

quarto dia. Dez dias após o estímulo, observa-se redução da população 

dessas células (27%) permanecendo assim até cem dias após o estímulo 

(35%). Os linfócitos constituíram sempre a segunda população celular mais 

frequente no exsudato peritoneal induzido por tioglicolato. A proporção 

dessas células reduz entre quatro horas (33%) e quatro dias (14%), elevándo­

se novamente entre o décimo (70%) e o centésimo (63%) dia. Os neutrófilos 

foram observados em maior número entre quatro horas (19%) e quatro dias 

(1%), declinando posteriormente. Poucas células dendríticas maduras foram 

identificadas. A proporção destas células atingiu o máximo com dez dias 

(2%) após o estímulo infamatório (figura 7A).

No grupo controle injetado com salina o aumento da proporção de fagócitos 

mononucleares é evidente até o quarto dia e os neutrófilos predominam no 

primeiro dia. Os linfócitos constituíram a principal população celular com 

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

6.1.1.2 A n á l is e  p o r  c it o m e t r ia  d e  f l u x o :
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Figura 7. Percentual das diferentes populações celulares observadas entre as células 
do exsudato peritoneal induzido por tio|^colato 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 períodos 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 CD 11b e 
F4/80 e C D llc  e MHC-Il. O fenótijK) dos monócitos/macrófagos foram determinados pela 
expressão única de CD 11b e F4/80 ou ambas; os polimorfonucleares pela combinação da 
alta granulosidade e a expressão de GR-1; os linfócitos pela soma das células CD3"̂  e 8220"  ̂
e as células dendríticas maduras pela expressão de CDl lc+ e MHC-II*’‘sh. 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 M igração celular

6.2.1 C in é tic a  de  m ig ração  das c é lu la s  pe ritonea is  para  o  u n fo n o d o  

d renan te :

A morfologia dos fagocitos mononucleares observados no exsudato peritoneal 

após estímulo inflamatorio induzido com tioglicolato é diferente da observada 

em animais injetados com salina. As células induzidas por tioglicolato são 

grandes e apresentam inúmeros vacúolos contendo partículas de agar 

fagocitadas do meio injetado. Os aspectos morfológicos característicos das 

células obtidas dos animais injetados com salina ou com tioglicolato são 

apresentados na figura 8.

Figura 8. Morfologia das céltilas da cavidade peritoneal antes e após estímulo 
inflamatorio. Células da cavidade peritoneal foram retiradas de camundongos da 
linhagem BALB/c após 4 dias da injeção de salina (A) ou tioglicolato (B) e coradas 
com a técnica Papanicolau (lOOOX).
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Os linfonodos dos animais que foram injetados com salina demonstraram 

um padrão similar em todos os períodos da observação. Nestes animais é 

comum a presença de mastócitos no seio subcapsular e células de aspecto 

macrofágico como mostra a figura 9.

Figura 9. Linfonodo para-timico 4 dias após a injeção 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 histológico. B. O 
linfonodo no aumento de 20x observa-se a presença de mastócitos (cabeça de seta) na região 
sub-capsular.
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O aparecimento de células vacuoladas nos seios periféricos dos linfonodos 

drenantes da cavidade peritoneal foi observado 8 horas após a injeção de 

tioglicolato (figura 10). Neste momento, as poucas células observadas no 

linfonodo para-tímico encontram-se no seio subcapsular. Dentre os cinco 

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

Figura 10. Linfonodo para-timico 8 horas após a injeção de tioglicolato. Camundongos 
da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato e depois de 8 horas foram 
sacrificados, o linfonodo para-tímico retirado e levado para processamento histológico. 
Imagem em aumento de 40x.

Com doze horas, as células vacuoladas foram encontradas no seio 

subcapsular em maior proporção. Em um dos linfonodos, essas células 

puderam ser observadas em grande quantidade na transição córtico- 

medular. Nesta região, observam-se também mastócitos e células 

polimorfonucleadas (figura 11). A partir de doze horas, verifica-se um 

aumento progressivo da quantidade dessas células no peritônio pelo menos 

até o quarto dia após o estímulo inflamatório, permanecendo assim até o 

centésimo dia (figura 5). Há, porém, diferenças na intensidade de migração 

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 substituição de quase todo o parênquima do linfonodo 

por células vacuoladas de morfologia macrofágica, tanto na região
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paracortical quanto nos cordões medulares (figura 11). Neste ponto, dos 

quinze linfonodos observados, quatorze apresentaram migração.

Tabela 1. Percentual dos linfonodos para-timicos que apresentaram migração dos

Horas Dias

4 8 12 1 2 4 10 20 40 100

Número de 
animais 
Percentual dos

14 2 7 9 11 6 9 6 14 5

linfonodos com 
migração (%)

0 40 56 43 47 93 63 61 45 13

Dados obtidos de dois experimentos independentes.

Figura 11. Linfonodo para-timico doze horas e 4 dias após a injeção 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 histológico. B. Após doze horas observa-se também a presença de 
polimorfonucleares (seta preta) e mastócitos (cabeça de seta) na região de transição entre a 
região sub-capsular e medular. D. Quatro dias após o estimulo observa-se um grande 
infiltrado de células vacuoladas no seio subcapsular, cordões medulares e região 
paracortical (seta azul).
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A partir do décimo dia observa-se uma diminuição progressiva do número de 

linfonodos que apresentaram agregados de células vacuoladas (tabela 1). 

Contudo, pode-se encontrar ainda um grande número dessas células na 

região cortical e nos cordões medulares dos linfonodos. Um quadro similar é 

observado nos poucos linfonodos que apresentaram essas células com 

quarenta (figura 12) e cem dias após estímulo com tioglicolato.

