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RESUMO

TRANSPORTE DE LEISHMANIA DO SITIO INFLAMATORIO PARA O LINFONODO
DRENANTE: POTENCIAIS FAGOCITOS ENVOLVIDOS E CINETICA DE
DISSEMINACAO. MICELY D’ EL-REI HERMIDA. A infeccdo por Leishmania
modula a funcédo de integrinas em fagécitos inflamatorios, afetando a migracao
celular e disseminacdo do parasito. O conhecimento sobre as populacdes de
fagocitos capazes de transportar Leishmania ou fragmentos de parasitos mortos,
e os mecanismos de disseminacdo da Leishmania do sitio de infeccdo para os
diferentes tecidos ainda esta incompleto. Nesse trabalho, nés adaptamos um
modelo de migracdo de células in vivo para estudar o efeito da infeccao
parasitaria na capacidade das diferentes populacoes de fagécitos mononucleares
de migrar do sitio inflamatério para o linfonodo drenante e para estudar a
cinética de disseminacdo da Leishmania através do sistema linfatico.
Inicialmente, nés usamos um modelo de peritonite cronica induzida por
tioglicolato para identificar populacdes de fagécitos inflamatorios susceptiveis a
infeccao por Leishmania e suas possiveis alteracdes na migracao apos a infeccao.
Células peritoneais estimuladas por tioglicolato coletadas de animais Ly5.1*, ndo
infectadas ou infectadas por Leishmania, foram injetadas na cavidade peritoneal
de animais LyS5.1- e as diferentes populacdes de fagécitos foram rastreadas no
linfonodo drenante. Células migrantes corresponderam no linfonodo 1% dos
leucocitos injetados. Em animais injetados com células peritoneais cultivadas
somente com meio, 28-90% das células migrantes eram células dendriticas
mieléides e 30-74% eram macrofagos. No grupo de animais injetados com células
do exsudato peritoneal co-cultivadas com Leishmania, 9-65% das células
migrantes eram células dendriticas mieldides e 20-69% eram macrofagos.
Somente a migracdo da célula dendriticas foi consistentemente diminuida apés a
co-incubacdo Leishmania. Em seguida, noés determinamos a cinética de
disseminacdo do parasito do sitio inflamatorio para o linfonodo drenante e
sistemicamente. Promastigotas de L. amazonensis foram injetadas na cavidade
peritoneal de camundongos e depois de 15min e 30min; 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e
24h amostras de fagocitos peritoneais, linfonodo, baco e pulméao foram cultivados
para isolamento de Leishmania. Culturas de fagocitos peritoneais e células do
linfonodo ficaram positivas apés 15min a 6h da infeccdo. Parasitos foram
detectados em culturas de células esplénicas de 15min a 1h apés a infeccao.
Cultura de células do pulmao foram positivas 1h apoés a infeccdo ou, menos
consistentemente, 15min e 30min apdés a inoculacdo. Parasitos na forma
promastigota foram identificados no linfonodo drenante. Nossos dados
mostraram que: (1) Uma variedade de fagbcitos sdo capazes de migrar do sitio
inflamatorio para o linfonodo drenante. (2) Populacdes de células dendriticas
infectadas por Leishmania parecem estar retidas no sitio inflamatorio. (3) Os
mecanismos de disseminacdo da Leishmania da cavidade peritoneal para o
linfonodo ocorre em menos de 15 minutos apés a injecdo. (4) O transito para a
corrente sanguinea ocorre nas primeiras horas apés a infeccdo. Nossos dados
também sugerem que mesmo antes do tempo requerido para alteracdes nas
populacoes de células inflamatérias ocorra no sitio inflamatério, parasitos de
Leishmania e seus antigenos podem chegar ao linfonodo drenante.

PALAVRAS CHAVE: Leishmania; fagécito mononuclear; célula dendritica
mieloide; disseminacao do parasito




ABSTRACT

TRANSPORT OF LEISHMANIA FROM THE INFLAMMATORY SITE TO THE
DRAINING LYMPH NODE: PHAGOCYTES AND KINETICS OF PARASITE
DISSEMINATION. MICELY D’ EL-REI HERMIDA. Leishmania infection
modulates integrin function in inflammatory phagocytes, affecting cell migration
and parasite dissemination. The knowledge on the phagocyte populations capable
of transporting Leishmania or fragments of dead parasites, and the mechanisms
of Leishmania dissemination from the infection site to the different tissues is still
incomplete. In this work, we adapted a model of cell migration in vivo to study
the effect of parasite infection upon the ability of different mononuclear
phagocyte populations to migrate from the inflammatory site to the draining
lymph node and to study the kinetics of Leishmania dissemination through the
lymphatic system. First, we used a model of chronic peritonitis induced by
thioglycollate to identify inflammatory phagocytes populations susceptible to
Leishmania infection and the potential changes in their migratory patterns after
infection. Uninfected and Leishmania-infected, thioglycollate-elicited peritoneal
exudate cells from Ly5.1* mice were injected into the peritoneal cavity of Ly5.1-
mice, and the different phagocyte populations were tracked to the draining lymph
node. Migrating cells corresponded 1% of the injected leukocytes. In the animals
injected with peritoneal cells cultivated with medium alone, 28-90% of the
migrating cells were myeloid dendritic cells and 30-74% were macrophages. In
the group of animals injected with peritoneal exudate cells co-cultivated with
Leishmania, 9-65% of the migrating cells were myeloid dendritic cells and 20-69%
were macrophages. Only dendritic cell migration was consistently decreased after
co-incubation with Leishmania. Afterwards, we determined the kinetic of parasite
dissemination from the inflammatory site to the draining lymph node and
systemically. L. amazonensis promastigotes were injected into BALB/c mice
peritoneal cavity and after 15min and 30min; 1h, 2h, 4h, 6h, 12h and 24h
samples of peritoneal phagocytes, lymph nodes, spleen and lungs were cultivated
for Leishmania isolation. Peritoneal phagocytes and lymph nodes were positive
after 15min to 6h of infection. Parasites were detected in splenic cells cultures
15min to 1h after infection. Lungs cultures were positive after 1h of infection or,
less consistently, 15min and 30min after inoculation. Labeled parasites were
identified in the draining lymph nodes. Our data show that: (1) A variety of
phagocytes are able to migrate from the inflammatory site to the draining lymph
node. (2) Populations of Leishmania-infected dendritic cells appear to be retained
in the inflammatory site. (3) The mechanisms of Leishmania dissemination from
peritoneal cavity to the lymph node occur in less than 15 minutes after injection.
(4) The transit to bloodstream occurs in the first hour of infection. Our data also
suggest that even before the time required for deep changes in inflammatory cell
population takes place in the inflammatory site, Leishmania parasites and their
antigens can reach the draining lymph node.

Keywords: Leishmania; mononuclear phagocytes; myeloid dendritic cell; parasite
dissemination
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1. INTRODUCAO

A infeccao por Leishmania tem inicio quando formas promastigotas do
parasito sao injetadas na derme por um flebotomineo fémea que pica a pele
para obter sangue. Um capilar é lesado, e fagocitos que saem do vaso -
fagocitos residentes da pele ou que sao recrutados pelo processo inflamatorio
que se estabelece no local — sao infectados por Leishmania (DE ALMEIDA et
al., 2003; PETERS; SACKS, 2009). Da pele, células infectadas disseminam-
se para o linfonodo regional e para outros tecidos, estabelecendo lesoes
(MOLL et al., 1993; MURAILLE et al., 2003; RITTER et al., 2004). No homem
e em outros vertebrados, as lesoes da leishmaniose estdao associadas a
presenca de fagocitos mononucleares contendo amastigotas (BEIL et al.,
1992; MURAILLE et al., 2003). Estas células estdao em intima relacdo com
componentes da matriz extracelular e com outras células do tecido
conjuntivo (CARVALHAL et al., 2004). Nos demonstramos que fagocitos
inflamatorios peritoneais de camundongo, monocitos humanos e células de
linhagem macrofagica, J774 tém sua aderéncia ao tecido conjuntivo
inflamado reduzida apdés a infeccao com Leishmania (CARVALHAL et al.,
2004; HERMIDA, 2007; PINHEIRO et al.,, 2006), por um mecanismo
dependente da regulacdao da afinidade de integrinas. Nao sabemos o
significado dessas alteracoes da adesao celular induzida por Leishmania. A
desadesao pode constituir, porém, o estagio inicial da migracao leucocitaria.
Na realidade, uma série de estudos por outros autores tem demonstrado que
células fagociticas, ao englobarem Leishmania (MOLL et al., 1993;
MURAILLE et al., 2003; RITTER et al.,, 2004) ou outras particulas
(RANDOLPH et al., 1999), adquirem a capacidade de migrar para linfonodos
regionais. Ha controvérsias, porém, a respeito do tipo de célula responsavel
pelo transporte de Leishmania do sitio primario de infeccao ao linfonodo
drenante, e sobre a capacidade de disseminacao do parasito ou fragmentos
de parasitos mortos (IEZZI et al., 2006; MOLL et al., 1993; MOLL; FLOHE;
ROLLINGHOFF, 1995; MURAILLE et al., 2003; RANDOLPH et al., 1999).



15

Neste trabalho, apresentamos uma contribuicdo ao conhecimento nessa
area. Nossa hipotese € a de que fagocitos mononucleares inflamatorios com
diferentes fenotipos tém capacidade migratoria e contribuem para a
disseminacao da Leishmania do sitio de infeccao podendo influenciar, a
partir desses diferentes fenodtipos, diversamente, a resposta imuno-
inflamatoria ao parasito. Os elementos que suportam esta hipotese sao: (1) O
local de inoculacao de Leishmania pelo fleb6tomo constitui um sitio
inflamatorio decorrente da lesao tecidual e da injecao de uma variedade de
substancias exogenas incluindo o parasito; (2) Uma variedade de fagocitos
mononucleares tem capacidade migratoria em resposta ao estimulo
inflamatorio; e (3) uma variedade de células com caracteristicas fenotipicas
diferentes tem sido apresentada em diferentes estudos como candidatas a
transportadoras de amastigotas. Recentemente, adaptamos, em nosso
laboratorio, um sistema descrito por Bellingan e colaboradores (1996) que
permite o rastreamento de fagocitos mononucleares da cavidade peritoneal
para o linfonodo de drenagem em camundongos com peritonite induzida por
tioglicolato (BELLINGAN et al., 1996). Inicialmente, determinamos o tempo
de estimulo que permitisse coletar o maior numero de células com
caracteristicas diversas, o qual foi definido no quarto dia apés o estimulo
inflamatoério. Nesse periodo, o infiltrado € constituido por uma variedade de
fagocitos mononucleares susceptiveis a infeccao com Leishmania. Pelo
menos parte desses fagocitos tem sua aderéncia ao tecido conjuntivo
diminuida apos a infeccao com o parasito. Esse sistema de migracao celular
permite a manipulacao in vitro dos fagocitos, seguida da analise in vivo da
migracao dessas células do sitio inflamatorio para o linfonodo drenante. Com
base nisto, demonstramos que os diferentes tipos de fagocitos comportam-se
de forma distinta em relacao a disseminacdo do parasito. Neste estudo,
pretendemos (1) identificar, dentre as populacoes de fagocitos
mononucleares, as que tém capacidade de migrar do sitio inflamatério para
o linfonodo drenante; (2) definir se ha alteracao da intensidade de migracao
dessas células pela infeccao com Leishmania; (3) identificar quais dentre
essas populacoes celulares sdao capazes de transportar a Leishmania do sitio

inflamatério para o linfonodo. A identificacdo das populacoes celulares que



16

apresentam sua capacidade migratoria alterada pela infeccao com
Leishmania contribuira para um melhor entendimento dos mecanismos
relacionados a disseminacao da Leishmania e outros patogenos
intracelulares. Pode, ainda, abrir perspectivas para a identificacao de alvos
moleculares a serem utilizados na concepcao de novas abordagens
terapéuticas de doencas associadas ao enderecamento inadequado de

células fagociticas mononucleares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A LEISHMANIOSE

2.1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS.

Leishmaniose constitui um conjunto de doencas tegumentares e de orgaos
internos, causadas por diferentes espécies de Leishmania, resultando em
ulceracoes de carater desfigurante (formas cutaneas e cutaneo-mucosa) ou
disturbios funcionais de orgaos internos evoluindo com anemia,
sangramentos e susceptibilidade aumentada a infeccoes bacterianas (forma
visceral) (ANDRADE; CARVALHO; ROCHA, 1990; BITTENCOURT; BARRAL-
NETTO; DOERR, 1995). Atualmente, a leishmaniose acomete quatro
continentes, sendo endémica em oitenta e oito paises, dentre os quais,
setenta e dois sao paises em desenvolvimento (ANTINORI; SCHIFANELLA;
CORBELLINO, 2012).

Na Ameérica Latina, a leishmaniose esta presente em doze paises. No Brasil,
que € responsavel por 90% das ocorréncias da leishmaniose visceral, a
enfermidade esta em expansao. Durante os surtos ocorridos entre 1990 e
2009, o numero de casos de leishmaniose visceral atingiu, nos picos, 3.885
em 1995, 4.858 em 2000 e 3.852 casos em 2008 (DA SAUDE DO BRASIL
SSM, 2010b). No mesmo periodo, o numero de casos de leishmaniose
tegumentar foi de 35.748, 33.720 e 19.992, respectivamente (DA SAUDE DO
BRASIL SSM, 2010a). O desenvolvimento de diferentes formas da
leishmaniose esta associado a espécie do parasito infectante e a condicoes
inerentes ao hospedeiro, como idade, co-infeccoes e resposta imune do
hospedeiro ao parasito (ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).
Além disso, a leishmaniose deixou de ser uma doenca especificamente de

zona rural, alcancando a zona urbana (HERWALDT, 1999).
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A leishmaniose humana é causada por algumas espécies de Leishmania, as
quais levam a diferentes doencas (BARRAL et al.,, 1991). Ha trés formas
classicas mais conhecidas, entre as doencas causadas na leishmaniose:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose
visceral (LV). Na LC, as lesdoes podem demorar a aparecer por periodos de
algumas semanas, iniciando-se na area da picada do inseto com pequenas
papulas, evoluindo para ulceras com bordas elevadas com fundo granuloso e
umido, geralmente localizadas em areas expostas (face e membros) a maioria
dos casos de LC é curada espontaneamente. Contudo, nos casos em que as
ulceras se tornam lesoes cronicas, ha uma maior dificuldade no tratamento,
sendo a lesdo mais duradoura, destrutiva e desfigurante (BITTENCOURT;
BARRAL-NETTO; DOERR, 1995; HERWALDT, 1999; RODRIGUES DE-
FREITAS; DOS-SANTOS, 2006).

As lesoes da LMC sao graves e desfigurantes, surgem na mucosa nasal ou
bucal e geralmente evoluem de forma ulcerativa destrutiva (ASHFORD,
2000b; BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995; RODRIGUES DE-
FREITAS; DOS-SANTOS, 2006). As formas LC e LMC apresentam alguns
padroes histologico similar na fase inicial, e exibem um infiltrado
inflamatorio pleomorfico com grande numero de macrofagos, frequentemente
infectados e distribuidos por todas as camadas da pele. Na fase croénica,
observa-se uma reducao do numero de células infectadas e o surgimento de
granulomas com células epitelidides e gigantes multinucleadas (RODRIGUES

DE-FREITAS; DOS-SANTOS, 2006).

Pacientes com leishmaniose tegumentar incapazes de montar uma resposta
imune celular efetora, geralmente apresentam um infiltrado inflamatorio
mononuclear monomorfico constituido por macrofagos intensamente
infectados por amastigotas de Leishmania, resultando num quadro
conhecido como leishmaniose cutanea difusa (LCD) (RODRIGUES DE-
FREITAS; DOS-SANTOS, 2006). As lesoes sao principalmente observadas na

face, exibindo papulas e noédulos usualmente nao ulcerados, como



19

demonstrado na figura 1 (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995;
RODRIGUES DE-FREITAS; DOS-SANTOS, 2006).

A forma visceral da leishmaniose, a qual representa a maior parte das
setenta mil mortes por ano relacionadas com a leishmaniose em ambito
mundial, agridem orgaos internos como figado, baco, linfonodos e medula
0ssea. Leva a um quadro de febre irregular, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, anemia e aumento de susceptibilidade a infeccoes
bacterianas (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995; DESJEUX,
1996). Quando estabelecida a enfermidade, se nao for tratada, esta evoluira

a oObito.

Apdés a recuperacao, alguns pacientes, principalmente infectados com a
forma antroponotica da leishmaniose visceral, podem desenvolver uma
forma cutanea cronica conhecida como leishmaniose dérmica poés-calazar,
representada por lesdes nodulares, papulares ou maculares. Estas lesoes
podem servir como reservatorios do parasito, principalmente nos periodos

interepidémicos da LV (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995).

Interessante notar que em todas as formas da doenca sao encontrados
fagocitos mononucleares albergando formas amastigotas do parasito. Esses
fagocitos podem ser encontrados no sitio de inoculacao ou em tecidos
distantes. Nas formas tegumentares da doenca, macrofagos infectados se
alojam na pele e nas mucosas, enquanto na forma visceral se estabelecem
em oOrgaos internos, como baco, figado e medula o6ssea (BITTENCOURT;
BARRAL-NETTO; DOERR, 1995; RODRIGUES DE-FREITAS; DOS-SANTOS,
2000) (Figura 1).
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Leishmaniose cutanea Leishmaniose Leishmaniose cutanea
localizada ilcera com  mucocutanea destruicao difusa nédulos nao
ulcerados

bordas elevadas do septo nasal

Fase Aguda

Ak

Lesao dérmica mostrandc Macroéfagos na derme

macroéfagos vacuolados granulomas epiteliéides intensamente infectados
contendo amastigotas (reacdo de imunoperoxidase)

Forma Visceral

Figura 1. Representacao das diferentes formas clinicas
aspectos histologicos.

da leishmaniose e seus
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2.1.2 AGENTE ETIOLOGICO E ETAPA INICIAL DA INFECCAO.

O agente etiologico da doenca € um protozoario do género Leishmania que €
transmitido através da picada de um inseto vetor. Calcula-se que existam
aproximadamente vinte e uma espécies de Leishmania patogénicas para o
homem, transmitidas através de trinta espécies de flebotomineos vetores

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

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

inseto vetor (DESJEUX, 1991).

A infeccao no flebotomineo fémea € iniciada no momento do repasto
sanguineo quando, ao picar o hospedeiro mamifero, ingere juntamente com
o sangue, fagocitos infectados (GUARGA et al., 2000). As amastigotas sao
liberadas no tubo digestivo do inseto, diferenciam-se na forma promastigota
metaciclica, e serao regurgitadas na derme do hospedeiro durante novo

repasto (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995).