Figura 12. Linfonodo para-tímico dez dias e quarenta dias após a injeção 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-timlco retirado 
e levado para processamento histológico.
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Nos experimentos objetivando identificar a cinética de migração de fagocitos 

mononucleares para o linfonodo, verificou-se que o quarto dia de estímulo 

inflamatorio foi o momento com maior influxo de fagocitos mononucleares no 

peritónio, assim como o ponto de maior número de linfonodos que 

apresentaram essas células em grande quantidade. Com base nestes dados, 

realizamos os experimentos de injeção e rastreamento com células 

marcadas, para afastar a possibilidade de que no lugar da migração dessas 

células do peritônio para o linfonodo, estivesse apenas migrando partículas 

de agar do sítio de injeção para o seio marginal. Após vinte e quatro horas da 

injeção intraperitoneal de células marcadas, encontrou-se um grande 

número 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 região medular (dado não mostrado). Analisando o mesmo linfonodo no 

HE, encontramos um número maior de células vacuoladas do que observado 

na fluorescência. Provalvemente, isso decorre do fato de que os animais que 

receberam as células fluorescentes estavam previamente estimulados com 

tioglicolato, havendo migração de células próprias e de células injetadas 

(Figura 13).

6.2.2 Injeção e rastre amento de células marcadas:
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Figura 13. Migração de fagocitos mononucleares inflamatorios para o linfonodo 
regional dezoito-vinte e quatro horas após a injeção intra-peritoneal das células 
coradas com PKH26. Células do exsudato peritoneal foram retiradas de 
camundongos da linhagem BALB/c após 3 dias de estímulo com tioglicolato; em 
seguida foram coradas ou não com marcador fluorescente vermelho (PKH26) e 
injetadas no peritònio de camundongos previamente estimulados. Após vinte e quatro 
horas, as células do exsudato peritoneal (PEC) e o linfonodo regional foram retirados e 
levados para análise no microscópio óptico de fluorescência. As lâminas foram 
montadas com DAPI marcando em azul. Os dados são representativos de sete 
experimentos. Células do exsudato peritoneal; B - linfonodo de um  animal injetado 
com tioglicolato sem injeção de células marcadas do mesmo período. A - Exsudato 
peritoneal e linfonodo de um  animal também com tioglicolato e injetado com célulcis 
marcadas.
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No modelo de infecção das células peritoneais utilizado no laboratório, as 

células são incubadas com o parasito por dezoito-vinte e quatro horas, na 

estufa de CO2 em tubos não aderentes. Como o objetivo deste estudo é 

definir condições para identificação de populações celulares em ensaios de 

migração in vivo, realizamos alguns experimentos para ver se o cultivo nas 

condições descritas alteram a migração dessas células. Como demonstrado 

na figura 14, a incubação das células por dezoito-vinte e quatro horas não 

altera a capacidade de migrar para o linfonodo drenante. Foram observadas 

células fluorescentes no lavado peritoneal assim como no linfonodo 

drenante. No linfonodo, foi possível observar células migrantes espalhadas 

nas regiões cortical e medular, como foi visto quando as células não foram 

incubadas. Na coloração com HE, foi observada a presença de células 

vacuoladas nas mesmas regiões que as observadas pela fluorescência ou às 

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

6.2.3 Injeção e rastreamento de células marcadas apôs incubação:
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Figura 14. Migração de fagocitos mononucleares inflamatórios para o linfonodo 
regional após dezoito-vinte e quatro horas de incubação. Células do exsudato 
peritoneal foram retiradas de camundongos da linhagem BALB/c após 3 dias de 
estimulo com tioglicolato e, em seguida foram coradas ou não com marcador 
fluorescente vermelho (PKH26). Depois foram incubadas por dezoito-vinte e quatro 
horas em tubos não aderentes na estufa de CO2 e injetadas no peritónio de 
camundongos previamente estimulados. Após aproximadamente vinte e 4 horas, as 
células do exsudato peritoneal (PEC) e o linfonodo para-tímico foram retirados e 
levados para anállse no microscopio óptico de fluorescência. As láminas foram 
montadas com DAPI marcando em azul. Os dados são representativos de sete 
experimentos.
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6 .3  Populações celulares do  exsudato peritoneal quatro dias após 

ESTÍMULO inflam atorio  COM TIOGLICOLATO

Tendo definido o quarto dia após o estimulo inflamatorio como o mais 

adequado para os estudos de migração celular, procuramos, nesta etapa, 

identificar as populações celulares presentes no exsudato peritoneal e a 

susceptibilidade dessas células à infecção com Leishmania. Por essa razão, a 

análise das células foi sempre procedida por dezoito-vinte e quatro horas de 

incubação em tubos não aderentes (condições dos nossos ensaios de 

infecção e adesão celular; CARVALHAL et al, 2004; PINHEIRO et al, 2006). 

Desde que seja possível refinar a análise dessas células adicionando 

parâmetros de granulosidade e tamanho à análise, fizemos em seguida uma 

avaliação da distribuição das células utilizando esse parâmetro. Nossa 

espectativa é identificar regiões com populações celulares mais uniformes 

para uso em futuros experimentos.
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6.3.1 População celular total após incubação de dezoito-vinte e quatro 

horas:

A peritonite estéril induzida pela injeção de tioglicolato aumenta o número 

de células na cavidade peritoneal, após quatro dias, em vinte vezes, de 1 x 

10  ̂para 2,0 ± 1,3 x 10"̂ , o número de células normalmente encontradas na 

cavidade. O fenotipo dessas células e sua freqüência no exsudato está 

apresentada na figura 15. Como podemos observar, 78 ± 5% das células 

eram CDllb+, 65 ± 9% F4/80^ 28 ± 15% CDllc+, 27 ± 3% 47 ±

25% CD54+, 0,6 ± 1% CD8a% 1,01 ± 1% CD3% 1,18% CD4+ e 4% B220\

Figura 15. D istribuição das populações de células do exsudato peritoneal quatro dias 
após a indução de peritonite estéril com tioglicolato. Cada ponto do gráfico 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 CD llb^ e F4/80+ são as mais freqüentes nesse 

exsudato peritoneal. Como observado na figura 16, 64% dessas células são 

CDllb+F4/80+ (figura 16A), 9 ± 5% são CD llb^CDllc^ (figura 16B), 20% 

são CDllc^MHC-II+ dentre as quais 3% são células CDllc+MHC-II^gh (figura 

16C). Não foram encontradas células CDllc+CD8a+ (figura 16D).

Figura 16. Distribuição de fagocitos mononucleares inflamatórios peritoneais 
incubados com meio de cultura após 18-24 horas. BALB/c foram estimulados com 
tíoglicolato e após 4 dias de estímulo PEC forsun retiradas, duplamente marcadas com 
anticorpos conti-a C D llb  e F4/80 (A); C D llb  e C D llc  (B); C D llc  e MHC-II (C); C D llc  e 
CD8a (D) e analisadas utilizando-se citometria de fluxo. Os dados são representativos de 
cinco experimentos independentes. O quadro vermelho representa população de células
CDllcVMHC-IIhigh.
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6.3 .2 SUB-POPULAÇÕES CELULARES POR REGIÕES DE ANÁLISE EM CITOMETRL\ DE 

FLUXO:

Observando a distribuição das células do exsudato peritoneal, podemos 

distinguir quatro regiões em relação ao seu tamanho e granulosidade 

(foward/side scatter) (figura 17), Na região 1 (Rl) observou-se células pouco 

granulosas e pequenas que representam 6,4 ± 2% da população total. Na 

região 2 (R2) e 3 (R3) são 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 população 

total. Na região 4 (R4) estão distribuídas as células com maior granulosidade 

e tamanho, constituindo 64,3 ± 8% do total de células do exsudato (Figura 

17).

Figura 17. Análise por citom etria de fluxo das células peritoneais obtidas de 
camundongos da linhagem BALB/c após 4 dias de estímulo inflamatório com 
tíoglicolato. Forgun definidas quatro regiões distintas (R1-R4) baseadas nas características 
de granulosidade, tamanho e concentração celular. Os dados apresentados são 
representativos de sete experimentos independentes.
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As caracterizações fenotípicas das sub-populações nas regiões definidas 

acima revelaram a composição apresentada na tabela 1. Na RI observou-se 

que a maioria das células expressava C D llb  (58,18 ± 7%) e F4/80 (41,32 ± 

13 %). Níveis intermediários de expressão MHC-II também são identificados 

em 21,11 ± 5% das células. R2 é a única região 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 antígeno reconhecido pelo anticorpo F4/80 e C D llb  não é expresso 

nas células dessa região. Na R3 predominam células MHC-II+ (84,30 ± 9%), 

B220+ (75,07 ± 2%) e há baixa expressão de C D llb  e F4/80. Pode-se 

observar também na R3 uma população bem definida positiva para CD 11c, 

não encontrada em nenhuma outra região. Em R4 a maioria das células são 

CDllb+ (88,72 ± 21%), F4/80+ (80,95 ± 11%) e possuem baixa expressão de 

MHC-11 (tabela 2).

Tabela 2. D istribuição das sub-populações de células nas diferentes regiões (Rl- 
R4) deñnidas por granulosidade e tamanho do total de células do exsudato 
peritoneal de camundongos da linhagem BALB/c após 4 dias de estimulo

RI R2 R3 R4

C D llb “ 58 10 27 89

F4/80i> 41 1 9 81

CDllc<= 18 3 12 32

MHC Ild 21 29 84 12

CD54 38 51 65 59

CD8a« 1 5 1 1

CD3f 5 25 3 0

CD4 4 12 2 1

B220S 10 42 75 1

Dados representam média de sete experimentos.

Análise estatística entre as regiões: a R4>R1>R3>R2 (P<0.0001); >> R4>R1>R3=R2 
(P<0.0001); c R4>R1>R3=R2 (P= 0.0006); d R3>R1=R2=R4 (P<0.0001); <= R2>R4=R3=R1 
(P=0.0010); fR2>R4=R3=Rl (P=0.0238); g R3>R2>R1=R4 (P=0.0008).
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As células CDllb+/CDllc+ são mais freqüentes nas regiões R I (12 ± 5, 

figura 18A) e R4 (24 ± 14, figura 18B), porém foi observada um pequeno 

percentual dessas células na região R3 (7 ± 1, figura 18B). Entretanto as 

células duplo positivas para CD 11b e F4/80 estavam na sua maioria 

presentes na região R4 (77%, figura 18F), com apenas 21% e 13% nas 

regiões RI (figura 181  ̂e R3 (figura 18E) respectivamente.

Figura 18. D istribuição de fagócitos mononucleares inflamatórios peritoneais nas 

diferentes sub-populações. BALB/c foram estimulados com tioglicolato e após 4 dias de 

estímulo PEC foram retiradas duplamente marcadas com anticorpos contra CD 11c e 

CD l Ib  (A-C); CD l Ib  e F4/80 (D-F) e analisadas utilizando-se de citometria de fluxo.
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A população de CDl lc+MHC-II+, no grupo o qual as células foram apenas 

incubadas com meio por dezoito a vinte quatro horas, foi observada apenas 

nas regiões 1, 3 e 4, sendo que as células presentes na região 3 estavam bem 

dispersas, representando apenas 6% do total. Na região 1, apenas 8% dessas 

células com expressão do MHC-Il foi relativamente baixa. Diferente disso, na 

região 4 essas células representavam 19% da população total, constituída de 

duas populações que diferiam na expressão da molécula MHC-II com baixa 

(17,8%) e alta (1,2%) expressão como pode ser observado na figura 19.

Figura 19. Distribuição da população de células CDllc*MHC-II* entre os fagocitos 
peritoneais inflam atórios nas diferentes sub-populações após incubação por 18-24 
horas. BALB/c foram estimulados com tioglicolato e após 4 dias de estímulo PEC foram 
retiradas, incubadas com meio por dezoito a vinte quatro horas na estufa de CO2, 
duplamente marcadas com anticorpos contra C D llc  e MHC-11 e analisadas utilizando-se 
citometria de fluxo. O quadrado vermelho representa a população CD l Ic^ MHC-IlhiKh.
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6.3.3 Populações celulares apôs a incubação com L. amazonensis por dezoito-

VINTE E QUATRO HORAS: SUSCEPTIBILIDADE DIFERENCIAL NA INFECÇÃO.

Após incubar os fagocitos mononucleares por dezoito a vinte e quatro horas 

com L. amazonensis, 63 ± 14% da população total eram células CDllb+ e 

65% dessas estavam infectadas. As células F4/80+ representavam 39 ± 11% 

da população total, sendo que 77% destas estavam infectadas. A expressão 

de MHC-II foi observada em 21 ± 6% do total de células. A taxa de infecção 

nessas células foi de 44%. A molécula de adesão ICAM-1 (CD54) estava 

expressa em 26 ± 2% da população total com 83% das células infectadas. As 

células CDllc+ representavam 19 ± 8% do total de células e 77% destas 

estavam infectadas. (Tabela 3). Poucas células da população total 

expressavam CD3, CD4 e B220: 1 ± 1% 1,30 ± 1%, e 4 ± 2%. Todas são 

negativas para CD8a.