No sitio da inoculacao, devido a picada do inseto vetor, forma-se um lago
sanguineo onde serao liberados os parasitos juntamente com a saliva do
flebotomineo (DE ALMEIDA et al., 2003; PETERS; SACKS, 2009) (Figura 2).
Inicialmente, o parasito interage com as células residentes como as células
dendriticas dermais (MOLL et al., 1993; NG et al., 2008). Essas células tém a
habilidade de diferenciar a fagocitose entre o parasito e particulas inertes,
dando preferéncia ao parasito (NG et al., 2008). Como sao células que
apresentam longas extensdes dos seus pseudopodes, fagocitam os parasitos
logo nas primeiras horas apos a infeccao (LOCKSLEY et al., 1988; NG et al.,

2008). Apos vinte quatro horas da infeccao, os macrofagos dermais se
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tornam a populacao de células predominantemente infectadas (LOCKSLEY et
al., 1988; PETERS et al., 2008). Na area do dano tecidual, estabelece-se um
processo inflamatério causado nao somente pela insercao da proboscide do
inseto vetor, mas também devido a enzimas da saliva, as quais tém atividade
vasodilatadora (DE ALMEIDA et al., 2003; GILLESPIE; MBOW; TITUS, 2000;
KAMHAWTI et al., 2000; RIBEIRO, 1987; RIBEIRO; ROSSIGNOL; SPIELMAN,
1984; TEIXEIRA et al., 2005). Desta forma, facilita-se o recrutamento ou
extravasamento de células fagociticas do sangue iniciado pela presenca dos
neutrofilos (PETERS et al., 2008), além do recrutamento de macrofagos e
células dendriticas (DE ALMEIDA et al., 2003; LEON; LOPEZ-BRAVO;
ARDAVIN, 2007). As amastigotas proliferam e sdo liberadas no meio
extracelular infectando os fagocitos vizinhos (ASHFORD, 2000a; 2000b;
BITTENCOURT; BARRAL-NETTO; DOERR, 1995; DESCOTEAUX; TURCO,
1999) ou até mesmo neutrofilos infectados sao facilmente fagocitados por
macrofagos induzindo uma infeccao silenciosa na célula hospedeira (KAYE;

SCOTT, 2011; PETERS et al., 2008).
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Inseto vetor

Lago sanguineo
na derme

Neutréflo i
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Figura 2. Ilustracao representativa do lago sanguineo formado apos a picada do inseto
vetor. Em destaque, pode-se observar a presenca do parasito e os diferentes tipos de
leucocitos atraidos ao sitio de inoculacidao devido ao estimulo inflamatoério induzido no
local. Imagem baseada no artigo de DE ALMEIDA et al., 2003.

Apenas uma fracao das promastigotas injetadas € resistente ao
complemento. Desta forma, este e outros mecanismos de morte atuam na
destruicao de parte dos parasitos inoculados (NIEVES; PIMENTA, 2000;
SACKS; PERKINS, 1984). As formas metaciclicas (infectantes) da Leishmania
tém a capacidade de sobreviver ao complexo de ataque a membrana (MAC)
devido a algumas caracteristicas peculiares da sua membrana (PUENTES et
al., 1990). Por exemplo, a resisténcia ao complemento esta relacionada a
presenca de moléculas de lipofosfoglicano (LPG), duas vezes mais longas que
as presentes em promastigotas prociclicas (infectantes), que atuam como
uma barreira a insercao do MAC na membrana do parasito (MCCONVILLE et
al., 1992). As promastigotas de Leishmania que escapam do sistema
complemento usam componentes deste sistema para invadir as células do
hospedeiro. A proteinase gp63, uma glicoproteina frequente na membrana de
promastigotas de Leishmania, € capaz de clivar C3b para a forma inativa
iC3b, a qual se liga ao receptor de complemento CR3 e CR1 na membrana de

fagocitos mononucleares (MOSSER; EDELSON, 1985).
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Parasitos vivos e produtos de degradacao de parasitos mortos sao
fagocitados por leucocitos. Estes leucocitos podem permanecer no sitio
inflamatorio ou migrar para o linfonodo drenante e, deste para outras partes
do corpo (FIORINI; MESSINA; BARRACCHIA, 2002; LEON; LOPEZ-BRAVO;
ARDAVIN, 2007; MOLL et al., 1993; MURAILLE et al., 2003; RANDOLPH et
al., 1999), causando lesdes em outros sitios da pele, mucosa oral e nasal, e
em Orgaos internos. Porém, ainda nao esta claro qual o fenotipo das células
capazes de transportar o parasito do sitio de inoculacdao para o linfonodo
drenante e apresentar antigeno produzindo ou regulando a resposta imune

contra o parasito.

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

al., 1999; CAMPOS-PONCE et al., 2005; NOYES et al., 1997).

Entre as hipoteses levantadas para explicar a distribuicdo das diferentes
espécies de Leishmania nos tecidos, estdo a idade e o estado da resposta
imune por parte do hospedeiro e, por parte do parasito, esta a sensibilidade
a temperatura pelas diferentes espécies (CALLAHAN et al., 1996) e fatores
nao completamente identificados ligados a patogenicidade, refletidos em

caracteristicas manifestadas por padroes enzimaticos especificos entre
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diferentes zimodemos (JIMENEZ et al., 1995) e no comportamento biolégico

destes parasitos (COLMENARES et al., 2002).

Independente dessas proposicoes, nessa etapa inicial da infeccao, as
alteracoes causadas pelo parasito sobre os fagocitos envolvidos na sua
disseminacao pelo hospedeiro podem influenciar a resposta imuno-

inflamatoéria contra o parasito.
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2.2 INTERFERENCIAS DOS FAGOCITOS PROFISSIONAIS NA INFECCAO POR

LEISHMANIA

A Leishmania pode infectar fagocitos profissionais como os neutrofilos
polimorfonucleares, além de uma variedade de fagocitos mononucleares,
incluindo macrofagos (BEIL et al., 1992; PETERS et al., 2008) e células
dendriticas (DC) (BLANK et al., 1993), além de células nao fagociticas como
fibroblastos (SCHWARTZMAN; PEARSON, 1985). As células dendriticas sao
consideradas apresentadoras de antigenos profissionais, assim como sao
também capazes de transportar microrganismos do sitio inflamatorio para os

linfonodos regionais (BANCHEREAU et al., 2000; REIS E SOUSA, 2004).

2.2.1 NEUTROFILOS

Dentre os fagocitos profissionais, os neutrofilos tém uma importante funcao
na resposta imune inata, devido a sua capacidade de fagocitar e matar
patogenos extracelulares e reparar o dano tecidual (KENNEDY; DELEO,
2009; WITKO-SARSAT et al., 2000). Estas sao as primeiras células a serem
recrutadas na inflamacao aguda e dominam o influxo inicial de leucécitos
(ISSEKUTZ; MOVAT, 1980). Sua funcao adicional em modular a resposta
adaptativa esta relacionada com sua capacidade de liberar quimiocinas,
citocinas e peptideos antimicrobicidas (SCAPINI et al., 2000; YANG et al.,
2000). Recentemente, tem-se sugerido que neutrofilos ativados podem
fornecer sinais de ativacdo e antigenos microbianos para as células
dendriticas (BLOMGRAN; ERNST, 2011; MEGIOVANNI et al., 2006),
podendo, assim, beneficiar uma rapida resposta imune adaptativa contra o

patogeno.

Apos estimulo inflamatério induzido com tioglicolato na cavidade peritoneal
de camundongos, os neutrofilos se acumulam em poucas horas e

gradualmente sao substituidos por macréfagos (COOK; BRAINE; HAMILTON,
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2003; LAGASSE; WEISSMAN, 1996). Os neutrofilos também apresentam
capacidade migratoria para o linfonodo drenante, observada apods estimulo

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

Os neutrofilos sao caracterizados, na citometria de fluxo, por sua alta
granulosidade e podem também ser diferenciados de macrofagos/monocitos
pela alta expressao da molécula de superficie celular Gr-1 juntamente com
Mac-1 (Gr-1hi/Mac-1lo-hi), Esse fenotipo foi observado em neutrofilos do
sangue periférico, no baco e na cavidade peritoneal de camundongos apos

estimulo inflamatorio com tioglicolato (LAGASSE; WEISSMAN, 1996).

2.2.2 NEUTROFILOS NA INTERACAO cOM Leishmania

Durante a inoculacao do parasito pelo inseto vetor no hospedeiro vertebrado,
certa quantidade de saliva do flebotomineo € liberada, a qual possui algumas
acoes inflamatorias, como inducado de vasodilatacao (SACKS; KAMHAWI,
2001) e quimiotaxia para polimorfonucleares e macrofagos (TEIXEIRA et al.,
2005; ZER et al., 2001). Na realidade, a injecao de saliva de Lutzomyia
longipalpis na orelha (intradermicamente) de camundongos induziu um
intenso e difuso infiltrado inflamatério composto por polimorfonucleares
(neutrofilos e eosinofilos) e macrofago, logo duas horas apos a sua injecao
(SILVA et al., 2005). Além disso, apos a administracao de glandulas salivares
juntamente com L. chagasi em camundongos susceptiveis, foi observado um

intenso recrutamento de neutrofilos e macrofagos (TEIXEIRA et al., 2005).

Atualmente, os neutrofilos foram definidos como fagocitos essenciais para o
parasito Leishmania estabelecer e promover doenca (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; PETERS et al., 2008). Sao predominantes
e persistentes logo apds as primeiras horas da infecao por L. major
(independente da via inoculacao, com agulha ou picada do inseto vetor)
(BELKAID et al., 2000; PETERS et al., 2008) no hospedeiro susceptivel,

induzindo uma certa resisténcia nesses animais (CHEN et al., 2005), mas
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sao fagocitados no sitio de inoculacao em hospedeiros resistentes (BEIL et
al., 1992). Esse rapido infiltrado de neutrofilos na pele ocorre com diferentes
espécies de Leishmania spp, que causam doencas cutaneas (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; PETERS et al., 2008), ou viscerais
(THALHOFER et al., 2011).

Interessante notar que os parasitos, ao serem fagocitados pelos neutrofilos,
continuam viaveis em seu interior. Logo apos a fagocitose do parasito, os
neutrofilos adquirem um fenodtipo apoptotico, mas permanecem intactos
(LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; VAN ZANDBERGEN et al.,
2004). Esse efeito foi caracterizado como o modelo do “Cavalo de Tro6ia” no
qual neutroéfilos infectados induzem sua fagocitose por macrofagos. Desta
forma, ha wuma infeccao silenciosa dos macrofagos pelos parasitos,
impedindo uma inducado mais exacerbada da defesa antimicrobiana inata
(LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; PETERS et al., 2008). As
células dendriticas também fagocitam neutroéfilos infectados por L. major.
Esse contato com as células dendriticas via neutrofilo infectado inibe a
resposta inicial anti-Leishmania e vias de apresentacao de antigeno para os

linfocitos T CD4* (RIBEIRO-GOMES et al., 2012).

2.2.3 Mon6cITOS E MACROFAGOS

Os monocitos representam células imunes efetoras, as quais exibem
receptores de quimiocinas e moléculas de adesao capazes de induzir sua
migracao da corrente sanguinea para o tecido durante um processo
infeccioso (SERBINA et al., 2008). Constituem cerca de 5-10% dos leucocitos
sanguineos em camundongos e em humanos. Esses monoécitos tém um
periodo curto de vida, de aproximadamente um dia, em camundongos (VAN
FURTH, 1968) e trés dias em humanos (WHITELAW, 1972). Sao capazes de
capturar células e moléculas toxicas. Além disso, eles podem se diferenciar

em células dendriticas inflamatorias ou macréfagos em condi¢cées normais e
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com mais eficiéncia durante a resposta inflamatoria (SERBINA et al., 2008;

ZIEGLER-HEITBROCK, 2000).

Nos camundongos, os monocitos podem ser caracterizados pela citometria
de fluxo por sua baixa granulosidade e sua expressao de moléculas como
receptores de M-CSF (CD115), Mac-1 (CD11b) e do antigeno reconhecido
pelo anticorpo F4/80 (AUSTYN; GORDON, 1981). Atualmente, os monocitos
podem ser divididos em dois subtipos, de acordo com a expressao de CCR2,
CD62L (L-selectina) e do receptor um da quimiocina CX3C (CX3CR1). Os
monocitos residentes sao caracterizados pela alta expressdao de CX3CR1 e
auséncia de CD62L e CCR2 (GORDON; TAYLOR, 2005). Os monocitos
inflamatoérios sao caracterizados pela baixa expressao de CX3CR1 e
positividade para CD62L e CCR2. Estes monocitos inflamatorios respondem
a quimiocinas CCL2 (MCP-1) (GU et al., 1998; PALFRAMAN et al., 2001) e,
assim, migram para sitios inflamatorios (GU et al., 1998; KURIHARA et al.,
1997; KUZIEL et al., 1997; LU et al., 1998). Esses monocitos inflamatorios
correspondem também aos monoécitos classicos humanos (CD14hi/CD16) e,
a depender do estimulo in vitro, podem se diferenciar em macrofagos (KIM et
al., 2004) ou em células dendriticas (GEISSMANN; JUNG; LITTMAN, 2003)
capazes de migrar para o linfonodo drenante, como demonstrado em

experimentos in vivo (RANDOLPH et al., 1999).

O macrofago € a segunda populacao celular a chegar ao sitio inflamatoério.
Ele apresenta uma grande variacao fenotipica durante sua diferenciacao e
distribuicao pelos diferentes tecidos nos quais se estabelece (AUSTYN;
GORDON, 1981; DIJKSTRA et al., 1985; G KRAAL, 1986; GORDON;
TAYLOR, 2005). Quando maduros, os macrofagos tém uma vida longa com
alta capacidade fagocitica, sao capazes de apresentar antigenos e de agir
como células efetoras matando patogenos intracelulares. As moléculas
antigénicas como F4/80, macrosialinas (CD68) e sialoadesinas sao
identificadas em diferentes populacées macrofagicas. O antigeno F4/80
encontra-se na maioria da populacao ativada, como também em algumas

populacoes residentes (GORDON; TAYLOR, 2005).
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Os macrofagos peritoneais residentes em camundongos tém sido
caracterizados pela alta expressao do antigeno F4/80 e CD11b (COOK;
BRAINE; HAMILTON, 2003; GHOSN et al., 2010; NIBBERING, P. H. et al,,
1987) e pela nao expressao de GR-1 e B220 (LAGASSE; WEISSMAN, 1996).
Os macrofagos peritoneais inflamatérios tém sido muito utilizados nos
estudos relacionados com a resposta inflamatoria (CAILHIER et al., 2005;
COOK; BRAINE; HAMILTON, 2003b; RIBEIRO-GOMES et al., 2004)
relacionada a doencas autoimunes (POTTER et al.,, 2003) e estudos de
migracao celular (BELLINGAN et al., 1996; SOUZA et al., 1988; WIEGE et
al., 2012).

Um dos recursos mais comumente utilizados para obtencao dessas células é
a inducao de peritonite estéril por meio da injecao de tioglicolato. Esse meio
de cultura é normalmente utilizado para o crescimento de bactéria
(MCCLUNG, 1940) e € rico em nutrientes contendo proteinas e carboidratos
(LI et al., 1997). Para causar a peritonite, € necessario que o meio seja
autoclavado apos seu preparo e envelhecido (em média 30 dias) para maior
inducao do recrutamento de fagocitos mononucleares para o peritonio (LI et
al., 1997). A capacidade de atrair fagocitos tem sido atribuida a formacao de
produtos de glicacao avancados (AGE) (LI et al., 1997) ou até mesmo ao agar
presente no meio (EICHNER; SMEATON, 1983). Contudo, os
polimorfonucleares ou macrofagos atraidos pelo estimulo com tioglicolato
tém a capacidade de fagocitar e matar os microrganismos ingeridos (BARON;
PROCTOR, 1982; LEIJH et al., 1984). Esse método tem como vantagem obter
fagocitos mononucleares inflamatorios em um ambiente estéril, sendo
possivel o cultivo e manipulacao das células isoladas (CARVALHAL et al.,

2004; PINHEIRO et al., 2006).
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2.2.4 MONOCITOS E MACROFAGOS NA INTERACAO cOM Leishmania

A infeccao de macrofagos pela Leishmania normalmente ocorre de forma
silenciosa devido ao reconhecimento de alguns receptores da Leishmania em
comum com as células do hospedeiro. Sao receptores tais como o receptor de
complemento trés (CR3), receptor de complemento um (CR1), receptor de
manose (MR), Receptores Fc gama (FcgRs, em particular FcgRII-B2) e
receptores de Fibronectina (FnRs) (BLACKWELL et al., 1985; DA SILVA et al.,
1989; GUY; BELOSEVIC, 1993; MOSSER; EDELSON, 1985; WRIGHT;
SILVERSTEIN, 1983; WYLER; SYPEK; MCDONALD, 1985). Dessa forma, o
parasito pode se replicar no interior da célula infectada, destruindo-a e
liberando mais parasitos que infectam outras células. Apés a infeccao, a
Leishmania € capaz de inibir uma série de mecanismos funcionais nos
macrofagos, como a producao de IL-12 e fraca sinalizacao via CD4O0,
mecanismos necessarios para o desenvolvimento de uma resposta imune do
tipo Th1l (BELKAID; BUTCHER; SACKS, 1998; CARRERA et al., 1996; RUB
et al., 2009), a atividade das enzimas proteoliticas (DESCOTEAUX; TURCO,
1999) e a producao do oxido nitrico (DESCOTEAUX, 1999; WEI et al., 1995),

prolongando, assim, sua sobrevivéncia no hospedeiro.

Na pele de animais susceptiveis, apos a infeccao com Leishmania, observa-se
um grande numero de macrofagos (CD11b*) infectados (MURAILLE et al.,
2003). Essas cé€lulas aparecem tardiamente no linfonodo drenante se
comparadas com as DC (MOLL et al., 1993). Porém, em ambas as células,
encontram-se parasitos viaveis no linfonodo (MOLL; FLOHE; ROLLINGHOFF,
1995). Recentemente trabalhos in vivo utilizando microscopia de imagem
com 2-fotons possibilitaram a demonstracao visual de como os macrofagos
dermais se tornam a populacao mais infectada da pele 24 horas apos a

infeccao por L. major (PETERS et al., 2008).