Tabela 3. D istribuição das populações celulares e células infectadas em cada 
população após dezoito-vinte e quatro horas de incubação das PEC^ com L. 
amazonensis.

Células Positivas (%) Taxa de Infecção  (%)

C D llb 63 ± 14 65

F4 /80 39 ± 11 77

CD 11c 19 ± 8 77

MHC II 21+6 44

CD54 26 ± 2 83
Dados representam média dos experimentos.
 ̂PEC, Células do Exsudato Peritoneal de camundongos da linhagem BALB/c
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As células CDllb+CDllc^ apresentavam taxa de infecção de 77 ± 22% e 

as células C D llbC D llc^  33 ± 13% de infecção, como demonstrado na 

tabela 4.

Tabela 4. Taxa de infecção das células do exsudato peritoneal de camundongo 
incubadas com Leishmania por dezoito-vinte e quatro horas e marcadas contra 
C D llb  e C D llc .

Taxa de Infecção (%)

CDllb* CDllc* 77 ±22

CDllb* CD llc 68 ±31

CD llb CDllc* 33 ±13

CD llb CD llc 30 ±19
Dados representam média dos experimentos.

Apenas 1% de células CDllc+MHC-llh>8h foi observada na população total 

após a infecção por Leishmania (figura 20A). Contudo, tomando-se a 

população de células infectadas CDllc+ (figura 20B), 28% também 

expressam MHC-II (figura 20Q e dessas células apenas 6% têm uma alta 

expressão de MHC-II (figura 20C, quadrado vermelho).

A

t

C D llc
Figura 20. População de células C D llc*/M H C -IP^ entre os fagocitos peritoneais 
inflamatórios infectados por L. amazonensis por dezoito-vinte e quatro horas. PEC
foram infectadas com parasita corada com marcador que exibe fluorescência vermelha e 
anticorpo contra CDl Ic e MHC-II. (A) Ambos os marcadores foram analisados com base na 
população total peritoneal. (B) A região representEmdo a população de células C D llc  
infectadas foi analisada em relação ã expressão de MHC-II (C). O quadrado vermelho 
representa a população CDl lc*/MHC-IIh‘gh.
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6.3.4 Distribuição das sub-populações nas regiões definidas por tamanho e

GRANULOSIDADE APÔS INCUBAÇÃO POR POR DEZOITO-VINTE E QUATRO HORAS COM L. 

AMAZONENSIS

A distribuição das sub-populações celulares nas regiões definidas por 

tamanho e granulosidade vinte e quatro horas após a infecção in vitro com 

Leishmania está apresentada na tabela 5. Pode-se observar que as células 

predominantes na região 1 expressam CD 11b e F4/80 (50 ± 14% e 26 ± 

15%, respectivamente). A região 2 está composta basicamente por células 

que expressam CD54 (63 ± 32%), MHC-II (40 ± 15%) e B220 (35 ± 4%), 

considerando que apenas nesta região foi observada maior freqüência de 

células CD3+ (24 ± 10%), CD4+ (10 ± 3%) e CD8a+ (5 ± 1%). Na região 3 foi 

observado que a maioria das células expressa CD54 (88 ± 9%), MHC-II (83 ± 

13%), B220 (62 ± 13%) e CD 11b (41 ± 8%). Na região 4 foi onde se 

concentrou o maior número de células CDllb+ (82 + 9%), F4/80+ (47 ± 16%) 

e CDllc^ (22 ± 11%).

Tabela 5. D istribuição das sub-populações celulares no exsudato peritoneal nas 
regiões defínidas por tam nho e granulosidade 4 dias após o estimulo inflamatório 
com tioglicolato e incubação in vitro com Leishmania por dezoito-vinte e quatro 
horas.

R ia R2 R3 R4

Nào" , , , j 
Infectado Infectado»

Não , , 
Infectado Infectado

Não , , ,  ̂
Infectado

Não X j
Infectado Infectado

CD 11b 32 18 10 1 37 5 25 57

F4/80 15 12 1 0 3 1 10 38

C D llc 8 4 3 0 9 2 4 19

MHC II 11 4 39 1 77 6 3 10

CD54 6 7 61 1 79 9 2 26

CD8a 0 1 5 0 1 0 0 0

CD3 1 2 23 0 2 0 0 0

CD4 1 2 10 0 1 0 0 0

B220 2 7 34 1 57 5 0 0

Dados representam média dos experimentos.
a As regiões foram definidas de acordo com granulosidade e tamanho do total de células; 

Se refere as células que não se infectaram após a incubação com L. amazonensis;
Se refere as células que se infectaram após a incubação com L. amazonensis.
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Como pode ser observado, as regiões R l, R3 e R4 concentram as maiores 

proporções de células CD llb^CDllc^. Em R l e R3 apenas 5 ± 3% e 6 ± 3% 

das células são duplo positivas respectivamente. Com relação à taxa de 

infecção, encontramos 46 ± 7% na R l e 36 ± 25% na R3. Na região 4 foi 

observado um número maior de células CDllb+CDllc+ representando 9 ± 

3%. Destas células 66 ± 23% estão infectadas como mostra a figura 21.

Figura 21. Distribuição das células C D llc^C D llb^ após infecção com Leishmania nas 
diferentes sub-populaçôes e respectiva taxa de infecção. BALB/c foram estimulados com 
tioglicolato e após 4 dias de estímulo PEC foram retiradas e infectadas com L. amazonensis. 
Após dezoito-vinte e quatro horas de incubação em tubos não aderentes, os fagócitos foram 
duplamente marcados com anticorpos contra C D llc  e C D llb  e analisados utilizando-se 
citometria de fluxo. O quadrado vermelho ressalta a população duplo positiva 
(CDllc^CDllb+) e o histograma a taxa de infecção correspondente. Os dados apresentados 
são representativos de cinco experimentos independentes.
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Foi observada a presença de uma população de células CDl Ic+MHC-U* bem 

definida apenas nas regiões 1 e 4; na região 3 as células encontravam-se 

dispersas e representavam apenas 3% da sub-população, como pode ser 

observado na figura 22. Em RI as células CDl lc+MHC-II+ eram 2,3% da 

população e exibiam uma baixa expressão de MHC-II. Na região R4 (6%) 

duas populações puderam ser definidas: uma com baixa (5,5%) e outra com 

alta (0,5%) expressão de MHC-II.

Figura 22. D istribuição da população de células CDllc*MHC-II* entre os fagocitos 
peritoneais inflamatórios infectados por L. amaxonensis por dezoito-vinte e quatro 
horas nas diferentes sub-populações. BALB/c forsim estimulados com tíoglicolato, após 4 
dias de estímulo, as PEC foram retiradas e duplamente marcadas com anticorpos contra 
CD 11c e MHC-II e anedisadas utilizando-se citometria de fluxo. O quadrado vermelho 
representa a população CD l Ic* MHC-II**«h.
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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).

Figura 23. População de células C D llc^  MHC-IP^ entre as células C D llc^ infectadas 
dentro da região 4. (A) As PEC foram infectadas com a Leishmania se coradas com 
marcador que exibe fluorescência vermelha e anticorpo contra C D llc . O quadrado vazado 
vermelho representa a população CD l Ic* infectada. (B) A região representando a população 
de células C D l lc  infectadas foi analisada em relação à expressão de MHC-II. O quadrado 
vermelho representa a população CDl Ic* MHC-IÎ ígh.
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6.4 Comparações entre a exposição de marcadores por células recém

ISOLADAS OU INCUBADAS EM TUBOS NÃO ADERENTES

A análise do conjunto das células do exsudato peritoneal após 4 dias de 

indução do estímulo por tioglicolato ou apenas injeção de salina, recém- 

isoladas ou após dezoito-vinte e quatro horas de incubação em tubos não 

aderentes, mostrou um aumento na proporção de células expressando 

CD 11b, F4/80 e CD 11c. Não houve aumento na proporção de células 

expressando MHC-II. Após a infecção por L. amazonensis, a porcentagem de 

células expressando todos os marcadores em estudo foi reduzida (figura 24).

Figura 24. Percentual dos fagocitos peritoneais positivos para moléculas CD 11b, 
antigeno F4/80, MHC-II, CD 11c após os diferentes tratamentos adotados.
Ceunundongos da linhagem BALB/c foram diferentemente manipulados; injetados apenas 
com salina ou estimulados com tioglicolato no peritônio. Após 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 não aderentes para posterior analise 
no FACS. Os valores com significància estatística entre os diferentes resultados estão 
indicados no topo da linha horizontal unidos entre as colunas referentes ao dado.
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A intensidade de expressão das moléculas anaüsadas como CD 11b, F4/80, 

CD 11c e MHC-II não foi alterada após a infecção com Leishmania. Como 

demonstrado nos histogramas de A-D (figura 25), em células incubadas, 

infectadas ou não com L. amazonensis, todas obtidas de animais que foram 

estimulados com tioglicolato por 4 dias.

Figura 25. Intensidade da expressão de diferentes moléculas nos fagocitos peritoneais 
infectados ou nào com Leishmanicu A intensidade da expressão de CD l Ib , F4/80, CD l Ic 
e MHC-II foi £ui£disada em fagocitos peritoneais retirados da cavidade peritonegd de 
camundongos da linhagem BALB/c. (A-D) todos os animais foram estimulados com 
tioglicolato e as células retiradas no quarto dia após o estímulo. Em seguida, essas células 
foremi incubadas com (■■• ) ou sem ( “  ) Leishmania e marcadas ou não (■*• ) contra 
diferentes moléculas. ,
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7  D IS C U S S Ã O

Neste trabalho definimos as condições para uso de um modelo in vivo de 

fagocitos mononucleares inflamatorios, para o estudo dos mecanismos de 

migração do sítio de infecção para o linfonodo drenante e disseminação da 

Leishmania e, potencialmente, outros parasitos intracelulares. Examinamos 

também a susceptibilidade de diferentes sub-populações destes fagocitos à 

infecção por Leishmania. Como foi demonstrado em experimentos prévios do 

nosso grupo, fagocitos mononucleares peritoneais inflamatorios têm a 

capacidade de aderir ao tecido conjuntivo inflamado modulada pela infecção 

por Leishmania (CARVALHAL et al, 2004; PINHEIRO et al, 2006), o mesmo 

ocorrendo com monócitos humanos e com células da linhagem J774. Este 

modelo permitirá o exame do perfil migratório e a capacidade de transportar 

Leishmania em um grande número de células. Facilitará também os estudos 

sobre os mecanismos envolvidos na migração dessas células para o 

linfonodo drenante e sua modulação pela infecção com Leishmania e outros 

patógenos ou estímulos, para os quais um grande número de células é 

necessário.

Após o estímulo inflamatório, induzido pela injeção de tioglicolato na 

cavidade peritoneal, observamos um recrutamento leucocitário que em 

linhas gerais é semelhante ao observado após o estímulo inflamatório em 

outros sítios: um influxo de neutrófilos e macrófagos, exibindo um declínio 

inicial de neutrófilo no segundo dia, seguido pelo predomínio de células 

mononucleares, dados esses que estão de acordo com outros já  descritos na 

literatura (BELLINGAN et al, 1996; COOK et a l, 2003; HENDERSON et al, 

2003; POTTER et a l, 2003), utilizando o mesmo modelo. Como nos 

processos em que o estímulo inflamatório persiste, há uma tendência ã 

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 número de fagócitos mononucleares por volta do quarto dia, declínio 

progressivo da celularidade peritoneal, significativa população de linfócitos.
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migração de células do próprio animal ou de células injetadas (coradas com 

PKH25) para o linfonodo para-tímico. Além disso, verificamos em nossos 

estudos que após o vigésimo dia a celularidade peritoneal atinge um platõ 

que persiste até o centésim o dia, porém, sempre com maior número de 

células do que o observado no grupo controle (animais injetados com salina). 