Ha evidéncias de que a infeccao com Leishmania interfere na capacidade dos
macrofagos de estimularem linfocitos T. Essa alteracao da funcao do fagocito

pode estar relacionada com defeito na apresentacao de antigenos exogenos
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pelas moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de (MHC)
classe II (FRUTH; SOLIOZ; LOUIS, 1993; PRINA et al., 2004) ou com a baixa
expressao de moléculas co-estimulatorias, sinal necessario para completar a
apresentacao de antigeno junto ao MHC-II (KAYE et al., 1994; SAHA et al.,
1995). Interacoes entre moléculas co-estimulatorias sdo importantes para
que ocorra ativacao celular. Por exemplo, a interacdao entre CD40-DC40L
(macrofagos-linfocitos) € necessaria para que ocorra a ativacao da
capacidade leishmanicida de macrofagos apos infeccao por Leishmania

(KAMANAKA et al., 1996).

Os macrofagos peritoneais, como populacao geral, possuem uma alta
capacidade fagocitica, contudo nao induzem uma boa resposta proliferativa
para os linfocitos T naive (CAILHIER et al., 2005; COOK; BRAINE;
HAMILTON, 2003) ou pré-sensibilizados com antigenos de Leishmania
(LYTTON; MOZES; JAFFE, 1993; MEIER; SVENSSON; KAYE, 2003). Um
estudo recente, desenvolvido por Ghosn e colaboradores, descreveu que, na
cavidade peritoneal, ha duas populacoes de macrofagos: em uma, eles sao
maiores, tém alta expressao de marcadores como CD11b e antigeno F4/80 e
tém baixa expressao de MHC-II. Na segunda populacao de macrofagos
peritoneais, eles sao menores, tém menor expressao dos marcadores CD11b
e antigeno F4/80, contudo expressdo mais alta de MHC-II. Essa ultima
populacdao é predominante no periténio quatro dias apds estimulo com
tioglicolato. Sao células derivadas de monoécitos migrantes da corrente
sanguinea apos o estimulo inflamatorio. Ambos apresentam mesma
capacidade fagocitica e intensa producao de oxido nitrico (NO) in vivo

(GHOSN et al., 2010).

Os macrofagos peritoneais podem sofrer alteracoes na expressao de
receptores de quimiocinas envolvidos na adesao celular apés a infeccao com
Leishmania. Essas alteracoes incluem a diminuicdo da expressao de
receptores de quimiocinas, como CCRS5 ou CCR4, e alteracoes na regulacao
da afinidade de integrinas (PINHEIRO et al., 2006) ou até mesmo diminuicao

na expressao de moléculas de adesao, como CD11b e CDS54 (mondcitos
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humanos), embora a reducao na expressao dessas moléculas nao tenha sido
observada em macrofagos derivados de monoécitos (DE ALMEIDA et al.,
2003). Esses dados mostram como os parasitos podem interferir no

transporte e apresentacao de antigenos aos linfocitos T.

2.2.5 CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas sado capazes de iniciar a resposta imune e
eficientemente estimular a geracao de memoria imunologica. Acredita-se que
tenham como principal funcao reconhecer e processar antigenos externos e,
subsequentemente, apresenta-los aos linfocitos T naive (BANCHEREAU;
STEINMAN, 1998). Estao constitutivamente distribuidas por muitos tecidos
do corpo, porém em pequeno numero, localizando-se particularmente na
pele e superficies de mucosas. No tecido periférico, as DCs estdao na forma
imatura, capazes de captar antigenos. Apos sua ativacao pelos estimulos
patogénicos ou producao de citocinas, amadurecem aumentando sua
expressao de MHC-II e moléculas co-estimulatorias, tornando-se
competentes APC (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; CAVANAGH; ANDRIAN,
2002; GORDON; TAYLOR, 2005; LIPSCOMB; MASTEN, 2002; SHORTMAN;
LIU, 2002).

Um grande numero de DCs murinas tem sido descrita em orgaos linfoides e
nao linfoides. Essas células tém sido classificadas em duas linhagens
principais: DCs mieloides (STEINMAN; COHN, 1974) ou linfoides (SUSS;
SHORTMAN, 1996). As DCs de origem mieloides sao consideradas a
populacao classica de APC do sistema imune (HART, 1997) e apresentam
similaridades funcionais, fenotipicas e morfologicas com macrofagos (VAN
FURTH; COHN, 1968). Estudos, principalmente in vitro, tém demonstrado
que precursores mieloides, apos estimulo com fator estimulador de colénia
granulocito/macrofago  (GM-CSF), diferenciam-se em  granulodcitos,

monocitos e DCs mieloides (INABA et al., 1992; SCHEICHER et al., 1992).
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O subtipo da DC linféide € identificado pela expressdao de CDS8a.
Anteriormente, pensava-se que essas cé€lulas se originavam de um precursor
da linhagem linfoide (SUSS; SHORTMAN, 1996), contudo, foi demonstrado
que DC CD8a* ou CD8a podem ser originadas de um progenitor mieloide
(DEL HOYO et al., 2002; TRAVER et al., 2000). As DCs mieloides e linféides
diferem em sua localizacdo nos tecidos, fenoétipo e funcdo, porém ambas
expressam altos niveis de CD11lc, MHC-II e moléculas co-estimulatorias
CD86 e CD40. Basicamente, as DCs linfoides sao CD8a* e as DCs mieloides
sao CD8a- representando  populacoes com  funcoes  distintas
(MARASKOVSKY et al.,, 1996; PULENDRAN et al.,, 1997; VREMEC;
SHORTMAN, 1997; WU, 2001; WU; LI; SHORTMAN, 1996).

A principal dicotomia entre os subtipos de DCs pode ser vista na inducao de
uma resposta do tipo Th2 produzida pelas DCs CD8a-, enquanto que as DCs
CD8a* produzem interleucina (IL)-12, induzindo uma resposta do tipo Thl
(HAAN; LEHAR; BEVAN, 2000; IYODA et al., 2002; MOSSER; EDWARDS,
2008; PULENDRAN et al., 1999). Na epiderme, sdao encontradas células
dendriticas residentes conhecidas como células de Langerhans. Essas
células sao consideradas APC, capazes de fagocitar parasitos e migrar para o
interior da regiao para-cortical no linfonodo, apresentando, assim, antigenos
para os linfécitos T (MOLL; FLOHE; ROLLINGHOFF, 1995). Na derme
encontra-se DCs as quais apresentam uma habilidade em fagocitar
patogenos e migrar mais eficientemente que as células de Langerhans (NG et
al., 2008). O grupo de Leon (2007) descreveu que as cé€lulas dendriticas
podem ser recrutadas para o sitio inflamatério ou até mesmo ser
diferenciadas de monocitos dermais (monocitos que migram para a derme).
Estas células sao capazes de migrar para o linfonodo drenante e apresentar
antigeno para os linfocitos T, sendo responsaveis por uma resposta protetora

contra Leishmania (LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007).
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2.2.6 CELULAS DENDRITICAS NA INTERACAO cOM Leishmania

Alguns estudos antigos que utilizam o modelo murino de leishmaniose
tegumentar demonstraram que, logo apos a inoculacao do parasito na pele,
as células de Langerhans infectadas, e ndo os macrofagos, sao capazes de
transportar a Leishmania da pele para o linfonodo drenante (BLANK et al.,
1993; MOLL et al., 1993) e, assim, apresentar o antigeno aos linfécitos T
CD4+ virgens, iniciando uma resposta imuno-especifica (MOLL et al., 1993).
Contudo, estudos recentes vém questionando esses achados, demonstrado
que as células dendriticas presentes no linfonodo drenante nao expressam a
molécula langerina utilizado para identificar células de Langerhans (RITTER
et al.,, 2004). Estudos in vivo demonstraram que esse tipo de células sao
mais sesseis que as células dendriticas dermais (NG et al., 2008). Estas
células dendriticas dermais também tem sido investigadas, e foram descritas
como células capazes de transportar a Leishmania até o linfonodo drenante
(MISSLITZ et al., 2004; RITTER et al., 2004). Células dendriticas com outros
fenotipos também tém sido incluidas nesse grupo de células transportadoras
de Leishmania, como monocitos que, atraidos ao sitio inflamatorio nas fases
mais tardias da doenca, transformam-se em células dendriticas capazes de
se infectar e migrar eficientemente para o linfonodo drenante e induzir a

ativacao de linfocitos T CD4* (LEON; ARDAVIN, 2007).

Em camundongos resistentes a leishmaniose, a presenca de células
dendriticas e macrofagos infectados viaveis no linfonodo foram equivalentes,
porém apenas as células dendriticas foram capazes de induzir a resposta
imune por células T (MOLL; FLOHE; ROLLINGHOFF, 1995). Estas células
exibem parasitismo ativo por longos periodos no linfonodo dos animais
infectados sendo capazes de manter sempre presente uma populacdo de
células T especificas contra Leishmania e, assim, proteger o animal contra
reinfeccdo (MOLL; FLOHE; ROLLINGHOFF, 1995). Isto sugere que, além da
resposta imune primaria, € provavel que as células dendriticas estejam
também envolvidas no processo de manutencao da resposta em células T de

memoria contra o parasito (MOLL; FLOHE; ROLLINGHOFF, 1995).
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Logo apoOs a internalizacdo do parasito, as células de Langerhans tém a
expressao de moléculas de MHC classe I e II e co-estimulatérias aumentada
no periodo de quarenta e oito horas (STEBUT et al., 1998), mostrando
caracteristicas de maturacao. Interessante € que essa maturacao em células
dendriticas infectadas s6 ocorre quando o parasito internalizado foi
previamente opsonizado por anticorpos Leishmania especificos (PRINA,
2004). A auséncia de maturacao dessas células, que ocorre apds a infeccao
com o parasito, beneficia o seu estabelecimento e multiplicacao dentro das

células do hospedeiro (PRINA, 2004).

A capacidade de migracao da DC derivada de monocitos da pele para o
linfonodo drenante esta associada a receptores de quimiocinas, como CCR7
e CCR8 (FORSTER et al., 1999; QU et al., 2004). Contudo, apds a infeccao
por Leishmania, essas células podem sofrer alteracdées na expressao de
alguns receptores de quimiocinas capazes de interferir com a sua migracao
para orgaos como linfonodo drenante e o baco (ATO et al., 2002; SATO et al.,
2000).

Além disso, Muraille e colaboradores (2003), apresentaram evidéncias de que
células dendriticas derivadas de monoédcitos seriam as principais
responsaveis pelo carreamento do parasito do sitio de infeccao para o
linfonodo (MURAILLE et al., 2003). Essa possibilidade também tem suporte
em estudos com particulas de latex transportadas dos sitios de injecao para
linfonodos braquiais do pulmao (RANDOLPH et al, 1999). De acordo com
esses dados, o grupo de Leon (LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007)
demonstrou que monocitos sdo atraidos a pele e se transformam em células
dendriticas capazes de migrar para o linfonodo drenante, ativando os
linfocitos T induzindo uma resposta protetora contra a infeccao por

Leishmania (LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007).

lezzi e colaboradores (2006) demonstraram que células dendriticas

residentes do linfonodo sédo capazes de adquirir antigenos soluveis de
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Leishmania, provavelmente drenados pelos vasos linfaticos até o linfonodo ou
levados por monodcitos inflamatorios, logo nas primeiras vinte e quatro horas
apos a infeccao. Estes pesquisadores consideram que poucas células
dendriticas derivadas da pele (células de Langerhans ou DC dérmicas)
migram para o linfonodo, exibindo pequenas funcoées na ativacao precoce de
células T. Dessa forma, € possivel que o transito de moléculas vistas pelo
sistema imune como antigenos seja distinto do transito de parasitos do sitio

de agressao para os linfonodos regionais (IEZZI et al., 2006).
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2.3 DISSEMINACAO DA LEISHMANIA A PARTIR DO SITIO DE INFECCAO

Uma vez dentro do hospedeiro mamifero, o parasito Leishmania sp. se
prolifera, aumentando suas chances de contaminar outros insetos vetores
ou até mesmo de disseminar no hospedeiro, estabelecendo-se e causando
lesbes nos diferentes tecidos. Os mecanismos pelos quais a disseminacao
ocorre nao sao completamente entendidos, contudo, o estabelecimento nos
diferentes tecidos depende da espécie do parasito bem como o tipo de

resposta imune montada pelo hospedeiro (YURDAKUL, 2005).

A luta do parasito pela sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado ocorre
através da disseminacao e recirculacao de fagocitos infectados pelos tecidos
do hospedeiro. Isso se torna evidente a partir do momento em que, nas areas
de lesbes, sempre se observa a presenca de fagocitos contendo parasitos no
seu interior. Em algumas formas da doenca tegumentar, as lesoes
permanecem restritas a area focal da pele, por vezes com evidente
linfadenopatia regional, em outros ha disseminacao do parasito para
multiplos focos da pele ou para mucosa (BITTENCOURT; BARRAL-NETTO;
DOERR, 1995). O quadro de disseminacao da Leishmania nos casos de
leishmaniose visceral parece ainda mais complexo. Durante o processo
inflamatorio, esses fagocitos mononucleares sao estimulados a migrar do
sangue para o sitio inflamatorio ou deste até o linfonodo drenante (MOLL et
al., 1993; RANDOLPH et al.,, 1999). Esse processo €& seguido pelo
estabelecimento de células parasitadas em diferentes tecidos, como
demonstrado em camundongos (MOLL et al., 1993; MURAILLE et al., 2003;
RITTER et al., 2004; RITTIG; BOGDAN, 2000) e sugerido em estudos com
caes naturalmente infectados (DOS-SANTOS et al., 2004; REIS et al., 2006;
2009). Como observado em outras cé€lulas, o estabelecimento e sobrevivéncia
de fagocitos infectados nos tecidos sao fendomenos dependentes de interacoes
de moléculas de adesao expressa, na sua superficie, aos componentes do

tecido conjuntivo nos tecidos alvo de lesao (LEON; ARDAVIN, 2008;
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PALFRAMAN, 1985), além do estado de atividade funcional dessas moléculas
(SPRINGER, 1995). Adicionalmente, pares moleculares envolvidos no
processo de adesao e migracao leucocitaria atuam também na formacao de
sinapses imunologicas, possibilitando a geracdao de autoimunidade (SIMS;

DUSTIN, 2002).

Como revisto acima, amastigotas de Leishmania vivem nos tecidos no interior
de fagocitos mononucleares. Esses fagocitos podem permanecer no sitio de
infeccao ou se deslocar (Figura 3 A), estabelecendo lesoes em outros tecidos
como pele, mucosas e orgaos internos (Figura 3 C). Tem-se sugerido a
existéncia de um tropismo das diferentes espécies de Leishmania por
determinados tecidos. Frequentemente, fagocitos infectados podem ser
observados na regidao subcapsular do linfonodo que drena a area de
inoculacao do parasito (MOLL et al., 1993; MURAILLE et al., 2003; NG et al.,
2008; PETERS et al., 2008; RITTER et al., 2004). Fagocitos mononucleares
infectados sao também observados atravessando os corddes medulares como
mostra o desenho esquematico abaixo (Figura 3 B), assim como também ja

foram identificados na corrente sanguinea (FIORINI et al., 2002).
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Marcacao contra
: antigeno de
Leishmania

atravessando os
corddes medulares

Linfon/odo
drenante

Figura 3. Desenho esquematico representando a disseminacao de fagocitos infectados
a partir do sitio de infeccao (A) passando pelo linfonodo drenante (B) e disseminando
para os diferentes tecidos (C).

Nosso grupo desenvolveu um ensaio de adesao para estudar as interacoes
entre células macrofagicas e o tecido conjuntivo (CARVALHAL et al., 2004).
Através desse ensaio, demonstramos que macréfagos e monocitos aderem
preferencialmente ao tecido conjuntivo inflamado. Essa adesao é dependente
de cations divalentes, capaz de aumentar apos a ativacdo dos fagocitos com
lipopolissacarideo e ser inibida por uma mistura de anticorpos contra
integrinas contendo cadeias a4 ou B2 (inibicdo de 49.5% a 77.4%) ou por
uma mistura dos peptidios CS-1 (fragmento da fibronectina) e RGD (inibicao

de 58.2 + 2%) (CARVALHAL et al., 2004).
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Demonstramos que a infeccao de fagocitos mononucleares com Leishmania
causa uma inibicao na adesao dessas células ao tecido conjuntivo inflamado
logo nas primeiras vinte e quatro horas de infeccao. Contudo, a fagocitose de
particulas de latex de 3 um (tamanho aproximado de uma amastigota de
Leishmania) ou a infeccao com Mycobacterium fortuitum nao produziram o
mesmo efeito. Essa reducdo da aderéncia, decorrente da infeccao com
Leishmania, foi observada utilizando-se células macrofagicas da linhagem
J774, fagocitos peritoneais inflamatorios de camundongo induzidos por
tioglicolato € com monoécitos do sangue periférico humano (CARVALHAL et

al., 2004).

Foi possivel reverter parcialmente a perda na adesao dos fagocitos infectados
através da substituicao de calcio e magnésio, na superficie celular, por
manganeés, sugerindo que mecanismos que regulam a afinidade/avidez das
integrinas pelos seus receptores estao envolvidos (CARVALHAL et al., 2004;
PINHEIRO et al., 2006). Demonstramos, por meio de experimentos de
cinética do aparecimento da reducao da adesao celular, que essas alteracoes
tém inicio logo duas horas apods a infeccao, que o fenéomeno esta relacionado
a alteracao na funcao de integrinas da familia beta-1 e potencialmente é
relacionado a alteracbées na expressdao de receptores de quimiocinas

(PINHEIRO et al., 2006).

Alguns mecanismos pelos quais esses fagocitos migram para o linfonodo
drenante via linfa tem sido estudados em modelos experimentais in vivo
(BELLINGAN et al., 1996; GUNN et al., 1999; RANDOLPH et al., 1999;
ROBBIANI et al., 2000). Tais estudos demonstram que fagocitos aumentam
sua habilidade de migracao através dos vasos linfaticos quando
administrado um estimulo como, por exemplo, a fagocitose de particula de
latex (RANDOLPH et al., 1999). Essa migracao € dependente de quimiocinas,
as quais sao capazes de guiar as ceélulas do sitio inflamatério para o
linfonodo drenante ou até mesmo o seu estabelecimento nos compartimentos
do linfonodo (ATO et al., 2006; BAGGIOLINI, 1998; GUNN et al., 1999;
SPRINGER, 1995). A infeccao por Leishmania também induz algumas
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alteracoes no processo migratorio das ceélulas. Alguns leucocitos, como
neutrofilos e células dendriticas, apos a infeccdo por Leishmania, sao
rapidamente recrutados para a area de lesdao. Contudo, apos fagocitose do
parasita, tém sua capacidade migratoria reduzida (JEBBARI et al., 2002;
PETERS et al., 2008). Os mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao
estao bem definidos em estudo in vivo. Moléculas de adesdo ou padrdes de
receptores de quimiocinas (VICARI et al., 2004) podem estar envolvidos
nessa inibicao. Contudo, estudo in vivo sobre quais mecanismos celulares
estao envolvidos na disseminacao do parasito necessitam ser elaborados

para um maior esclarecimento dos fatos.

Neste trabalho, utilizamos um modelo experimental in vivo capaz de permitir
o estudo de uma grande quantidade de fagocitos inflamatorios com
habilidade de migrar para o linfonodo drenante desenvolvido por Bellingan e
colaborados (BELLINGAN et al., 1996). Neste modelo experimental,
utilizamos injecao intraperitoneal de tioglicolato em camundongos,
resultando em um grande afluxo de fagoécitos. Essas células, recolhidas da
cavidade peritoneal dos animais injetados com tioglicolato, fagocitam
particulas de agar, existentes no tioglicolato, o que lhes confere um aspecto
de vacuolizacao citoplasmatica ( BELLINGAN et al., 1996; COOK; BRAINE,;
HAMILTON, 2003). Esta caracteristica permite que essas células sejam
facilmente identificadas no linfonodo drenante (BELLINGAN et al., 1996). Em
um trabalho anterior do nosso grupo, verificamos que o afluxo de
macrofagos para a cavidade peritoneal aumenta progressivamente até o
quarto dia apos o estimulo inflamatoério com tioglicolato. Apés o quarto dia
do estimulo infamatoério, ha também uma importante taxa de migracao
desses fagocitos contendo tioglicolato para o linfonodo para-timico. A
comprovacao de que estas células realmente migram do peritonio para o
linfonodo, e nao representam apenas a fagocitose de agar por células ja
presentes no linfonodo ou recrutadas do sangue foi feita através de
experimentos de injecao e rastreamento de células marcadas com PKH26.
Nesses experimentos, nao foi observada fagocitose celular que justifique a

intensa quantidade de células marcadas no linfonodo (HERMIDA, 2007).
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Assim, utilizamos este modelo nesse trabalho para avaliar a influéncia de
estimulos inflamatérios na atracao de células ao sitio inicial da inoculacéao e
migracao de células infectadas ou carreando moléculas do parasito para o
linfonodo drenante. Além disso, exploramos as populacoes de fagodcitos
mononucleares capazes de se infectar com Leishmania e capazes de
transportar o parasito ou moléculas do parasito do sitio inflamatorio para o
linfonodo regional responsaveis pela disseminacao do parasito no hospedeiro
mamifero. Com base nessas informacoes, nossa hipotese € a de que fagocitos
mononucleares inflamatorios com diferentes fenodtipos tém capacidade
migratoria alterada o que, de certa forma, pode contribuir para a
disseminacao da Leishmania do sitio de infeccao para o linfonodo drenante e

interferir na resposta imuno-inflamatoria contra o parasito.
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3 JUSTIFICATIVA

Uma série de estudos por outros autores tem demonstrado que células
fagociticas ao englobarem Leishmania (MOLL et al., 1993) ou outras
particulas (RANDOLPH et al., 1999), adquirem a capacidade de migrar para
linfonodos regionais. Ha controvérsias, porém, a respeito do tipo de célula
responsavel pelo transporte de Leishmania do sitio primario de infeccao ao
linfonodo drenante e sobre a capacidade desses fagocitos de iniciar uma
resposta imune adaptativa adequada contra o parasito (FIORINI; MESSINA,;
BARRACCHIA, 2002; LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007; MOLL et al.,
1993; MURAILLE et al., 2003; RANDOLPH et al., 1999).

Nosso grupo desenvolveu um modelo de interacdo celular ao tecido
conjuntivo inflamado, com o qual observamos que fagocitos inflamatorios
peritoneais de camundongo, monocitos humanos e células de linhagem
macrofagica, J774, tém sua aderéncia ao tecido conjuntivo inflamado
reduzida apdés a infeccao com Leishmania (CARVALHAL et al, 2004,
PINHEIRO et al.,, 2006). Nao sabemos o significado dessas alteracoes da
adesao celular induzida por Leishmania. A desadesao pode constituir, porém,
o estagio inicial da migracao leucocitaria; pode, ainda, limitar a saida dessas
células do sitio inflamatorio e a capacidade dessas células em estimular a

resposta imune.

Recentemente, adaptamos em nosso laboratério um sistema que permite o
rastreamento de fagocitos mononucleares da cavidade peritoneal para o
linfonodo de drenagem em camundongos com peritonite induzida por
tioglicolato. Os fagodcitos mononucleares da peritonite induzida por
tioglicolato sao susceptiveis a infeccao com Leishmania e tém sua aderéncia
ao tecido conjuntivo diminuida apos a infeccao com o parasito (CARVALHAL
et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Em um estudo preliminar, examinamos

o fenotipo dos fagoécitos mononucleares presentes nesse exsudato e a
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susceptibilidade de cada uma dessas populacoes celulares a infeccdo com
Leishmania. Observamos que 78% expressam CD11b; 65% expressam o
antigeno F4/80, e 28% expressam CD11c. A taxa de infeccao foi mais alta
em células CD11b* que em células CD11b: CD11b* CD11c* (77%), CD11b*
CD11c (68%), em comparacao com CD11b- CD11c* (33%) e CD11b- CD11c"
(30%). Ambos os fenotipos de células macrofagicas (CD11b* e F4/80%) e
dendriticas mieldéides (CD11b* CD11c*) tiveram alta infeccao (HERMIDA,
2007).

A identificacao das populacoes celulares que apresentam sua capacidade
migratoria alterada pela infeccdo com Leishmania contribuira para um
melhor entendimento dos mecanismos relacionados a disseminacao da
Leishmania e outros patogenos intracelulares. Pode, ainda, abrir
perspectivas para a identificacao de alvos moleculares a serem utilizados na
concepcao de novas abordagens terapéuticas de doencas associadas ao

enderecamento inadequado de células fagociticas mononucleares.

Desde que essas células sejam susceptiveis a infeccao com Leishmania e
tenham sua aderéncia ao tecido conjuntivo modulada pela infeccao, a
utilizacao do modelo com as adaptacoes descritas aqui permitira a
confirmacao de hipoteses geradas em estudos in vitro sobre adesao e
migracao celular. Permitira ainda dispor de um grande numero de células, o
que possibilita a execucao de estudos para a confirmacdo dos mecanismos
envolvidos no processo de migracao de fagocitos mononucleares in vivo e até
mesmo na identificacao do fagoécito responsavel pela disseminacao do

parasito.

Além da importancia para o estudo da leishmaniose, pretendemos, com este
trabalho, contribuir para o avanco na compreensao de mecanismos de
outros patogenos intracelulares, cujo mecanismo patogénico compartilha

aspectos com a leishmaniose.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Identificar potenciais vias de transporte de Leishmania do sitio inflamatério

para o linfonodo e sua modulacao pelo parasito

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

Avaliar se ha alteracao da intensidade de migracao de populacoes de
fagocitos peritoneais inflamatorios da cavidade peritoneal para o

linfonodo drenante apoés a infeccao in vitro por Leishmania;

Comparar o fenétipo dos leucocitos atraidos para a cavidade peritoneal
e do linfonodo drenante apos os estimulos inflamatérios com

tioglicolato ou Leishmania;

Comparar a migracao de fagocitos da cavidade peritoneal ao linfonodo
drenante apds os estimulos inflamatérios com tioglicolato ou

Leishmania;

Examinar o efeito do contato com Leishmania na capacidade

migratoria in vivo de diferentes subpopulacoes de fagocitos;

Definir a cinética e potenciais vias de disseminacao do parasito
Leishmania do sitio de injecao para o linfonodo drenante, utilizando

um modelo de migracao in vivo.
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5. DESENHO EXPERIMENTAL

ESTUDO SOBRE FAGOCITOS QUE TEM O PERFIL DE MIGRACAO
ALTERADO PELA INFECCAO

L . Avaliar alteracoes no
Injecéao (i.p.) de Rastreamento de células otencial mieratério de
fagocitos infectados =——> coradas com PKH262 ou —> pote © migratort
. T - . N fagocitos inflamatérios da
por Leishmania in vitro células adotivas LY 5.1

CPS para o dLN?

FENOTIPO DOS LEUCOCITOS ATRAIDAS A CAVIDADE PERITONEAL
OU MIGRANTES PARA O LINFONODO DRENANTE

Coletar:
Salina! > .
Injecao Células do periténio Comparar o fenotipo dos
intraperitoneal Tioglicolato! —> —>leucécitos atraidos para
P Leishmania Linfonodo Drenante a CP3 e do dLN? apds os

diferentes estimulos

ESTUDO DA CINETICA E POTENCIAIS VIAS DE D.ISSEMINAQ[\O DO
PARASITO LEISHMANIA DO SITIO DE INJECAO PARA O LN3

. Fenotipar fagécitos infectados ou contendo
L. amazonensis —

. . 3
PKH26" gill"\%srcos mortos capazes de migrar da CP°® para

Injecao i.p.
L. amazonensis Identificar o perfil de disseminacdo do parasito

ou L. infantum _>por diferentes tecidos

! Dados coletados da dissertacao de mestrado (Hermida, 2007)

2 Dados sobre a caracterizacéo das células peritoneais que foram coletadas da
dissertacao de mestrado (Hermida, 2007)

3 CP- Cavidade peritoneal; dLN - Linfonodo
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6. MATERIAL E METODOS

CONSIDERACOES ETICAS:

Os experimentos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com a Lei
Brasileira Federal em Experimentacao Animal (Lei 11794) (SALDANHA
MACHADO et al., 2009) (http:/ /www.planalto.gov.br/ccivil_03
/_ato20072010 /2008/lei/111794.htm). Esse estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Uso de Animais do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz

(CPqGM)-FIOCRUZ (Ceua, licenca N. 018/2009).

ANIMAIS:

Camundongos das linhagens BALB/c, C57Bl/6, C57BL/6 SJL de seis-oitos
semanas de idade, independente do sexo, foram obtidos do biotério do
CPqGM-FIOCUZ (Salvador, Bahia). Os animais foram mantidos sob
condicoes ambientais controladas de umidade, temperatura, periodos de
claro e escuro, com racao balanceada e agua ad libitum. Foram utilizados de

trés a seis camundongos por experimento.

A migracao de células do peritonio para o linfonodo paratimico foram
avaliados com experimentos de transferéncia e rastreamento de células
adotivas, usando imunofluorescéncia e citometria de fluxo como técnicas de
analise. As mudancas morfologicas presentes no linfonodo durante a
migracao dos leucocitos foram confirmadas pela microscopia Optica

convencional.

PERITONITE INDUZIDA POR TIOGLICOLATO E PREPARACAO DE CELULAS DO
LINFONODO DRENANTE:

Camundongos das linhagens BALB/c, C537Bl/6, C57BL/6 SJL foram
injetados com 3ml da solucao estéril de tioglicolato a 3% (Sigma, EUA) ou
apenas com salina estéril. Trés a quatro dias depois do estimulo com

tioglicolato as células do exsudato peritoneal (PEC) e o linfonodo drenante
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paratimico foram coletados. A escolha do terceiro a quarto dia definidos para
o estudo da migracao de células foi definido com base nos dados da
publicacao de Bellingan e colaboradores (1996) (BELLINGAN, 1996) e nos
resultados dos experimentos de cinética realizados em nosso laboratério
(HERMIDA, 2007). As PEC foram coletadas através da lavagem da cavidade
peritoneal com Solucado Salina Tamponada de Hank modificado (HBSS;

Sigma, USA) a 4 °C, contendo 20 IU/ml heparina.

O Linfonodo paratimico foram fixados em solucdao de Bouin para analise
histologia ou criopreservados em meio para congelamento (Tissue-Teck,
Sakura, USA) e depois cortados no cirostato. Para avaliacao das células do
linfonodo para citometria de fluxo eles foram cortados em pequenos
fragmentos. Digeridos com colagenase D (0.5 mg/ml, Boehringer-Mannheim,
Alemanha) e diluido em meio RPMI 1640 suplementado com 3% de Soro
Fetal Bovino (Cultilab) e 0,1% DNase I (Roche Diagnostic, Alemanha) por 10
minutos a 37°C em agitacao continua. A suspensao de células foi filtrada
através de gaze e lavada duas vezes em PBS suplementado com 5% de SFB e
5 mM EDTA contendo 5 mg/ml DNase I. Depois do isolamento as células
foram preparadas para marcacao com anticorpos especificos ou levadas para
cultura. O numero de células coletados de cada animal foram estimados
usando a camera de Neubauer. A viabilidade das célula foi medida usando a
técnica de exclusdao por trypan blue. Todos os experimentos foram
executados com nao menos que 90% de viabilidade das células. A populacao
de células foi morfologicamente definida em laminas com citocentrifugado de
células e identificacao por anticorpo especificos através da citometria de

fluxo.

ANALISE HISTOLOGICA:

Depois da fixacdo com solucdo de Bouin os linfonodos paratimicos foram
mergulhados em parafina e emblocados. Seccoes de 4-5 um de espessura
foram cortados e corados com haematoxilina e eosina (H&E). As seccoes
foram examinadas em conjunto com o patologista (WLCS) tendo em conta os

parametros de identificacao de células descrito abaixo.
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IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS LEUCOCITOS PRESENTES NO EXSUDATO
PERITONEAL E NOS LINFONODOS DRENANTE:

A identificacao morfologica das células recrutadas na cavidade peritoneal
depois do estimulo inflamatério foi feita usando laminas preparadas com
células citocentrifugadas e coradas por método de Papanicolau. As células
do linfonodo drenante foram usadas seccoes coradas com H&E. As seguintes
caracteristicas foram usadas para identificacao das diferentes populacoes de
leucocitos: (1) Linfocitos: células com nucleos redondo contendo cromatina
condensada, nucléolos discretos, e citoplasma escasso. (2) Macrofagos:
células grandes com nucleo oval ou reniforme com cromatina frouxamente
embalado rodeado por uma borda de citoplasma eosinofilico. No grupo de
animais injetados com tioglicolato, alguns destes macrofagos continham
grandes vacuolos citoplasmaticos, presumivelmente por causa da fagocitose
de particulas de agar presentes no meio de tioglicolato (EICHNER,;
SMEATON, 1983). (3) Granulocitos: células com nucleos altamente lobulados

com cromatina densa.

CULTIVO DOS PARASITOS:

As promastigotas de L. amazonensis (cepa MHOM /Br88/Ba-125) e L. chagasi
(MHOM/BR2000/Merivaldo2) foram isoladas de camundongos da linhagem
BALB/c e cultivadas in vitro em meio de Schneider’s (Sigma, USA)
suplementado com 10% Soro Fetal Bovino (SFB; Cultilab, Brasil) a 22°C. Os
parasitos na fase estacionaria foram lavados trés vezes por centrifugacao a
1.250 x g por 10 minutos, a 4°C com HBSS e ressuspensos em RPMI

completo.

EXPERIMENTO COM TRANSFERENCIA E RASTREAMENTO DE CELULAS ADOTIVAS:

A migracao de células do peritonio para o linfonodo drenante foi confirmada
pela injecao e rastreamento de células marcadas com corante PKH26
(marcador lipofilico fluorescente vermelho Sigma, EUA). E resumo,
camundongos da linhagem BALB/c foram estimulados com tioglicolato ou L.
amazonensis intraperitonealmente (i.p.). Apos trés dias as PEC foram

coletadas e coradas in vitro com PKH26 de acordo com as descri¢coes do



51

fabricante. Subsequentemente, 1 x 107 células coradas foram injetadas i.p.
em animais recipientes. Vinte e quatro horas apés a transferéncia, as PEC e
linfonodo paratimico foram coletados (Figura 4 A). As PEC foram
citocentrifugadas em laminas ou preparadas para marcacao contra
anticorpos especificos para aquisicao no citometro de fluxo. Os linfonodos
paratimicos foram mergulhados em meio para congelamento (Sakura, EUA) e
seccoes foram cortadas em criostato e colocadas em laminas para avaliacao
na microscopia de fluorescéncia. As PEC e as seccoes dos linfonodos
paratimicos foram montadas com Vectashield contendo DAPI (Vector, EUA) e
a distribuicao das células coradas foram determinadas através do
microscopio de fluorescéncia. O parametros para identificacdo da
intensidade de fluorescéncia foram determinados através de escores
definidos entre 0+ a 4+. Onde O+ apresenta nenhuma fluorescéncia; 1+

intensidade de fluorescéncia (IMF) fraca; 2+ média IMF; 3+ e 4+ alta IMF.

Em alguns experimento as células dos linfonodos paratimicos coletados
foram dissociadas e tratadas contra anticorpos para avaliacdao na citometria
de fluxo. Outros modelos de migracao e rastreamento de células foram
realizados sempre utilizando o mesmo tratamento entre os animais. Tais
como, transferéncia de células entre animais da linhagem C57BL/6 JSL que
possuem células Ly5.1* e transferimos para animais da linhagem C57BL/6
os quais apresentam células LyS5.1- (Figura 4B); e transferéncia de células
entre animais com MHC-I diferente, ou seja, transferéncia de células de
C57BL/6 (expressao H-2Kp) para animais BALC/c (nado expressao H-2Kby).
Seguimos os mesmo procedimento descritos com as células do peritonio e

linfonodo coradas com PKH26.
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Figura 4. Desenho esquematico sobre metodologia da injecao e rastreamento de
células marcadas. PEC - células do exsudato peritoneal; PKH26 - corante fluorescente
vermelho.