Estabelecem os ainda o período de tempo adequado para o rastreamento nos 

linfonodos drenantes de células injetadas no peritônio e demonstramos que

o cultivo dessas células em tubos não aderentes por dezoito a vinte e quatro 

horas não afeta a capacidade migratória dessas células. Isso nos oferece um  

período para manipulação dessas células in vitro antes dos ensaios de 

migração in vivo.

Os fagócitos m ononucleares recolhidos da cavidade peritoneal dos animais 

injetados com tíoglicolato fagocitam partículas de agar presentes do meio de 

cultura o que lhes confere um  aspecto de vacuolização citoplasmática 

(BELLINGAN e t a l ,  1996; COOK e t a l ,  2003). E ssa característica permite 

que essas células sejam facilmente identificadas no linfonodo (BELLINGAN et 

a l ,  1996) drenante da cavidade peritoneal. Utilizando histologia 

convencional, dem onstram os no presente trabalho que a migração dessas 

células para o linfonodo já é observada oito horas após o estímulo com  

tíoglicolato, tornando-se mais intensa a partir do quarto dia. A confirmação 

de que células migram da cavidade peritoneal para o linfonodo e de que a 

presença de fagócitos m ononucleares, nas regiões sub-capsulares desses 

órgãos, não representam apenas a fagocítose de agar por células presentes 

ou recrutadas do sangue para o linfonodo foi feita através de experimentos 

de injeção e rastreamento de células m arcadas com PKH26. Como também  

observado por Bellingan e colaboradores (1996), não há evidências de 

fagocitose celular que justifique a intensa localização de células marcadas no 

linfonodo. Ainda que estím ulos quantitativos, com ênfase em estudos de 

população celular sejam necessários, a manipulação dessas células in vitro 

antes da sua re-injeção e rastreamento não parece interferir na migração 

celular. D essa forma, esse  modelo facilitará a execução de experimentos nos
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quais será necessário isolar sub-populações celulares e infectar com 

mediadores da migração celular in vitro antes da injeção nos animais.

A definição das populações celulares presentes no exsudato peritoneal foi 

feita por citometria de fluxo e pelo exame citológico em preparados de cito- 

centrifugados. De maneira geral, as duas técnicas são concordantes, mas 

existem algum as diferenças na proporção de células de cada categoria. Por 

exemplo, na análise do grupo estimulado com tioglicolato pela microscopía 

óptica, a proporção de linfócitos foi maior na maioria dos tempos do que o 

demonstrado na análise utilizando-se citometria de fluxo. Observamos pela 

citometria de fluxo que, em lugar do grande número de linfócitos, 

encontramos m ais m onócitos/m acrófagos distribuídos nos diferentes 

tempos. Contudo, m esm o com algumas diferenças nos percentuais entre as 

duas técnicas, os dados mostram um a tendência à concordância entre elas. 

Essa diferença observada nos resultados provavelmente ocorreu devido à 

maior sensibilidade da citometria de fluxo na identificação das populações 

celulares reconhecidas pelos anticorpos utilizados contra moléculas 

específicas. Por exemplo, C D llb  e antígeno F 4 /8 0  observados em 

macrófagos, populações de células com alta granulosidade expressando GR-

1 que podem ser consideradas neutrófilos, C D llb  e CD 11c que expressam  

fenótipo de células dendríticas mielóides, CD3 caracterizando linfócitos T e 

B220 que define populações de linfócitos B (NIBBERING e t a l ,  1987; 

LAGASSE, 1996; WU e t a l ,  1996; VREMEC, 1997; PULENDRAN et a l ,  1999; 

COOK e t a l ,  2003; WU e t a l ,  2004). Por outro lado, células como eosinófilos, 

para os quais anticorpos específicos não foram utilizados, só puderam ser 

identificados pela microscopía óptica.

Examinando o poo l das células do exsudato peritoneal colhidas após quatro 

dias ao estím ulo com tioglicolato, observamos que 41% das células totais 

apresentam fenótipo de macrófago (CDl lb+F4/80'^) compondo a maioria da 

população neste período. Apenas 8% das células tinham o fenótipo de 

linfócitos T (CDS"̂ ) e B (B220+) e um  pequeno percentual de neutrófilos (1%). 

A população de células CDl Ic ’̂ MHC-ir foi de 36% porém destas, apenas 5%
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eram células com fenotipo de células dendríticas maduras (CDllc+MHC- 

IIhigh| E sses achados concordam parcialmente com os dados publicados por 

Cook e colaboradores (2003) os quais não foram capazes de identificar 

células C D llc+  em seu s experimentos.

Após a incubação por dezoito a vinte e quatro horas em tubos não aderentes, 

demonstramos que a maioria da população celular é constituída de fagocitos 

mononucleares que correspondem a 73 ± 10% do total das células do 

exsudato peritoneal neste estãgio. Dentre estas, 65 ± 9% têm fenotipo de 

macrófago F4/80+, 20% de célula dendritica (CDllc^MHC-II+), podendo 3% 

representar a população de células dendriticas m aduras (CDllc^MHC-lIhigh) 

e um a predominância de células C D llb+  (78 ± 6%). Mostramos que a 

expressão de alguns marcadores celulares pode ser alterada nos fagocitos 

peritoneais se observados em diferentes condições. O estímulo de quatro 

dias com tioglicolato induz o aumento no número de células expressando 

C D llb , antígeno F 4 /8 0  e MHC-II se comparado aos animais injetados 

apenas com salina, como também mostrado por Cook e colaboradores 

(2003). Contudo, após a incubação por dezoito-vinte e quatro horas, 

observamos um  aum ento ainda maior, principalmente na expressão da 

molécula C D llb . Estudos têm mostrado que as células peritoneais, quatro 

dias após estím ulo com tioglicolato, apresentam alta capacidade fagocítica, 

mesmo que não seja hábil na estimulação de células T (COOK e t ah, 2003).

Como descrito inicialmente por Steinman e colaboradores (1974), as células 

dendriticas m ielóides expressam  marcadores como C D llb . As DC linfóides 

descritas por S u ss e colaboradores (1996) expressam  CD8a. Mostramos aqui 

que células dendriticas linfóides não fazem parte da população das células 

peritoneais, porém, 9 ± 5% expressam marcadores de células dendriticas 

mielóides (CD 11 b+CD 11 c+).