ANALISE POR CITOMETRIA DE FLUXO:

As PEC e células do linfonodo paratimico foram lavadas, contadas e
ressuspendidas em tampao de FACS (PBS, contendo 2mM de azida, 5% de
SFB) por 30 minutos para bloqueio das ligacoes inespecificas. As células (1-
2x10% ceélulas/marcacao) foram incubadas com anticorpos ligados a
isotiocianato de Fluoresceina (FITC): anti-CD11b (M1/70), anti-CD3e (145-
2C11), anti-CD45R/B220 (RA3-6B2), anti-I-Ad (AMS-32.1), anti-GR-1 (RB6-
8C5) (BD-Pharmingen; San Jose, Califérnia, EUA) e anti-antigeno F4/80
(R1-2; Caltag; San Diego, California, EUA); phicoeritrina conjugates (PE):
anti-F4/80 (R1-2; Caltag, EUA), anti-H2kb (AF6-88.5) e anti-CCRS (BD-
Pharmingen; San Jose, California, EUA); e anticorpo biotinilado: anti-CD11c
(HL3), CD45.1 (A20; BD-Pharmingen; San Jose, Califérnia, USA) e anti-
CCRY7 (Y59; Abcam, EUA) seguidos por streptoavidina conjugada a Cy-5 (BD-
Pharmingen; San Jose, California, EUA). Todos os anticorpos foram
previamente titulados para determinacdo da concentracdo ideal de uso.
Todas as incubacoes com anticorpos foram feitas a 4°C por vinte minutos e

foram seguidas por trés lavagens com tampao de FACS e ressuspensas em
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(PBS) a 0,15M com pH 7,2 contendo 2mM de azida. A aquisicao foi realizada
por um citéometro de fluxo FACScan usando o programa CellQuest (Becton—
Dickinson, Canada, EUA). Para analise dos dados utilizamos FlowJo (Tree
Star Inc, California, EUA). Cinquenta mil eventos foram analisados por
amostra (PINHEIRO et al., 2006). Os parametros para definicao das
populacoes celulares foram descritos em estudos prévios (LAGASSE,;
WEISSMAN, 1996; NIBBERING; LEIJH; VAN FURTH, 1987; PULENDRAN et
al., 1999; VREMEC; SHORTMAN, 1997; WU; LI; SHORTMAN, 1996; WU et
al., 2004). Por exemplo, a expressao de CD11b e antigeno F4/80 foram
definidos como macroéfagos, populacoes de células com alta granulosidade e
a alta expressao de GR-1 foram definidas os neutrofilos, os linfocitos T foram
as células positivas para CD3 e os linfocitos B foram células positivas para

B220.

INFECCAO DE FAGOCITOS INFLAMATORIOS POR LEISHMANIA:

Os fagocitos inflamatoérios murinos foram cultivados por vinte e quatro horas
em tubos de polipropileno (nao aderentes) em RPMI completo, na presenca
ou nao de promastigotas de Leishmania na fase estacionaria a 37°C e 5% de
CO2. A infeccao foi feita na proporcao de 10 parasitos:1 fagocito. Os
parasitos foram ressuspensos na concentracdo de 2x107/ml e incubados
com as células na concentracao de 2x10°/ml, por um periodo de dezoito a
vinte e quatro horas. Depois da incubacao as células foram lavadas e re-
injetadas em animais recipientes ou foram tratadas com anticorpos para

aquisicao na citometria de fluxo.

CINETICA DE DISSEMINACAO DE LEISHMANIA DO SITIO INFLAMATORIO PARA O
LINFONODO DRENANTE:

Camundongos da linhagem BALB/c foram injetados intraperitonealmente
com 1 x 108 promastigotas de L. amazonensis ou L. chagasi em fase
estacionaria de crescimento em cultura. Nos periodos de 30 min, uma, duas,
quatro, seis ou 24 horas os animais serao sacrificados, a cavidade peritoneal
foi lavada para coleta das células e os linfonodos paratimicos foram

coletados. As células da cavidade peritoneal e as dos linfonodos paratimicos
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foram cultivadas para isolamento do parasito. Em resumo: as células
peritoneais e do linfonodo drenante de camundongos injetados com
Leishmania foram isoladas e cultivadas in vitro em meio Schneider’s (Sigma,
EUA) suplementado com 20% Soro Fetal Bovino (SFB; Cultilab, Brasil) a
24°C (PARANHOS-SILVA et al., 2003) em placa de 24 pocos. As células de
cada animal foram diluidas em série na concentracao inicial de 1:5. As
placas foram analisadas diariamente durante 10 dias para identificacao do
ponto inicial de surgimento do parasito entre as células peritoneais ou do
linfonodo drenante. Trés animais foram injetados com Leishmania e trés
injetados com salina em todos os tempos examinados e os experimento

foram repetidos pelo menos em trés diferentes oportunidades.

EXPRESSAO E ANALISE DOS RESULTADOS:

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

Software GraphPad (San Diego, Califéornia, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1 PADRONIZACAO DO MODELO DE MIGRACAO DE CELULAS DO PERITONIO

PARA O LINFONODO DRENANTE

Inicialmente, estabelecemos as condicoes experimentais para a utilizacdao do
modelo de migracao celular descrito por Bellingan e colaboradores
(BELLINGAN et al., 1996). Dessa forma, pretendemos entender se a
desadesao de fagocitos infectado ao tecido conjuntivo, observada nos
experimentos in vitro descrito pelo nosso grupo (CARVALHAL et al.,, 2004,
PINHEIRO et al., 2006), representa permanéncia ou migracao do fagocito
infectado para o linfonodo drenante. Inicialmente, definimos a curva dose
resposta entre o numero e a migracao de células para o linfonodo

paratimico.

7.1.1 DEFINICAO CURVA DOSE-RESPOSTA DA MIGRAGCAO DE FAGOCITOS PERITONEAIS

INFLAMATORIOS AO LINFONODO DRENANTE

Fagocitos inflamatorios corados com PKH26 foram injetados na
cavidade peritoneal de camundongos, em diferentes concentracoes e,
apos 24 horas, os linfonodos para-timicos foram cortados no criostato
e observados no microscopio de fluorescéncia para identificacao de
células migrantes. Foram estimadas a proporcao de linfonodos
contendo células migrantes e a intensidade de migracao celular com
base na intensidade de fluorescéncia vermelha observada nos

linfonodos.

Apods a injecao de 1 x 105 células na cavidade peritoneal nao foram

observadas células migrantes nos linfonodos paratimicos. Foram
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utilizados trés animais por experimento com uma média de cinco
linfonodos coletados de cada animal. A injecao de 5 x 10° células na
cavidade peritoneal resultou na observacao de células migrantes em
23 = 7% dos linfonodos dos animais injetados em trés experimentos
com oito animais cada. A injecao de 1 x 106 células na cavidade
peritoneal resultou na observacao de células migrantes em 43 += 8%
dos linfonodos dos animais injetados trés experimentos com quatro
animais cada. A injecao com 2 x 10° células resultou na observacao de
45 = 15% células migrantes dos linfonodos dos animais injetados em
trés experimentos com uma média de trés animais em cada. Os
linfonodos dos animais que foram injetados com 5 x 10® resultou em
60 + 9% de células migrantes nos trés experimentos com trés animais
em cada. A injecao de 9 x 10° células na cavidade peritoneal resultou
na observacao de células migrantes em 67 + 0% dos linfonodos dos
animais injetados em um experimento com um animal. No grupo de
animais que foram injetados 1 x 107 células na cavidade peritoneal, 70
* 15% dos linfonodos dos animais injetados apresentaram células
migrantes nos trés experimentos com uma meédia de dois animais cada
(Figura 5).
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Figura 5. Percentual dos linfonodos contendo células migrantes do peritonio
24h apés a injecao de diferentes concentracoes de células na cavidade
peritoneal. Fagocitos inflamatérios corados com PKH26 foram injetados na cavidade
peritoneal de camundongos, em diferentes concentracdes. Apdés 24 horas os
linfonodos paratimicos foram cortados no criostato e examinados no microscopio de
fluorescéncia, para identificacdo de células migrantes. O grafico representa a média
percentual dos linfonodos que apresentaram células migrantes entre os trés
experimentos.
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Quanto a intensidade de fluorescéncia, como um parametro indicativo
do numero de células migrantes, foram feitas as seguintes
observacgoes: no grupo de animais que que foram injetados com 1 x 107
de células coradas com PKH26 na cavidade peritoneal, resultou em
uma migracao de ceélulas para o linfonodo com intensidade de
fluorescéncia de 3+ e 4+. Essa intensidade diminuiu de acordo com a
reducao do numero de células injetadas. A injecao de 5 x 10° células
na cavidade peritoneal, resultou na observacao de uma intensidade de
fluorescéncia meédia (2+) e fraca (1+) dos linfonodos dos animais
injetados. Nos animais injetados com 2 x 10% e 1 x 10° células na
cavidade peritoneal, os linfonodos apresentaram uma intensidade de
fluorescéncia fraca de 1+, ou nenhuma fluorescéncia (0+). Apos a
injecao de 5 x 105 células na cavidade peritoneal ndo foi observada

intensidade de fluorescéncia na maioria dos linfonodos (Figura 6).
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Figura 6. Intensidade fluorescéncia relativa ao ntimero de fagécitos PKH26*
presentes no linfonodo paratimico 24 h apés a injecao na cavidade peritoneal.
Fagocitos mononucleares inflamatérios corados com PKH26 foram injetados na
cavidade peritoneal de camundongos, em diferentes concentracoes. Apdés 24 horas os
linfonodos paratimicos foram cortados no criostato e examinados no microscopio de
fluorescéncia, para identificacdo da intensidade de fluorescéncia. (A) Grafico de
dispersdo com uma curva de tendéncia que relaciona o ntimero de células injetadas
no periténio com a média da intensidade de fluorescéncia observada nos linfonodos
24h ap6s a injecao das células na cavidade peritoneal. FLUO= média dos escores da
intensidade de fluorescéncia. (B) Imagens representativas de linfonodos paratimicos
coletados de animais que tiveram diferentes concentracdes de células injetadas na
cavidade peritoneal, os quais definiram o escore de intensidade de fluorescéncia: (1+)
fraca, (2+) média, (3+) alta, (4+) muito alta.

Para confirmar esses dados, observamos as laminas dos linfonodos
paratimicos corados com H&E do experimento anterior. Avaliamos o
numero de fagocitos vacuolizados presente nesses linfonodos. Apos a
injecao de 1 x 107 células na cavidade peritoneal, observou-se o maior
numero de células vacuolizadas no linfonodo se comparado ao

linfonodos dos animais que foram injetadas concentracées menores de
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células corados com PKH26 (r=1,000 e p=0,0167; teste de Spearman)
(Figura 7).
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Figura 7. Relacao entre o nuimero de fagocitos injetadas no peritonio e o
nimero de fagoécitos vacuolizadas presentes no linfonodo drenante. Fagodcitos
mononucleares inflamatérios corados com PKH26 foram injetados na cavidade
peritoneal de camundongos, em diferentes concentracoes. Apos 24 horas os
linfonodos paratimicos foram cortados no criostato e examinados no microscopio
otico, para identificacdo de células vacuolizadas.

7.1.2 EFEITO DA INFECCAO POR L. AMAZONENSIS NA MIGRACAO DOS FAGOCITOS DO

SITIO INFLAMATORIO PARA O LINFONODO DRENANTE IN VIVO

Animais que foram injetados com células nao infectadas na cavidade
peritoneal, apresentaram o percentual de células PKH26* de 67 £ 7%
entre as PEC e 4 £ 2% entre as células dos linfonodos drenante. Nos
animais que foram injetados com células incubadas com L.
amazonensis na cavidade peritoneal, a proporcao de células PKH26" foi
59 £ 5% entre as PEC e 4 = 1% entre as células dos linfonodos

drenante (Figura 8).
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Figura 8. Percentual de fagécitos PKH26* presentes na cavidade peritoneal e no
linfonodo drenante 24h apés a sua injecao. Fagocitos coletados de animais
estimulados com tioglicolato por quatro dias foram coletados e infectados por L.
amazonensis ou incubados apenas com meio por 18 horas. Apés, foram corados com
PKH26" e injetados na cavidade peritoneal. Os fagécitos peritoneais e do linfonodo
PKH26* foram comparados entre os grupos infectados e nao infectados. (A) Dot plot
representativo de trés experimentos. (B) Grafico comparativo do ntimero de células
PKH26* presentes na cavidade peritoneal e linfonodo entre os dois grupos avaliados,
os pontos referem-se a cada experimento.

As células injetadas migrantes se localizavam principalmente no seio
capsular no linfonodo e com pequenos agregados de células na regiao
medular (Figura 9 A-B). Contudo, a frequéncia de linfonodos contendo
células migrantes foi maior nos animais injetados com células pre-
incubadas com L. amazonensis (Figura 9 B) (90 £ 5%) do que nos
animais injetados com células nao infectadas (Figura 9 B) (65 £ 26%).
Tal diferenca foi estatisticamente significante em somente um dos

cinco experimentos (Figura 9 C).
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Figura 9. Ensaio de transferéncia de células coradas com fluorocromo vermelho
comparando migracao entre células infectadas ou nao por L. amazonensis. (A)
linfonodo representativo do grupo de animais que receberam células nao infectadas,
(B) linfonodo representativo do grupo de animais que receberam células infectadas e
(C) comparacao do percentual de linfonodos que apresentaram migracado de células
da cavidade peritoneal entre o grupo de animais que receberam células infectadas
(INF) ou néo (CONT) por L. amazonensis.

7.1.3 FENOTIPAGEM DOS FAGOCITOS INFECTADOS IN VITRO CAPAZES DE MIGRAR DO

SITIO INFLAMATORIO PARA O LINFONODO DRENANTE

Normalmente apds o estimulo inflamatério por tioglicolato ha uma
atracao meédia de 2 x 107 célula para a cavidade peritoneal. Nos
experimentos de transferéncia adotiva nos injetamos 1 x 107 célula
corada por PKH26 na cavidade peritoneal. Com base nisso, a
proporcao de células PKH26* esperada nos animais vinte e quatro
horas apods sua injecao deveria ser entre 20-30% do total de ceélulas
peritoneais. Contudo, esse numero excedeu o esperado apresentando
valores entre 50-70% de células PKH26* (Figura 8). Dessa maneira,
nos suspeitamos que um fenomeno tal como trogocitosi (GERTNER-
DARDENNE et al., 2007) ou a fagocitose de células mortas coradas
pelas células do animal receptor pudesse estar interferindo no

resultado. Para evitar esse tipo de interferéncia, nos avaliamos a



62

migracao de células adotivas Ly5.1* em animais recipientes Ly5.1-.
Vinte e quatro horas apos a injecao de células Ly 5.1* incubadas
somente com meio na cavidade peritoneal, as células adotivas
representavam 11 %= 2% dos leucocitos presentes na cavidade
peritoneal e 1.12 + 0.39% das células migrantes presentes no
linfonodo drenante. Entre os fagocitos Ly 5.1* presentes na cavidade
peritoneal, 61 + 25% eram neutrofilos (SSChi GR-1%), 55 = 10% eram
macrofagos (CD11b* F4/80%) e 45 £ 25% eram células dendriticas
mieloéides (CD11lc* CD11b*). Entre as células migrantes (Ly 5.17)
presentes no linfonodo drenante, 73 * 15% eram neutrofilos (SSChi
GR-1%), 57 + 5% eram macrofagos (CD11b* F4/80*) e 72 £ 4% eram
células dendriticas mieldides (CD11c* CD11b*) (Figura 10).

Vinte e quatro horas apoés a injecao de células Ly 5.1* incubadas com
L. amazonensis, as células adotivas representavam 11 * 1% dos
leucécitos presentes na cavidade peritoneal e 1.15 = 0.64% das células
migrantes presentes no linfonodo drenante. Entre as células Ly 5.1*
presentes na cavidade peritoneal, 39 + 24% eram neutrofilos (SSCHh
GR-17), 45 £ 10% eram macrofagos (CD11b* F4/80*) e 55 £ 2% eram
células dendriticas mieldides (CD11lc* CD11b*). Entre as células
migrantes (Ly 5.1*) presentes no linfonodo drenante, 27 £+ 15% eram
neutrofilos (SSChi GR-1%), 43 + 5% eram macrofagos (CD11b* F4/80%) e
28 £ 4% eram células dendriticas mieldides (CD11c* CD11b*) (Figura
10).
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Figura 10. Analise fenotipica das células Ly 5.1* capazes de migrar da cavidade
peritoneal para o linfonodo drenante in vivo apés infeccdao por L. amazonensis.
Camundongo C57BL/6 Ly 5.1* foram estimulados com tioglicolato e, apds trés dias,
as células da cavidade peritoneal foram coletadas e incubadas na auséncia ou
presenca de L. amazonensis por 24 horas. As células foram entdo injetadas (i.p) em
animais C57BL/6 Ly5.1- e, depois de 24 horas, as células da cavidade peritoneal e
dos linfonodos drenante foram coletados e os fagécitos migrantes foram
caracterizados. Os principais fagocitos foram definidos pela expressdo dos
marcadores indicados. Os dot plots sao representativos de dois experimentos
diferentes. Os graficos agrupam os dados relativos dos trés experimentos
independentes com cinco animais por grupo.

Utilizamos outro modelo de rastreamento celular com transferéncia de
células entre animais com MHC diferentes e observamos resultados
similares. Células de camundongos C57BL/6 (H-2Kb*) nao infectadas
ou infectadas foram injetadas no peritonio de camundongos BALB/c
(H-2Kb-)  previamente estimulados com  tioglicolato. = Nesses
experimentos 24 h apods a injecao de células nao infectadas, as células
adotivas representavam 13 + 4% das células presente no peritonio dos
animais receptores. Entre essas células, 3 £ 1% eram neutrofilos
(SSChi GR-1%), 78 = 16% eram macrofagos (CD11b* F4/80%) e 42 £ 9%
eram células dendriticas mieloides (CD11c* CD11b*). No linfonodo

desses animais, 1.12 + 0.39% das células foram H-2Kb*. Entre essas
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células migrantes, 23 * 3% eram macrofagos (CD11b* F4/80%), 34 £
9% eram células dendriticas mieloides (CD11c* CD11b%*), e 4 £ 1%
eram neutroéfilos (SSChi GR-1%) (Figura 11).

No grupo de animais injetados com células infectadas por L.
amazonensis, a proporcao de células H-2Kb* no peritonio eram de 11 £
7%. Entre essas células, 2 £ 1% eram neutrofilos (SSChi GR-1%), 66 *
22% eram macrofagos (CD11b* F4/80*) e 42 £ 8% eram células
dendriticas mieldides (CD11c* CD11b*). No linfonodo, a proporcao das
células migrantes H-2Kb* eram 1.15 £ 0.64%. Entre essas células, 4 £
2% eram neutroéfilos (SSCh GR-1%), 19 + 6% eram macrofagos (CD11b*
F4/80%) e 18 £ 4% eram células dendriticas mieloéides (CD1l1c*

CD11b*) (Figura 11).
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Figura 11. Analise fenotipica in vivo dos fagécitos infectados ou nao por L.
amazonensis transferidos entre camundongos com MHC diferentes. Fagocitos
inflamatérios coletados de camundongos C57BL/6 (H-2Kb*) foram injetados i.p. em
camundongos BALB/c (H-2Kb-) previamente estimulados com tioglicolato. Apés 24 h
as PEC e o LN drenante foram coletados e somente as células H-2Kb- foram
analisadas. As principais populacdes de fagocitos foram definidas com base na
expressdo dos marcadores de superficie celular indicados. Os dot plots sao
representativos de quatro experimentos indenpendentes. Os graficos agrupam todos
os experimentos representados por cada ponto. Cada experimento foi utilizado cinco
animais por grupo. Teste estatistico t student ndo pareado (* P<0,095).
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7.2 ALTERACOES NAS SUBPOPULACOES DE CELULAS PERITONIAIS E DO

LINFONODO DRENANTE APOS A INJECAO COM DIFERENTES ESTIMULOS

Em experimentos anteriores do nosso grupo, a inducao do estimulo
inflamatorio foi através da injecao de tioglicolato na cavidade peritoneal.
Com o intuito de caracterizar as populacoes de células peritoneais e do
linfonodo drenante no contexto de outro estimulo inflamatorio injetamos L.
amazonensis. Dessa forma, pretendemos entender como diferentes estimulos

inflamatorios alteram as populacgoes celulares nos diferentes 6rgaos.

7.2.1 CARACTERIZACAO DAS CELULAS PERITONIAIS APOS INJECAO DE SALINA,

TIOGLICOLATO OU LEISHMANIA

O numero de células peritoneais obtidas nos animais injetados com
salina foi entre 1-2 x 10° células. Entre essas células, os linfocitos T
(CD3*) eram 4 * 1% das células positivas e os linfocitos B (B220%)
constituiam 35 * 21%. As populacoes de células fagociticas eram
constituidas por 3 + 1% de neutrofilos (SSCh GR-1*), 33 £ 12% de
macrofagos (CD11b* F4/80%) e 9 £ 1% de células dendriticas (CD11c*
MHC-II*) (Figura 12 A-B). Dentre as células dendriticas presentes no
peritonio, 6 £ 0.4% eram mieldides (CD11c* CD11b*) e 3 + 0.2% delas
eram células dendriticas maduras (CD11c* MHC-IIM) (Figura 13).

Os animais submetidos a um estimulo inflamatorio crénico nao
infeccioso, com tioglicolato, apresentaram, em meédia, 2 x 107 células
na cavidade peritoneal. Os linfocitos T (CD3*) eram 4 £ 2% e os
linfoécitos B (B220*) eram 18 * 10% de células positivas. As populacoes
de células fagociticas eram constituidas por 2 +* 1% de neutrofilos
(SSChi GR-17), 61 £ 21% de macrofagos (CD11b*F4/80%) e 34 £ 1% de
células dendriticas (CD11c+ MHC-II+) (Figura 12 A-B). Dessas células

dendriticas, 24 + 9% eram células dendriticas mieloides (CD11c*
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CD11b*) e 7 £ 1% delas eram células dendriticas maduras (CD11c*

MHC-IIM) (Figura 13).

As subpopulacoes peritoneais coletadas quatro dia apods a injecao de L.
amazonensis eram constituidas por 28 + 1% de linfécitos T (CD3*) e 35
t 15% de linfocitos B (B220*). As populacoes de células fagociticas
eram constituidas por 1 £ 0% de neutroéfilos (SSCh GR-1%), 78 £ 7% de
macrofagos (CD11b* F4/80%) e 28 = 14% de células dendriticas
(CD11c+ MHC-II+) (Figura 12 A-B). Entre as células dendriticas
presentes no peritonio, 43 = 17% eram células dendriticas mieléides
(CD11c* CD11b*) e 10 = 4% delas eram células dendriticas maduras

(CD11c* MHC-IIM) (Figura 13).
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Figura 12. Caracterizacao dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal
quarto dias apds a injecao de salina, tioglicolato e Leishmania. (A) Dot plots
representativo de trés experimentos nos quais as células peritoneais foram coletadas
e analisadas apés a injecdo de diferentes estimulos. A definicdo das populacdes
celulares foi baseada na expressdo dos marcadores indicados. (B) Representacao
grafica das subpopulacoes celulares presentes na cavidade peritoneal apés a injecao
de salina, tioglicolato ou L. amazonensis; médias de trés experimentos independentes
com cinco animais em cada grupo. * p < 0.05; *** p < 0.0001 (LT- linfécito T; LB-
linfocito B; PNM- polimorfonuclear; M¢- macréfago; DC- célula dendritica).
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Figura 13. Caracterizacao das células dendriticas presentes na cavidade
peritoneal quatro dias apés a injecao de salina, tioglicolato e Leishmania. (A)
Dot plots representativo da maturacao (CD11c* MHCIIM) e definicdo de subtipo
mieloide (CD1lct CD11b*) das células dendriticas no periténio apés diferentes
estimulos. (B) Representacdo grafica das células dendriticas presentes na cavidade
peritoneal apos a injecao de salina, tioglicolato ou L. amazonensis. Dado extraido de
dois a trés experimentos independentes com cinco animais em cada grupo.

7.2.2 AVALIACAO DAS QUIMIOCINAS ENVOLVIDAS NA MIGRACAO DE CELULAS
PERITONEIAS APOS ADMINISTRACAO DE DIFERENTES ESTIMULOS

INFLAMATORIOS

Para avaliar a potencial resposta migratoria das células presentes no
exsudato peritoneal para o linfonodo, analisamos a expressao das
quimiocinas CCRS e CCR7. Nos animais que foram injetados com
salina, 46% das células eram positivas para o CCRS, e 53% das

células eram positivas para o CCR7. Nos animais estimulados com
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tioglicolato 25% das células eram positivas para o CCRS5, e 32% foram
positivas para o CCR7. A infeccao por L. amazonensis 29% das células
eram positivas para o CCRS5, e 36% das células eram positivas para o
CCRY7 (Figura 14 A).

Além disso, avaliamos a média de intensidade de fluorescéncia (MFI)
desses receptores sob os fagocitos coletados da cavidade peritoneal
induzidos por diferentes estimulos. Nos animais que foram injetados
com salina 36% das células tinham MFI para o CCRS5, e 95% das
células apresentavam MFI para o CCR7. Nos animais estimulados com
tioglicolato 25% das células tiveram MFI para o CCRS, e 32%
expressavam MFI para o CCR7. A infeccao por L. amazonensis 29% das
células apresentavam MFI para CCRS, e 36% das células expressavam

MFI para o CCR7 (Figura 14 B).
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Figura 14. Alteracao na expressao de receptores de quimiocinas nas células do
exsudato peritoneal apos injecao de salina, tioglicolato ou L. amazonensis. As
células peritoneais foram coletadas quatro dias apés a injecao de salina, tioglicolato
ou Leishmania. O ntmero de células positivas (A) e a média de intensidade de
fluorescéncia (B) para os receptores de quimiocinas CCRS e CCR7 foram avaliados
utilizando anticorpos especificos para citometria de fluxo. Os dados apresentados
correspondem a um experimento utilizando cinco animais por grupo.
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7.2.3 CARACTERIZACAO DAS CELULAS PRESENTES NO LINFONODO DRENANTE APOS

INJECAO DE SALINA, TIOGLICOLATO OU LEISHMANIA

Para examinar as alteragcoes produzidas na distribuicao das
populacoes celulares no linfonodo drenante frente aos estimulos
inflamatorios com tioglicolato ou Leishmania, caracterizamos as
populacoes celulares presentes no linfonodo drenante apos quatro dias
do estimulo inflamatorio. Nos animais que foram injetados com salina,
constituiam de 73% de linfocitos T (CD3*) e 22% de linfocitos B
(B220%). As populacoes de células fagociticas eram constituidas por
menos de 1% de neutrofilos (SSCh GR-1*) e de macrofagos (CD11b*
F4/80%) e 2% de células dendriticas (CD11c* MHC-II*) (Figura 15 A-B).
Dentre as células dendriticas encontradas no linfonodo drenante, 1%
eram células dendriticas mieloides (CD11c* CD11b*) e 1% delas eram

células dendriticas maduras (CD11c* MHC-IIM) (Figura 16).

Os animais estimulados com tioglicolato eram constituidos com 60 *
2% de linfocitos T (CD3*) e 32 * 5% de linfécitos B (B220*). As
populacoes de células fagociticas eram constituidas por menos que 1%
de neutrofilos (SSCh GR-17), 3 = 2% de macrofagos (CD11b* F4/80%) e
6 £ 3% de células dendriticas (CD11c* MHC-II*) (Figura 15 A-B).
Dentre as células dendriticas 3 +* 1% eram células dendriticas
mieloides (CD11c* CD11b") e 4 + 2% delas estavam maduras (CD11c*
MHC-IIM) (Figura 16).

Os animais que foram estimulados por L. amazonensis demonstraram,
apos o quarto dia, que 62 + 20% eram linfocitos T (CD3*) e 39 £ 13%
eram linfocitos B (B220*). A populacao de células fagociticas era
constituida por menos que 1% de neutroéfilos (SSCh GR-1%), 4 £ 2% de
macrofagos (CD11b* F4/80%) e 10 = 8% de células dendriticas (CD11c*
MHC-II*) (Figura 15 A-B). O numero de células dendriticas mieldides
era 3 £ 1% e 10 £ 6% das células dendriticas estavam maduras

(CD11c* MHC-IIM) (Figura 16).
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Figura 15. Caracterizacao das populacoes leucocitarias presentes no linfonodo
drenante quatro dias apos estimulos com tioglicolato ou Leishmania. (A) Dot
plots representativo de trés experimentos nos quais os linfonodos foram coletados e
analisados apos a injecao de diferentes estimulos. A definicdo das populacoes
celulares foi baseada na expressdo dos marcadores indicados. (B) Representacao
grafica das subpopulacoes celulares presentes na cavidade peritoneal apés a injecéo
de salina, tioglicolato ou L. amazonensis; médias de trés experimentos independentes
com cinco animais em cada grupo (LT- linfécito T; LB-linfécito B; PNM-
polimorfonuclear; M- macréfago; DC- célula dendriticas).



72

Salina Tioglicolato Leishmania

2%

CD11c

MHC-I1

B 14

12 [] Salina
o I Tioglicolato
S 10 Il Leishmania
8
@ 8
=
S
=] 6
€
@
2 4
)
o

2

0

DC mieldide DC madura

Figura 16. Caracterizacao das células dendriticas presentes no linfonodo
drenante quarto dias apds a injecao de salina, tioglicolato ou Leishmania. (A)
Dot plots representativo da distribuicdo das células dendriticas maduras (CD11lc*
MHCIIM) e do subtipo mieléide (CD11lc* CD11b*) no linfonodo drenante apdés os
estimulos com salina, tioglicolato ou L. amazonensis; (B) Representacao grafica das
células dendriticas presentes no linfonodo drenante apés a injecdo de diferentes
estimulos. Os dados apresentados correspondem a dois experimentos utilizando
cinco animais por grupo.
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7.3 CARACTERIZACAO DOS FAGOCITOS CAPAZES DE MIGRAR PARA O
LINFONODO DRENANTE APOS UM ESTIMULO INFLAMATORIO CRONICO

INFECCIOSO

7.3.1 DEFINICAO DA CURVA DOSE RESPOSTA NA MIGRACAO DE L. AMAZONENSIS DO

PERITONIO AO LINFONODO DRENANTE

Diferentes concentracoes de L. amazonensis coradas com PKH26 foram
injetadas na cavidade peritoneal de camundongos e, apos 24 horas,
retiramos os linfonodos paratimicos desses animais, que foram
cortados no criostato e observados no microscopio de fluorescéncia

para analise das células fluorescentes migrantes.

Apods a injecdo de 1 x 105e 1 x 10° parasitos PKH26* na cavidade
peritoneal, nao foi observada nenhuma fluorescéncia nos linfonodos
paratimicos. Foram utilizados dois animais em um Unico experimento
com cinco linfonodos coletados dos dois animais. A injecao de 1 x 107
parasitas PKH26* na cavidade peritoneal resultou na observacao de
células fluorescentes migrantes em 25 + 0% dos linfonodos dos
animais infectados em um experimento com dois animais. A injecao de
5 x 107 até 1 x 10° de L. amazonensis PKH26* na cavidade peritoneal a
migracao de células infectadas ou contendo parasitos mortos foram
observados em todos os linfonodos. Na injecao de 5 x 107 parasitos na
cavidade peritoneal foram utilizados dois animais com uma meédia de
quatro linfonodos coletados em cada. Na injecao com 1 x 108 parasitas
na cavidade peritoneal foram utilizados dois animais por experimento
com uma meédia de quatro linfonodos coletados de cada animal. A
injecao de 5 x 108 parasitas corados na cavidade peritoneal, os
linfonodos foram coletados de dois animais com uma meédia de trés

linfonodos em cada. Finalmente, na injecao de 1 x 10° L. amazonensis
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corados, foram utilizados dois animais com uma média de cinco

animais em cada (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual dos linfonodos paratimicos que apresentaram migracao de
células infectadas ou contendo parasitos mortos apds injecao de L.
amazonensis PKH26* na cavidade peritoneal.

N° de L. amazonensis injetada na cavidade peritoneal

1x105 1x106 1x107 5x107 1x108 5x108 1x109

N° total de

linfonodos 5 5 8 ? o ! H
Percentual

linfonodos com

migracéo de 0 0 25 100 100 100 100

células contendo
Leishmania (%)

Os linfonodos drenantes também foram analisados quanto a sua
intensidade de fluorescéncia, na tentativa de qualificar a migracao de
células infectadas ou contendo parasitos mortos. Para isso,
classificamos as diferentes quantidades de fluorescéncia em cruzes.
Nos animais injetados com 1 x 10° e 1 x 10° L. amazonensis na
cavidade peritoneal, nao foi observada intensidade de fluorescéncia
nos linfonodos paratimicos. A injecao com 1 x 107 L. amazonensis na
cavidade peritoneal, resultou na observacao de linfonodos com
intensidade meédia (2+) a fraca (1+). Na injecao de 5 x 107 e 1 x108
parasitos corados na cavidade peritoneal, resultou em uma
intensidade de fluorescéncia de 3+ restrita a regiao subcortical nos
linfonodo dos animais infectados. Apds a injecao de 5 x 108 e 1 x 109 L.
amazonensis PKH26* na cavidade peritoneal, observou-se uma
intensidade de fluorescéncia de 4+ em todos os linfonodos analisados

(Figura 17).
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Figura 17. Intensidade fluorescéncia no linfonodo paratimico relativa ao
namero de L. amazonensis PKH26* apds 24h de injetados na cavidade
peritoneal. (A) Grafico de dispersdo com uma curva de tendéncia que relaciona o
numero de parasitos PKH26" injetadas na cavidade peritoneal com a intensidade de
fluorescéncia observada mnos linfonodos 24h apés a injecdo. (B) Imagens
representativas de linfonodos paratimicos coletados de animais que tiveram
diferentes concentracoes de células injetadas no peritonio. FLUO= média dos escores
da intensidade de fluorescéncia.

7.3.2 CARACTERIZACAO DOS FAGOCITOS INFECTADOS CAPAZES DE MIGRAR PARA O

LINFONODO DRENATE APOS UM ESTiMULO INFLAMATORIO INFECCIOSO

Com base nos experimentos anteriores, definimos que a injecao de 1 x
108 L. amazonensis no peritbnio permitiu uma visualizacdao da
migracao de células infectadas ou contendo moléculas dos parasitos. A
partir disso, utilizamos como referéncia esses valores nos
experimentos subsequentes. Para identificar os fagocitos infectados
capazes de migrar do sitio inflamatério para o linfonodo drenante,
infectamos (i.p.) animais Ly 5.1* com L. amazonensis PKH26" e, apos

trés dias, coletamos as células peritoneais e injetamos em animais Ly
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5.1-; apds 24 horas caracterizamos a populacao de fagoécitos Ly 5.1%
capazes de migrar para o linfonodo paratimico. Além disso,
identificamos as populacoes migrantes (Ly 5.1%) em animais que nao
foram infectados, mas sofreram estimulo inflamatoério via injecao de

tioglicolato.

Dentre os fagocitos transferidos, que foram coletados apods estimulo
inflamatorio por tioglicolato, 54 = 20% permaneceram na cavidade
peritoneal: 71 = 17% foram macrofagos (CD11b* F4/80%), 57 £ 13%
foram células dendriticas mieldides (CD11c* CD11b*) e 14 + 5% foram
neutrofilos (SSChi GR-1%). Entre os fagocitos migrantes (Ly 5.1%),
encontrados no linfonodo drenante, 58 * 14% foram macrofagos
(CD11b* F4/80*), 30 += 2% foram células dendriticas mieloides
(CD11lc* CD11b*) e 3 £ 0.2% foram neutrofilos (SSCh GR-1%) (Figura
18 e 20).
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Figura 18. Caracterizacao dos fagocitos capazes de migrar do sitio inflamatoério
para o linfonodo drenante em condicées de inflamacao cronica. Animais Ly 5.1+
foram estimulados com tioglicolato e apés trés dias as células peritoneais foram
coletadas e transferidas para um animal receptor Ly 5.1-. Apés 24 horas as células
transferidas (Ly 5.1*) encontradas no periténio (A) e no linfonodo drenante (B) foram
caracterizadas de acordo com os marcadores de superficie predeterminados.
Macroéfagos - F4/80+* CD11b*, Células dendriticas mieléides - CD11lc* CD11b* e
neutroéfilos - SSChi GR-1*. Dados extraidos de um experimento representativo.
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Os fagocitos transferidos que permaneceram no peritonio
representaram 58 = 10% e 49 £ 16% estavam infectados ou continham
moléculas de L. amazonensis (PKH26%). Entre os fagocitos peritoneais
49 £ 15% eram macrofagos (CD11b* F4/80%), 26 £ 13% eram células
dendriticas mieldides (CD11lc+ CD11b+) e 3 £ 1% eram neutrofilos
(SSChi GR-17) (Figura 20). Dessas células a presenca de parasito ou
suas moléculas foram observadas em 69 * 17% na populacdo de
macrofagos (CD11b* F4/80*), 48 += 10% das células dendriticas
mieloides (CD1lc+ CD11b+) e 4 £ 1% dos neutréfilos (SSChi GR-17)
(Figura 19).