As células peritoneais inflamatórias podem ser caracterizadas pelo tamanho 

e pela granulosidade. Da m esm a maneira que Cook e colaboradores (2003), 

definimos quatro regiões gráficas de distribuição das células do infiltrado
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peritoneal, induzido por tioglicolato, utilizando os critérios de tamanho e 

granulosidade. Em um a região com células de menor tamanho e 

granulosidade (R2) definidas como linfócitos T e B não são encontradas 

células infectadas após a incubação por dezoito-vinte e quatro horas com L. 

am azonensis.

Na região 3 observam os um a população de células um  pouco maior e mais 

granulosa que os linfócitos, das quais 75% exibem B220 e apenas 27% 

C D llb  (MAC-1). Células B-1 podem ser caracterizadas pela alta expressão 

de B220 e baixa expressão de C D llb  (FAGARASAN e t a l ,  2000). Algumas 

publicações sugerem  que essas células são capazes de se diferenciar em  

macrófagos (KIPPS, 1989). Como demonstrado por Cook e colaboradores 

(2003) esta região está  representada em sua maioria por um a população de 

células B220'"Mac-li°'^ que era predominantemente CD19‘̂ IgK+cFms-F4/80-, 

ou seja, apresentavam  marcadores de células B, m as não de macrófagos.

Identificamos células expressando marcadores compatíveis com o fenótipo de 

células dendríticas mielóides (CDllc^CDllb+) com diferentes tamanhos e 

granulosidade s. Na região 4, 32% das células expressavam esse fenótipo. 

Entre as células dessa  região, 19% eram CD l lc+MHC-II+, porém destas, 

apenas 1,2% eram MHC-IIhígh. Em menor proporção as células dendríticas 

mielóides também foram observadas nas regiões 1 (menor tamanho e 

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

Como descrito anteriormente, a maioria da população do exsudato peritoneal 

é de macrófagos (CDl lb'^F4/80^), predominantemente localizados na região

4 que contêm o maior número de células da população total. Estas células 

exibem maior tamanho e granulosidade e baixa expressão de MHC-II. 

Células com características sem elhantes, exibindo menor tamanho e 

granulosidade com alta expressão de MHC-II, podem ser observadas em 

menor número na região 3.
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As populações de fagocitos peritoneais inflamatórios têm susceptibilidades 

diferenciadas à infecção com Leishm ania. Como demonstrado neste estudo, 

macrófagos expressando o antígeno F 4 /8 0 , células C D llc+  e as células 

expressando marcadores compatíveis com o fenotipo de células dendríticas 

mielóide apresentaram alta taxa de infecção, chegando a 77%. É provável 

que as células expressando fenotipo de células dendríticas após a infecção 

migrem para o linfonodo drenante para posterior apresentação de antígeno. 

Como demontrado por Muraille e colaboradores (2003), esse  tipo celular está  

altamente infectado no linfonodo.

Células dendríticas apresentam  características variáveis de acordo com os 

seus estágios de maturação. Ainda quando imaturas, DCs possuem  alta 

capacidade fagocítica (BANCHEREAU e t a l ,  2000), baixa expressão de MHC-

II e de m oléculas co-estim ulatórias (PAUL, 2003). Logo após ativação estas 

têm sua capacidade fagocítica reduzida e em paralelo ocorre o aumento dos 

níveis de MHC-II na superfície celular, juntam ente com moléculas co- 

estimulatórias como CD80, CD86 e CD40 (MELLMAN, 2001). As DCs teriam 

também sua capacidade migratória aum entada em decorrência da maior 

expressão de m oléculas de adesão como CD44 (WEISS e t a l ,  1997) e 

integrina ae^i (PRICE e t a l ,  1997).

Considerando o fenótipo de célula dendrítica madura a expressão de 

CDllc+MHC-IIhigh, (CAVANAGH, 2002; LIPSCOMB, 2002; SHORTMAN, 2002; 

GORDON, 2003), encontram os nos animais controle 3% destas células na 

população total dos fagócitos peritoneais. E ssa sub-população celular foi 

ainda menor (1%) quando as células foram infectadas por L. am azonensis. 

Observamos também que entre a população de células C D llc^  infectadas, 

28% são MHC-II+, contudo, apenas 6% são MHC-IIhigh. Entre as possíveis 

explicações para esta redução na população de células CDllc^MHC-IIh’gĥ  

teríamos a possibilidade da interferência do parasito no processo de 

maturação das células dendríticas.
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Experimentos com m onócitos e macrófagos hum anos têm demonstrado que 

após infecção por Leishm ania  monócitos hum anos, m as não macrófagos, 

reduzem a expressão para C D llb  (BUATES, 2001; DE ALMEIDA et a l ,  

2003). A infecção também é capaz de reduzir a expressão de MHC-II em 

macrófagos hum anos, porém, o mesmo não ocorre após a fagocitose de 

partícula de látex em am bas as células (DE ALMEIDA e t a l ,  2003). Em um  

artigo publicado anteriormente por nosso grupo, demonstramos que a 

expressão de m oléculas de adesão não é alterada após a infecção por L. 

am azon en sis  (PINHEIRO et a l ,  2006). Aqui dem onstram os que podem  

ocorrer outras alterações moleculares, como um a redução significante no 

número de células capazes de expressar m oléculas como C D llb^, F4/80'^, 

CDllc"^ e MHC-II+, embora não haja alteração na intensidade de expressão 

dessas m oléculas. As inibições de m oléculas de adesão ou até mesmo 

m oléculas responsáveis pela apresentação de antígenos podem estar 

relacionadas a algum mecanismo de escape do parasito com relação ao 

sistem a imune.

Outra possibilidade é que a infecção por Leishm ania  interfira na exposição 

de grupos de m oléculas pelos fagócitos. Na realidade, em um  estudo anterior 

(PINHEIRO e t a l ,  2006) dem onstramos que a infecção com Leishm ania  inibe 

a expressão dos receptores de quimiocinas CCR4 e CCR5 por células do 

exsudato peritoneal de camundongo da linhagem BALB/c. De Almeida e 

colaboradores (2003), estudando monócitos hum anos, observaram redução 

na expressão de m oléculas como C D llb  e CD54 após a infecção com 

Leishm ania, a qual não foi observada em macrófagos derivados de monócitos 

hum anos, que reduziram a expressão de MHC-II (DE ALMEIDA et a l ,  2003). 