Entre os fagocitos migrantes (Ly5.1*) 17 £ 8% eram macrofagos
(CD11b* F4/80%), 8 £+ 1% eram células dendriticas mieléides (CD11c+
CD11b+) e 2 £ 1% eram neutroéfilos (SSCh GR-1%) (Figura 20). Entre os
fagocitos infectados migrantes (LyS.1%), 4 £ 1% eram neutrofilos (SSCHh
GR-1%), 21 * 4% eram macrofagos (CD11b* F4/80*) e 15 £ 5% eram
células dendriticas mieldides (CD11c* CD11b*) (Figura 19).
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Figura 19. Caracterizacao dos fagocitos infectados capazes de migrar para o
linfonodo drenante. Animais Ly 5.1* foram infectados por L. amazonensis corada
com PKH26 e apoés trés dias as células peritoneais foram coletadas e transferidas
para um animal receptor Ly 5.1-. Apos 24 horas as células transferidas (Ly 5.1%)
encontradas no peritonio (A) e no linfonodo drenante (B) foram caracterizadas de
acordo com os marcadores de superficie predeterminados. Macréfagos F4/80+
CD11b*, Células dendriticas mieldéides CD11c* CD11b* e Neutrofilos SSChi GR-1+.
Dados extraidos de um experimento representativo.
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Se compararmos os tipos celulares que permaneceram no peritonio
apos o estimulo por tioglicolato ou pela infeccao por L. amazonensis
observamos uma reducao significante no numero de neutrofilos e
células dendriticas sofreram estimulo inflamatério do parasito. Entre
os fagocitos migrantes para o linfonodo observou-se um reducao
significante de macrofagos e células dendriticas dos animais que

sofreram estimulo do parasito.
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Figura 20. Caracterizacao dos fagocitos recrutados através de diferentes
estimulos inflamatérios capazes de migrar para o linfonodo drenante. Animais
Ly 5.1+ foram estimulados i.p. com tioglicolato ou com a infeccdo por L. amazonensis
corada com PKH26 e apés trés dias as células peritoneais foram coletadas e
transferidas para um animal receptor Ly 5.1-. Apés 24 horas as células transferidas
(Ly 5.1%*) encontradas no peritonio (A) e no linfonodo drenante (B) foram
caracterizadas de acordo com os marcadores de superficie predeterminados.
Macrofagos F4/80* CD11b*, Células dendriticas mieléides CD11lc* CD11b* e
Neutroéfilos SSChi GR-1+. Teste estatistico t student nao pareado (* P<0,05; ** P<0,01).

CINETICA DE DISSEMINACAO DE L. AMAZONENSIS DO SiTIO INFLAMATORIO

PARA O LINFONODO DRENANTE IN VIVO

Para avaliar a cinética de disseminacdo do parasito de um sitio
inflamatorio para o linfonodo drenante, camundongos da linhagem
BALB/c foram infectados (i.p.) com 1 x 108 promastigotas de L.
amazonensis na fase estacionaria de crescimento em cultura. Apés
uma, duas, quatro, seis, 12 ou 24 horas da infeccao, os animais foram
eutanasiados e as células peritoneais e os linfonodos paratimicos

foram coletadas e cultivadas, em meio de crescimento de Leishmania
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por dez dias, para avaliacao do tempo necessario até a observacao de

parasitos nas culturas.

Nos animais com uma hora de infeccao, parasitos foram identificados
na cultura desde o primeiro dia de cultivo das células peritoneais. Nos
animais com duas horas de infeccao, parasitos foram identificados em
cultura apenas no quarto dia de cultivo. Nos animais com 12 ou 24 h
de infeccdo nao foram observadas culturas das células da cavidade
peritoneal positivas para Leishmania, mesmo apoés 10 dias de

observacao (Figura 21).

Nos animais com uma hora de infeccao, parasitas foram identificados
na cultura a partir do segundo dia de cultivo das células do linfonodo.
Nos animais com duas horas de infeccao, parasitas foram identificados
em cultura apenas no quinto dia de cultivo. Houve diminuicao do
numero de culturas positivas na medida em que aumenta o tempo de
infeccao até seis horas. Nos animais com 12 ou 24 h de infeccao nao
foram observadas culturas das células do linfonodo positivas para

Leishmania, mesmo apos 10 dias de observacao (Figura 21).



82

100

==pPEC

80 =N

60

40

20

Pogos com cultura positiva (%)

0 - -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo de infecgdo com L. amazonensis (horas)

B

EA
1 ——
S 24
O~ [ | |
3_9 f | !
N 20209 =
o
8.5 ]
8 J
1 PEC
T I T I 1
0 2 4 6 8 10

Tempo transcorrido até a detecc¢ao de
parasito nas culturas (dias)

Figura 21. Identificacao do parasita em culturas de PEC e de células do
linfonodo coletados de camundongos da linhagem BALB/c apés uma, duas,
quatro, seis, doze ou vinte quatro horas da infeccao por L. amazonensis.
Camundongos da linhagem BALB/c foram infectados ip. por L. amazonensis e apos
um, dois, quatro, seis, doze e vinte e quatro horas as PEC e o linfonodo foram
coletados e cultivados. (A) O numero de pocos com parasitas entre os dois 6rgaos e
(B) o tempo necessario para aparecimento do parasito nas culturas foram
comparados em cada periodo pés infeccao.

Em virtude da deteccao precoce do parasito nas culturas, testamos
periodos inferiores ao de uma hora, como 15 minutos e 30 minutos.

Como esperado, o lavado peritoneal apresentou parasitos logo no
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primeiro dia de cultura (Figura 22): 93% dos pocos contendo material
colhido dos animais apoés 15 minutos e 100% dos pocos contendo
material colhido dos animais apos 30 minutos de infeccao exibiram
parasitos (Tabela 2). O cultivo das células do linfonodo drenante dos
animais infectados por 15 e 30 minutos apresentou parasitos apos
dois dias de cultivo (Figura 22). O numero de pocos positivos foi de
96% com 15 minutos de infeccao, e 83% com 30 minutos de infeccao
(Tabela 2). Resultados semelhantes foram obtidos na infeccao por L.

infantum (dado nao adicionado).
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Figura 22. Tempo transcorrido até positividade das culturas das células
peritoneais e do linfonodo de camundongos da linhagem BALB/c que ficaram
infectados por L. amazonensis por 15 ou 30 minutos. Camundongos da linhagem
BALB/c foram infectados i.p. por L. amazonensis e, apos 15 ou 30 minutos, as PEC e
o LN drenate foram coletados e cultivados. O periodo necessario até o aparecimento
do parasito nas cultura de células dos animais com 15 (A) ou 30 (B) minutos pos
infeccao foram comparados entre as PEC e as células do linfonodo.
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Outros orgaos, como o timo e pulmao, também foram removidos e
cultivados apos 15, 30 minutos e uma hora da infeccao por L.
amazonensis na cavidade peritoneal. A cultura de tecido do timo se
tornou positiva no sexto dias de cultivo apés 15 minutos da infeccao
(Figura 23) contendo apenas 4% dos pocos avaliados com cultura
positiva (Tabela 2). Trinta minutos e uma hora precisaram de cinco
dias de cultivo até positividade da cultura (Figura 23) e apresentaram
25% e 58% dos pocos com cultura positiva, respectivamente (Tabela
2). O cultivo do tecido pulmonar foi positivo no quarto dia de cultivo
apos 30 minutos da infeccao na cavidade peritoneal (Figura 23), em
apenas 8% dos pocos apresentaram cultura positiva (Tabela 2). Uma
hora apods a infeccao, parasitas foram visualizados apdés o quinto dia
de cultivo (Figura 23) e 56% dos pocos eram positivos (Tabela 2). Esses
orgaos foram incluidos na tentativa de descartar a possibilidade do

transito de parasito por via transcavitaria.

Além disso, em um ensaio subsequente, realizamos a inoculacdo L.
amazonensis e coletamos o baco apdés 15 minutos e uma hora. A
cultura 15 minutos apods a infeccao na cavidade peritoneal se tornou
positiva apenas no quinto dia de cultivo (Figura 23) e 78% dos pocos
avaliados das células cultivadas foram positivos (Tabela 2). Uma hora
apos a infeccao na cavidade peritoneal a cultura foi positiva no sexto
dia de -cultivo (Figura 23) os quais 70% dos pocos avaliados

apresentaram cultura positiva (Tabela 2).
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Figura 23. Tempo transcorrido até positividade das culturas de células
coletadas do timo, pulmiao e baco colhidos de camundongos infectados por L.
amazonensis apés 15, 30 minutos ou uma hora. Camundongos da linhagem
BALB/c foram infectados ip. por L. amazonensis e ap6s 15, 30 minutos ou uma hora
os diferentes tecidos foram coletados e as suas células cultivadas. O periodo
necessario até o aparecimento do parasito nas culturas de células dos animais com

15 (A), 30 (B) minutos ou uma (C) hora pés infeccao foram comparados entre as
células dos diferentes tecidos.
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Tabela 2. Numero de pocos com culturas positivas para L. amazonensis nos
diferentes 6rgaos de acordo com o tempo de inoculacao do parasito.

Tempo de Numero de pocos positivos (%)
infeccao Orgao
(hora) PEC Linfonodo Timo Pulmao Baco
0,25 134/144 138/ 144 1/24 0/216 56,72
(93%) (96%) (4%) (0%) (78%)
0,5 48/48 40/48 6/24 2/24 )
(100%) (83%) (25%) (8%)
1 184/192 182/192 14/24 122/216 50/72
(96%) (95%) (58%) (56%) (70%)

7.3.4 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E TAXA DE INFECCAO DAS CELULAS
PERITONEIAS E DO LINFONODO DRENANTE APOS A INFECCAO POR L.

AMAZONENSIS

Apoés a infeccao por L. amazonensis, coletamos as células peritoneais e
realizamos wuma citocentrifugacdo na lamina para avaliar as
caracteristicas das células presente no exsudato peritoneal estimulado
pela infeccao. Com 15 minutos de infeccao, ha uma predominancia de
células macrofagicas, sendo que a taxa de infeccao era de 53 + 18%
com grande numero de parasitos ainda na forma promastigota, a
maioria das vezes preso a superficie das células (Figura 24). Apos 30
minutos e wuma hora da infeccdao, ainda encontramos uma
predominancia de células macrofagicas, porém a taxa de infeccao foi
mais elevada com 62 + 33% apos 30 minutos e 60 = 7% apos uma
hora. Os parasitos nao internalizados apresentaram uma morfologia
mais arredondada e a maioria estava presa a membrana da célula em
ambos os tempos (Figura 24). A partir de quatro horas apos infeccao, a
maioria das células apresentava baixa taxa de infeccao, nos quais 24 *
10% dos fagocitos estavam infectados com 4 £ 1% de parasito por
fagocito (Figura 24). A presenca de neutrofilos foi predominante, nos
quais 16 * 4% estavam infectados, dos macrofagos 24 + 5% estavam

infectados. Nos pontos subsequentes de seis e 12 horas, foram
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encontradas poucas células infectadas nao permitindo a avaliacao dos

mesmos.
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Figura 24. Caracterizacao morfologica e taxa de infeccao dos fagécitos da
cavidade peritoneal durante a cinética de disseminacao do parasito L.
amazonensis. Camundongos da linhagem BALB/c foram infectados ip. por L.
amazonensis, e apos 15, 30 minutos ou uma e quatro horas, as PEC foram coletados
e as suas células foram citocentrifugadas. (A) Taxa de infeccao dos fagocitos apés a
injecdo de L. amazonensis na cavidade peritoneal; (B) taxa de Leishmania por
fagécito. No grafico cada ponto representa um animal o qual foram contados pelo
menos 1.000 células e a curva representa a linha de tendéncia.

Interessante notar que, quando avaliamos as laminas das células
extraidas do linfonodo drenante, encontramos poucos fagocitos
mononucleares infectados (Figura 25 A-C). Contudo, havia parasitos
fora das células na sua forma promastigota, nos pontos iniciais até

uma hora apés a infeccao (Figura 25 B-C).
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Figura 25. Identificacao de fagdcitos infectados e parasitos entre as células do
linfonodo drenante. Camundongos da linhagem BALB/c foram infectados i.p. por L.
amazonensis e apos 15, 30 minutos ou uma e quatro horas as células do linfonodo
foram citocentrifugadas. (A) Fagocito infectado; (B) Parasitos identificados entre as

células do linfonodo; (C) Imunofluorescéncia contra antigeno de Leishmania entre as
células do linfonodo drenante.
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8. DISCUSSAO

Em estudos prévios do nosso grupo, noés mostramos que a infeccao por
Leishmania altera a adesao de diferentes fagocitos mononucleares ao tecido
conjuntivo inflamado (CARVALHAL et al., 2004) e a componentes da matriz
conjuntiva, tal como fibronectina (PINHEIRO et al., 2006), por um
mecanismo dependente da regulacao da afinidade de integrinas. Além disso
a expressao de receptores de quimiocinas, relacionados com a migracao
celular, também estao alterados nos fagocitos infectados (PINHEIRO et al.,
2006; SATO et al.,, 2000). Nao entendemos ao certo o significado da
desadesao desses fagocitos apos a infeccao no processo de disseminacao do
parasito no hospedeiro. Devido a isso, baseamo-nos em um modelo de
migracao de leucocitos, descrito por Bellingan e colaboradores (BELLINGAN
et al., 1996), para comparar a migracao in vivo de fagocitos nao infectados
ou infectados por L. amazonensis de um ambiente com inflamacado créonica
preexistente para o linfonodo drenante. Além disso, foi possivel identificar os
tipo de fagocitos inflamatorios responsaveis pela disseminacao dos parasitos

ou moléculas de parasito morto.

A definicao da curva de dose-resposta, o qual relacionamos o numero de
células injetadas na cavidade peritoneal, a percentagem de linfonodos
drenantes contendo células migrantes e a quantidade de células migrantes,
estimada através da intensidade de fluorescéncia observada nos linfonodos
para-timicos foi crucial para iniciar os ensaios de rastreamento de célula.
Estes dados foram confirmados através do exame da relacao entre o numero
de ceélulas injetadas na cavidade peritoneal e a quantidade de células
vacuolizadas presentes nos linfonodos. Sabe-se que fagocitos mononucleares
sao capazes de migrar da cavidade peritoneal para linfonodos drenante
(HERMIDA, 2007; MOLL et al., 1993; RANDOLPH; OCHANDO; PARTIDA-
SANCHEZ, 2008). No entanto, nao ha estudos na literatura que demonstrem

a relacao entre o numero de células injetadas no peritonio e a presenca de
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células migrantes ou intensidade de migracao celular para os linfonodos

para-timicos.

Neste estudo, foi demonstrado que a presenca de células migrantes no
linfonodo para-timico depende do numero de células injetadas na cavidade
peritoneal. Foi observado, por exemplo, que a injecdo de 1 x 105 células nao
permite a identificacao de células migrantes no linfonodo. A migracao de
células é identificada a partir da injecao de 5 x 10° células e ascende até a
injecao de 5 x 106 células, mantendo-se num platé do numero de linfonodos
contendo células migrantes até a injecdo de 1 x 107 células. E interessante
notar que este platd € atingido com wuma proporcao de linfonodos
apresentando células migrantes de 67% e que ha uma importante variacao
entre experimentos, que tende a reduzir-se com a injecao de maiores

quantidades de células.

Uma das possiveis explicacoes para que o platd se estabeleca na faixa de
67% dos linfonodos com migracao € que nem todos os linfonodos da cadeia
para-timica sejam atingidos por cé€lulas migrantes apos 24 horas de injecao.
Alguns desses linfonodos podem estar dispostos em sequéncia, e aqueles
mais proximais (mais distantes do sitio inflamatoério), s6 receberiam as
células apos estas terem passado por linfonodos mais distais (mais proximos

do sitio inflamatoério).

Outro dado interessante € que, apesar de a percentagem de linfonodos com
migracao celular ser semelhante entre os grupos 5 x 109 e 1 x 107, a
intensidade da migracao (medida pela intensidade de fluorescéncia e pela
contagem de células vacuolizadas no linfonodo) no grupo que recebeu 1 x
107 células foi maior em comparacao a do grupo que recebeu 5 x 106 células.
Portanto, a quantidade de células migrantes continua aumentando com o
crescente numero de células injetadas, confirmando a possibilidade de que
as populacoes de células migrantes sejam restritas e, alternativamente, de

que mecanismos indutores ou facilitadores da migracao celular sejam
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intensificados com a injecao de um numero maior de células na cavidade

peritoneal.

Uma proporcao similar de células inflamatorias do exsudato peritoneal
cultivadas apenas com meio ou com L. amazonensis migra do sitio
inflamatério para o linfonodo drenante. Como mostramos acima, o estimulo
inflamatorio com tioglicolato induz um exsudato que contém uma variedade
de leucocitos em diferentes estagios de desenvolvimento, incluindo linfocitos,
neutrofilos, macrofagos e células dendriticas. A maioria dessas células
aparentemente sofre alteracao na sua capacidade migratoria apos o cultivo
com L. amazonensis. Contudo, as células dendriticas mieloides (CD11c*
CD11b*) consistentemente apresentam uma reducado mais intensa no
percentual de células migrantes apos a incubacao com o parasito. De acordo
com esses achados, Jebbari e colaboradores (2002) e Leon e colaboradores
(2007) também mostraram a permanéncia de células dendriticas infectadas
no sitio inflamatério (JEBBARI et al.,, 2002; LEON; LOPEZ-BRAVO;
ARDAVIN, 2007).

Diferentes subtipos de células dendriticas tém sido consideradas capazes de
transportar o antigeno e patogenos do sitio de infeccao para o linfonodo
drenante. Por exemplo, Steigerwald e Moll mostraram que a infeccao de
células dendriticas por L. major danifica a habilidade migratoria em resposta
a uma variedade de quimiocinas, exceto CCL21 (STEIGERWALD; MOLL,
2005) Contudo, Ato e colaboradores encontram que a migracao de células
dendriticas no tecido linfoide esplénico em animais infectados por L.
donovani foi interrompida em animais deficientes da expressao de receptores
de CCL21, CCR7 (ATO et al., 2006). Células dendriticas derivadas de
monocitos retidas na pele também expressam menos CCR7 do que as células
dendriticas ndo infectadas capazes de migrar para o linfonodo (LEON;
LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007). De fato, a infeccdo por Leishmania

interfere na diferenciacdo e expressdo de citocinas (ATO et al., 2006; LEON;
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LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007; STEIGERWALD; MOLL, 2005).
Consequentemente, a infeccao ou a captura de antigenos podem também
afetar diferencialmente o padrao de migracao das células dendriticas
dependendo do subtipo ou estagio de diferenciacao desses fagocitos.

Comparativamente, estudos sao necessarios para confirmar essas hipoteses.