A redução de B7 também foi descrita após a infecção de macrófagos 

derivados de m onócitos caninos e essa  alteração interfere na resposta 

proliferetiva dos linfócitos T a antígenos de Leishm ania  (PINELLI e t a l ,

1999). Saha e colaboradores (1995) também demonstraram que após 

infecção com L. donovani, macrófagos derivados de camundongos 

susceptíveis reduzem a expressão de moléculas co-estim ulatórias como B7-1 

e aum entam  m oléculas de adesão como ICAM-1 (SAHA et a l ,  1995). Na
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realidade neste estudo observamos a redução no número de células capazes 

de expressar um a série de m oléculas como C D llb , F 4 /8 0 , C D llc  e MHC-II.

Finalmente, não podemos excluir a possibilidade de que esta redução na 

população de células CDllc+MHC-IJhigh resulte da migração dessas células 

da cavidade peritoneal para o lifonodo drenante, já que este tipo celular está  

relacionado com a apresentação e estimulação direta aos linfócitos no tecido 

linfóide (SCHULER, 1985). È importante observar que todas essas  

possibilidades não são excludentes e podem decorrer de alterações 

provocadas pela infecção com Leishm ania  em um a única via metabólica 

afetando m ecanism os de expressão e regulação de funções moleculares pelos 

fagocitos.

Não encontram os grandes diferenças na distribuição dos tipos celulares nas 

diferentes regiões definidas por tamanho e granulosidade celular quando 

células infectadas e não infectadas foram comparadas. Contudo, observamos 

que o maior número de células infectadas se encontrava na região 4, com 

maior tamanho e granulosidade, CD llb+.

Em resumo, padronizamos um  modelo de estudo de migração celular para 

uso em estudos sobre a dissem inação da Leishm ania  e de outros patógenos 

intracelulares. Dem onstram os que fagócitos m ononucleares inflamatórios e 

células dendríticas mielóides (CDllc+CDllb"^) apresentam alta 

susceptibilidade ã infecção por Leishm ania. Demonstram os também que há 

um a redução no número de células capazes de expressar moléculas que 

caracterizam células macrofágicas ou células dendríticas, incluindo algumas 

m oléculas de adesão leucocitárias. Em nosso estudo anterior (PINHEIRO et 

a l ,  2006) observamos que a infecção com Leishm ania  não altera a 

intensidade de expressão de algumas moléculas de adesão. Neste estudo, 

mostramos que m esm o que não existam alterações na intensidade da 

expressão de m oléculas de adesão, há diminuição das populações de células 

expressando essas m oléculas. Isso é interessante porque vislumbramos 

perspectivas para o estudo dos m ecanism os envolvidos na disseminação do
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parasito nos tecidos do hospedeiro. No momento estam os utilizando o 

sistem a aqui descrito para identificar os tipos celulares capazes de carrear 

am astigotas de Leishm ania  do sítio de inoculação para o linfonodo.
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8  C O N C L U S Ã O ^

1 )0  estím u lo  inflam atorio  com  tíog lico la to  reproduz etap as de um  

processo  inflam atorio  crôn ico  usual [nossos 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 número de neutrófilos e macrófagos 

em um período inicial, dem onstrando um declínio inicial de  neutrófilos e persistindo um  

aumento no número de  células peritoneais até cem d ias após o estímulo inflamatório];

2) A m igração dos fagocitos m onon ucleares in flam atorios para o 

lin fonodo pode ser  observada tão ced o  quanto o ito  horas após o 

estim u lo  com  tio g lico la to , aum entando até  por vo lta  do quarto-quinto  

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

que fagócitos peritoneais característicos da  estimulação com tioglicolato ou fluorescentes, 

injetados na cavidade peritoneal, têm o potencial de  migrar para  o linfonodo para-tímico[;

3) Uma grande população dos fagócitos in flam atórios m ononucleares do 

exsud ato  p eriton ea l expressam  fen ótipo  de cé lu las dendriticas  

m ieló id e (C D llb^ C D llc^ ) que são su sc ep tív e is  ã in fecção por 

L e is h m a n ia . [nossos dados de  fenotipagem  e outros da  literatura (MURAILLE E. et al., 

2003; LEON, B. et al., 2007) dem onstram  que as células dendríticas mielóides são  

altam ente su sceptíveis à infecção por  Leishmania e que provavelm ente são capazes de  

migrar para  o linfonodo[;

4) Há um a redução na proporção de fagócitos m ononucleares que 

expressam  m olécu las de adesão após a in fecção  com  L e ish m a n ia ,  

apesar de não haver a lterações na in tensid ade de expressão dessas  

m olécu las [nossos dados de fenotipagem  de células infectadas e observações por Faváli 

e colaboradores (2007) dem onstram  que a infecção com Leishmania levam  a uma redução 

nas populações de células expressando moléculas como CD 11b, F 4/80, C D l l c  e MHC-II 

como dem onstrado em  nosso trabalho e moléculas como CD l a  e CD80 como demonstrado 

por Favali e colaboradores (2007)[.

' As conclusões serão apresentadas seguidas de um comentário indicativo dos dados do nosso trabalho e da 
literatura, que sustentam, ao nosso ver, essas conclusões. Optamos por esse modelo para contribuir com o 
julgamento do leitor em relação à consistência das afirmações apresentadas.
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9 PERSPECTIVAS

l)Id en tifíca r  o s  t ip o s  celu lares que têm  sua adesão ao tec id o  conjuntivo  

e capacidade m igratória m odulada pela in fecção  por L e ish m a n ia
[através de  injeção e rastream ento de células m arcadas e infectadas com Leishmania 

corada];

2) C om paração d e sses  resu ltados com  o estu d o  dos fagocitos  

m on on u cleares in fectad os com  L e is h m a n ia  no s it io  de in fecção  e no 

lin fonodo em  cam undongos [através da  inoculação de  L. am azonensis na orelha 

de camundongos BALB/c e retirada do linfonodo drenante pa ra  posterior identificação dos 

fagocitos pelo  m étodo de  Imuno-histoquímicaJ.
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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).
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