Os mecanismos associados com o desenvolvimento de lesdes na pele na
leishmaniose cutanea localizada nao sao completamente entendidos.
Evidéncias sugerem que essas ulceras sao desenvolvidas no sitio de
inoculacdo do parasito. A hipersensibilidade celular tipo IV pode estar
envolvida; contudo, em um consideravel nimero de pacientes, essa reacao
nao € detectado pelo teste cutaneo de leishmanina durante o curso da
ulcera. Recentemente, a subpopulacdao de células dendriticas tem sido
envolvida na manutencao do estado inflamatorio nos orgaos periféricos
evidenciado em diferentes doencas (YEN; KONG; GANEA, 2010). Devido a
isso, as principais funcoes das células dendriticas migrantes e nao
migrantes envolvidas no desenvolvimento de ulceras merecem um estudo
mais aprofundado. Em desacordo com os trabalhos que demonstraram que a
capacidade migratoria da populacao de células mieldides se limita a células
dendriticas, nos observamos que os neutrofilos e macrofagos migram de
forma consistente do sitio inflamatoério para os linfonodos drenantes e que
eles tém o potencial para transportar Leishmania ou moléculas do parasito.
Esta observacao € agora apoiada por muitos outros estudos recentes
(GHOSN et al., 2010; JEBBARI et al., 2002; LEON; LOPEZ-BRAVO;
ARDAVIN, 2007; MURAILLE et al., 2003).

Independente do tipo de fagocito capaz de disseminar o parasito, com esses
dados observamos que provavelmente a desadesao observada nos estudo in
vitro do nosso grupo (CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006) esta
relacionada com a permanéncia dessas células no sitio inflamatoério. Além

disso, a falta de adesao desses fagocitos ao tecido conjuntivo inflamado é
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modulada pela taxa de parasito na célula e tais mudancas estao
relacionadas com a infeccdo e nao apenas a fagocitose de parasitos mortos
(PINHEIRO et al., 2006). Dessa forma podemos sugerir que os fagocitos nao
migrantes, ou seja que permaneceram na cavidade peritoneal estao
altamente infectados e que de alguma forma néo sao capazes de migrar para

o linfonodo drenante para induzir uma resposta contra o parasito.

Baseamo-nos em estudos prévios do nosso grupo, os quais mostram que a
peritonite induzida pelo tioglicolato estéril reproduz os aspectos gerais da
inflamacao cronica, com o pico inicial de neutroéfilos seguido por um
aumento no numero e a predominancia de fagoécitos mononucleares e, mais
tardiamente, alterna o predominio para linfocitos, apés o sétimo dia de
inflamacao. O processo na migracao de fagocitos mononucleares do sitio de
inflamacao para o linfonodo drenante nesse modelo é continuo, tornando-se
evidente apos oito horas da injecao com tioglicolato. O quarto dia € o pico
maximo de migracao dos fagocitos para o linfonodo e permanece elevado se

comparado ao controle, até o centésimo dia de observacao (HERMIDA, 2007).

Nossos dados mostram uma diversidade de populacoes de leucéocitos, como
neutrofilos, linfocitos, um grande numero de macrofagos e células
dendriticas. A maioria das células dendriticas (CD11c*) eram imaturas
expressando MHC-II'*. Esses achados concordam parcialmente com dados
publicado por Cook e colaboradores (2003), os quais nao identificaram
células CDI11c* residentes na cavidade peritoneal ou recrutadas pelo
estimulo com tioglicolato (COOK; BRAINE; HAMILTON, 2003). Contudo,
Ghosn e colaboradores (2010), em um trabalho mais recente, demonstraram
células dendriticas na cavidade peritoneal de camundongos. Essas células
eram menores do que os macrofagos peritoneais e expressavam CD11b mas

nao antigeno F4/80 (GHOSN et al., 2010).
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Saindo do contexto da inflamacao induzida por tioglicolato, mostramos que
apos a infeccao por L. amazonensis na cavidade peritoneal ha um intenso
infiltrado de macrofagos (CD11b* F4/80%) apds o quarto dia dos estimulos.
Além disso, observou-se um significante aumento no percentual de linfécitos
T (CD3*) quando comparado com a injecao de tioglicolato ou o controle (com
a injecao de salina). Provavelmente, o quarto dia apdés o estimulo por L.
amazonensis seja um ponto um pouco tardio na resposta ao patogeno
quando comparado com o estimulo por tioglicolato. A populacao de células
dendriticas (CD11c* MHC-IIM) esta elevada significantemente em ambos os
estimulos inflamatoérios se comparado ao controle. Contudo, ha um maior
numero de células dendriticas mieldides (CD11lc* CD11b*) na cavidade
peritoneal apdos o estimulo com L. amazonensis. Um grande numero de
artigos tem sugerido que precursores de células dendriticas sao atraidos a
area de inflamacao e orgaos linfoides durante a infeccao, sendo capazes de
se transformar em novas células dendriticas (MARTIN et al., 2002; SERBINA
et al., 2003). Como mondocitos, células que podem se diferenciar em células
dendriticas sob condicoes inflamatorias nao infecciosas ou infecciosas como
ja foi demonstrado na infeccao por Leishmania in vivo pelo grupo de Leon.
Além disso, essas células dendriticas tém capacidade de migrar para o
linfonodo drenante em tempos mais tardios com alta capacidade de produzir
IL-12 e estimular células T especificas contra Leishmania (LEON; LOPEZ-

BRAVO; ARDAVIN, 2007).

O mecanismo de adesao e migracao celular inclui a regulacao e expressao de
quimiocinas e receptores de quimiocinas. Em trabalhos anteriores,
observamos que a expressao de RNA de quimiocinas relacionadas com a
migracao celular, como CCRS e CCR4, esta reduzida em fagodcitos
inflamatorios peritoneais, induzidos por tioglicolato, e infectados por L.
amazonensis (PINHEIRO et al., 2006). Aqui, demonstramos que ambos os
estimulos tendem reduzir o numero de células positivas para os receptores
de quimiocinas como CCRS5 e CCR7 se comparado ao controle. Contudo, a

intensidade media de fluorescéncia para o receptor de quimiocina CCRS
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permanece igual apos os diferentes estimulos. Isso sugere que mesmo que
tenha um grande numero de células na cavidade peritoneal apos a injecao
de salina, essas células apresentam a mesma média de intensidade de
fluorescéncia apos o estimulos com tioglicolato ou Leishmania. As mudancas
que ocorrem na célula residente para célula migrante € controlada pela
perda da expressao de receptores de quimiocinas inflamatérias, como CCRS5,
e aquisicao de receptores para quimiocinas linfoides, como a CCR7
(SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1999). Steigerwald e colaboradores
demonstraram que a expressao de CCRS esta diminuida e CCR7 elevada
apos a infeccao por L. magjor (STEIGERWALD; MOLL, 2005). Contudo, essa
modulacao da expressao de quimiocinas deve ser dependente da espécie do
parasito, visto que, na infeccao por L. donovani, a expressao de CCR7 esta

diminuida (ATO et al., 2006).

Para aprofundar os conhecimentos sobre como ocorre a disseminacao de
parasitos de Leishmania vivos ou moléculas parasitarias do sitio de infeccao
para o linfonodo drenante seguimos o mesmo modelo experimental de
rastreamento de células coradas com PKH26 descrito por Bellingan e
colaboradores (1996) (BELLINGAN et al., 1996). Neste etapa, coramos os
parasitos com PKH26 e injetamos diretamente no peritonio de camundongos.
Inicialmente, definimos o numero ideal da injecao parasitos necessaria para
o rastreamento de fagocitos infectados ou contendo moléculas do parasito no
linfonodo drenante. Foi demonstrado que o aumento do numero de
linfonodos contendo fagocitos infectados ou moléculas do parasito depende
do numero de parasitos injetados. Foi observado que a injecao de 1 x 106
nao permite a identificacao de células migrantes no linfonodo, a qual é
iniciada a partir de 1 x 107 de parasito injetados ascendendo até 5 x 107,
mantendo-se em um platd do numero de linfonodos contendo células

migrantes até 1 x 109.

Os macrofagos (CD11b* F4/80%) e as células dendriticas mieldides (CD11b*
CD11c") atraidas ao exsudato peritoneal apos a injecao de L. amazonensis se

mostraram susceptiveis a infeccao do parasito, ambas com alta expressao de
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CD11b. Esses dados confirmam observacoes feitas por Muraille e
colaboradores, os quais mostram que células CD11b* foram as células
frequentemente mais infectadas na area da lesao (MURAILLE et al., 2003).
Leon e colaboradores mostraram que os macrofagos (CD11b* CDll1c) e
células dendriticas derivadas de monoécitos (CD11b* CD11c*) tem alta taxa
parasitaria entre os leucocitos encontrados no infiltrado dermal apés a

infeccao por Leishmania in vivo (LEON; LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007).

Apenas uma pequena fracdao das células capazes de migrar do sitio de
infeccao para o linfonodo drenante estava infectada ou continham particulas
do parasito. Dentre essas células, os macrofagos e as células dendriticas
eram as mais infectadas. Interessante notar que a migracao dessas células
infectadas ou contendo moléculas do parasita pode ser observada logo vinte
e quatro horas apoés a infeccao. Esses dados estdao de acordo com os dados
apresentados por lezzi e colaboradores (2006), os quais mostraram que as
células dendriticas migrantes da pele sdao encontradas no linfonodo até trés
dias apos infeccao na pele. Essas células nao se mostraram eficientes na
apresentacao de antigeno de Leishmania as células T presentes no linfonodo.
Contudo, a apresentacao de antigenos do parasita € iniciada vinte e quatro
horas apdés a infeccao e € mediada por células dendriticas residentes do
linfonodo (IEZZI et al., 2006). Isso se da pelo fato de que a migracao de
células derivadas da pele para o linfonodo drenante requer pelo menos 14
horas, enquanto que proteinas soluveis drenam para o linfonodo dentro de

duas horas apos a injecao subcutanea (ITANO et al., 2003).

Em contradicao, o trabalho de Baldwin e colaboradores (2004) demonstrou
que, apesar deles observarem parasitos no linfonodo drenante poucas horas
apos a infeccao na pele, esses parasitas nao foram encontrados no interior
de células dendriticas no linfonodo até trés semanas apos a infeccao.
Contudo, os macrofagos infectados foram capazes de migrar em tempos mais
curtos (BALDWIN et al., 2004). Esses macrofagos podem estar relacionados
com a disseminacdao mais intensa do parasito do que a das células

dendriticas que, como mostramos, aparentemente, podem permanecer
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retidas no sitio inflamatério por um periodo mais prolongado do que os

macrofagos.

Na tentativa de entender como ocorre o carreamento do parasito através da
rede linfatica até o linfonodo drenante, experimentos de cinética de
disseminacao foram realizados. Para nossa surpresa, como demonstrado
nesse trabalho, parasitos viaveis de Leishmania sao encontrados no
linfonodo drenante logo 15 minutos apos a infeccao na cavidade peritoneal.
Além disto, a disseminacao do linfonodo para a corrente sanguinea
provavelmente ocorre dentro das primeiras horas apos infeccao. Esse efeito
nao esta relacionado com a espécie do parasito, visto que obtivemos
resultados semelhantes entre L. amazonensis e L. chagasi. Esses dados
sugerem que provavelmente a resposta contra o parasito ocorra mais cedo do
que o esperado, e que essa resposta se da diretamente no linfonodo
drenante. Além disso, a ideia de que € necessario um fagocito para carrear o
parasito até o linfonodo e, a partir dai, iniciar a resposta imune contra o
parasito nao parece ser sustentavel. Contudo, mais estudos necessitam ser
realizados para confirmacao dessa disseminacao precoce dos parasitos de

forma efetiva.

Em resumo, caracterizamos as populacoes celulares presentes na cavidade
peritoneal e do linfonodo drenante apods estimulos inflamatérios induzidos
por tioglicolato ou pela infeccao direta de Leishmania intraperitoneal.
Seguindo o modelo de rastreamento celular descrito por Bellingan e
colaboradores (1996), padronizamos o numero de fagocitos ou parasitos
ideais ao estudo da disseminacdo e carreamento de parasito ou suas
moléculas do sitio de inoculacdao para o linfonodo drenante. Com isso,
pudemos caracterizar os fagocitos capazes de carrear o parasito para o
linfonodo drenante vinte e quatro horas apds sua injecao na cavidade
peritoneal. Sugerindo que o macrofago seja a célula principal para essa
disseminacao inicial, visto que as células dendriticas que tiveram contato
com o parasito apresentam uma reducdo na sua migracao se comparada

com as células incubadas apenas com meio de cultura. Contudo, parasitos
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viaveis foram visualizados em culturas de células do linfonodo tao cedo
quanto quinze minutos apds sua injecao na cavidade peritoneal. Nesse
estudo, mostramos que, mesmo que nao ocorra uma intensa migracao de
células dendriticas para o linfonodo drenante, parasitos de Leishmania e
seus antigenos podem drenar até o linfonodo independente de células. Esse
sistema € interessante porque vislumbramos perspectivas para o estudo de
mecanismos de moléculas de integrinas envolvidos na disseminacao do
fagocito infectado ou contendo antigeno do parasito ou até mesmo do

parasito através das redes linfaticas.
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9. CONCLUSAO

1) Ha uma reducao na proporcao de fagdocitos migrantes da cavidade
peritoneal para o linfonodo drenante apenas apoés contato com o

parasito Leishmania [nossos achados e os descritos por Jebbari e colaboradores (2002)

e Leon e colaboradores (2007) demonstram que células dendriticas permanecem retidas no
sitio de infecgdo ndo sendo assim a célula responsdvel pela disseminagcdo nos tempos iniciais

apos a infecgdol;

2) Os estimulos inflamatorios induzidos por tioglicolato ou pela injecao
de L. amazonensis resultam no recrutamento de diferentes populacoes

celulares para os sitios inflamatorios [nossos dados da fenotipagem celular das

células peritoneais demonstram um aumento no nuimero de macrofagos e células dendriticas
observadas nesses compartimentos, contudo hd uma diferenca na atracdo de linfécitos apés a

infecgcdo por Leishmania que ndo foi observada na injegcdo de tioglicolato];

3) Nao ha alteracoes significativas nas populacoes de células presentes
no linfonodo drenante apdos os estimulos inflamatorios induzido por

tioglicolato ou Leishmania [nossos dados da caracterizacdo de células presentes no

linfonodo apés diferentes estimulos ndo apresentou diferencas significantes provavelmente
devido a ter sido uma analise geral da populacdo e que alteragées mais importantes devem

ocorrer se caracterizada apenas as populagées migrantes do sitio inflamatériof;

4) Apenas uma pequena fracao de macrofagos e células dendriticas
mieldides infectadas ou contendo moléculas do parasito migram para o
linfonodo drenante 24 horas apos a injecao de parasitos na cavidade

peritoneal jnossos achados e os descrito por lezzi e colaboradores (2006) e dados parciais
de Baldwin e colaboradores 2004 demonstraram que células dendriticas infectadas migram do
sitio de inoculagdo do parasito para o linfonodo drenante até trés dias apdés a infecgdo.
Contudo, antes disso macréfagos infectados séGo encontrados no linfonodo drenante, sugerindo

serem as células disseminadoras do parasito na fase inicial da infecgdol;
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5) Leishmania sao carreadas da cavidade peritoneal para o linfonodo
drenante em um periodo menor ou igual a 15 minutos e atingem a
corrente sanguinea na primeira hora apds a injecao na cavidade

peritoneal [nossos achados necessitam de uma maior aprofundamento, contudo os dados

de lezzi e colaboradores (2006) e dados parciais de Baldwin e colaboradores 2004
demonstraram que ha uma drenagem do parasito ou de antigenos do parasito para o linfonodo
drenante independente do carreamento pelas células. Além disso, Itano e colaboradores (2003)
demonstrou que proteinas soluveis drenam da pele para o linfonodo dentro de duas horas
apos injecdo subcutdnea, e que células necessitam de 14 horas para migrar da pele para o
linfonodo, sugerindo que antes da interferéncia celular na disseminagdo do parasito, a
drenagem do mesmo pode iniciar uma resposta imune diretamente no linfonodo, além de serem
capazes de se disseminar para outros tecidos via corrente sanguinea se estabelecendo em

diferentes 6rgaos].
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10. PERSPECTIVAS

1) Identificar os tipos de fagocitos migrantes contendo parasitos viaveis
no linfonodo drenante vinte e quatro horas apés sua injecao na

cavidade peritoneal [através do rastreamento de fagécitos Ly 5.1* em animais Ly 5.1-
infectados por Leishmania com fluorescéncia vermelha, a qual perde a fluorescéncia quando o
parasito esta morto. Identificaremos os fagécitos por meio de citometria de fluxo e confirmagdo

com microscopia confocall;

2) Confirmacao da disseminacao do parasito independente de fagocitos,

nos tempos iniciais apos a infeccao jatravés da injecdo de Leishmania metaciclica e
utilizacdo do modelo cutdneo com identificacdo de parasitos fluorescentes através de
microscopia 6tica, citometria de fluxo e cultivo de células do linfonodo para visualizagdo do

crescimento de parasitos vidveis];

3) Identificacao de mecanismos moleculares envolvidos na retencao de

células dendriticas infectadas na cavidade peritoneal [através da avaliacdo de
alteracées na afinidade de moléculas de integrinas nas células dendriticas incubadas com
Leishmania retidas na cavidade peritoneal, por meio de anticorpos que identificam se a
molécula estdo em um estado de baixa ou alta afinidade. As moléculas de integrinas eram

avaliadas através da técnica de citometria de fluxo];

4) Redacao de trés artigos cientificos para publicacao em revista de

indexacao internacional jno primeiro ird correlacionar o tamanho e a granulosidade das
populagées celulares do exsudato peritoneal inflamatério com as caracteristicas morfolégicas e
fenotipicas entre essas células. O Segundo artigo abrange sobre as alteragées nos fagocitos
inflamatérios induzidos pela infecgdo in vitro por L. amazonensis. O terceiro artigo descreve a
cinética de disseminacdo do parasite Leishmania do sitio inflamatério para o linfonodo
drenante e outros 6rgaos. Durante o periodo de um ano do doutorado sanduiche, realizado na
Universidade de York na Inglaterra em conjunto com o grupo de Prof. Paul Kaye, nos
produzimos um artigo que foi submetido a publicacdo em revista de indexacdo internacional
(Cell Host & Microbe). O objetivo principal desse trabalho era examinar como macréfagos
residentes do figado (células de Kupffer) respondem a infeccdo do parasita L. donovani no seu

microambiente local in vivo, na presenca de inflamacdo (Anexo 1).]
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