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Resumo

Legionella pneumophila ¢ um bacilo gram-negativo capaz de invadir e de se
multiplicar em células eucariotas, incluindo monoécitos humanos e células epiteliais.

Legionella pneumophila tem a capacidade de manipular os processos celulares
sendo este, um dos mecanismos chave que a bactéria utiliza para proliferar dentro do
hospedeiro.

A infecdo por Legionella pode apresentar-se sob duas formas clinicamente
distintas, a Doen¢a dos Legionarios, causando uma pneumonia grave e¢ a Febre de
Pontiac, uma infe¢do bronquica autolimitada.

As fases do ciclo de vida da bactéria e os fatores que promovem a sua replicagdo
dentro da célula fagocitica e a sua transmissdo para um novo hospedeiro tém sido
objecto de numerosos estudos utilizando diferentes espécies de amibas e linhas
continuas, no entanto, em células monociticas primarias sdo poucos os estudos
realizados.

O principal objectivo deste trabalho foi estudar o processo de replicagdo da
Legionella pneumophila em linhas primérias de monocitos (obtidos partir de sangue
periférico doado voluntariamente) e em macrofagos (obtidos por diferenciacdo de
culturas primdrias de monocitos humanos).

Para se obter uma cultura primaria € necessario obter uma grande quantidade de
células polimorfonucleares de sangue periférico, sendo que cada isolamento ¢
influenciado pela idade e sexo do dador. Apods a infecdo das linhas primérias de
mondcitos € macrofagos com Legionella pneumophila, verificou-se alteragdes na
morfologia das células infetadas. Esta observacdo foi numa primeira fase corroborada
pela quantificacdo das bactérias as 24h, isto ¢, a comparacdo dos valores obtidos no
plaqueamento do sobrenadante e do lisado da monocamada apontavam para existéncia
de fagocitose. No entanto, ao comparar o crescimento da bactéria as 24h e 48h depois

da infegdo, verifica-se que ndo existiu multiplicag¢do intracelular.




Abstract

Legionella pneumophila is a gram-negative bacillus that can invade and multiply
in eukaryotic cells, including human monocytes and epithelial cells.

Legionella pneumophila has the ability to manipulate cellular processes, with
this being one of the key mechanisms that the bacteria utilizes to proliferate within the
host.

Infection by Legionella may present itself clinically in two different ways,
Legionnaires' disease, causing severe pneumonia and Pontiac fever, or by a self-limiting
bronchial infection.

The phases of the bacterial life cycle and the factors that promote replication
within the phagocytic cell and its transmission to a new host have been the subject of
numerous studies using different species of amoebae and continuous lines, however,
there are few studies on primary monocytic.

The main objective of this work was to study the process of replication of
Legionella pneumophila in primary monocyte lines (obtained from peripheral blood
donated voluntarily) and macrophages (obtained by differentiation of primary cultures
of human monocytes).

To obtain a primary culture it is required to obtain a large amount of peripheral
blood polymorphonuclear cells, with each isolation being influenced by the age and
gender of the donor. After the infection of primary monocytes and macrophage lines
with Legionella pneumophila, changes were observed in the morphology of infected
cells.

This observation was initially confirmed by the quantification of bacteria at 24h,
that is, the comparison of the values obtained in the plating of the supernatant the lysate
from the monolayer pointed to phagocytosis. However, comparing the growth of
bacteria at 24h and 48h after infection, it appears that there was no intracellular

multiplication.
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Infecdo de culturas primarias de monocitos humanos A.Antao

1. Introducao

1.1. Enquadramento historico

A importancia das bactérias do género Legionella foi reconhecida apos ter ocorrido
um surto de uma doenga respiratoria grave, em Julho de 1976. Este surto afectou 182
das 4400 pessoas que assistiam a 58* conven¢do da Legido Americana, no Hotel
Bellevue Stratford, em Filadélfia. Em 147 dos casos foi necessaria hospitalizacao,
tendo-se registado 29 obitos.

Apesar da intensa investigacao laboratorial, a origem do surto ndo foi detetada, no
entanto, as investigacdes epidemioldgicas sugeriam que a exposi¢ao tinha ocorrido no
hotel, sendo excluida a hipotese de transmissao direta (Fraser e col., 1977).

Cerca de 6 meses mais tarde, dois investigadores do Centro de prevencdo e doenga
dos Estados Unidos (CDC), Joseph McDade e Charles Shepard, anunciaram que tinham
descoberto o agente etiologico da doenga, um bacilo gram-negativo pleomorfico, ndo
acido- resistente. O agente foi isolado em cobaias previamente inoculadas, com uma
suspensdo de tecido pulmonar de quatro doentes que tinham morrido com a infegao
(Mcdade e col., 1977).

Devido a associagdo histérica com a convencao da Legido Americana, a doenga foi
designada como Doenca dos Legionarios (DL) e a bactéria designada como Legionella
pneumophila (Lp), incluida posteriormente no género Legionella, criado em 1979
(Brenner e col., 1979).

Recorrendo a estudos retrospetivos evidenciou-se que a bactéria ja tinha sido
responsavel por casos de doenga em anos anteriores (Hébert e col., 1980). Um exemplo
foi a epidemia de infe¢do respiratoria, sem componente pneumonica, relacionada com
as instalagdes do sistema de ar condicionado do edificio publico do Departamento da
Satude de Pontiac, que ocorreu em 1968 , quadro clinico mais tarde designado por Febre
de Pontiac (Glick e col., 1978).

Ao longo dos anos tém vindo a ser publicados vérios casos de infe¢do por

Legionella quer sob forma de casos esporadicos ou de epidemias.
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Muito recentemente (Outubro/Novembro, 2014) em Portugal, no concelho de Vila
Franca de Xira, ocorreu uma epidemia, com grande impacto na opinido publica. No
total, foram notificados 417 casos com suspeita de DL, em 334 dos quais foi confirmada
a infecdo por Legionella pneumophila serogrupo 1 (Lp sgl). Foram reportados 10 dbitos
(Shivaji e col., 2014). A analise microbiologica, ambiental e epidemiolédgica, identificou
os sistemas de arrefecimento industriais como a provavel fonte de infecdo. Este foi o

maior surto ocorrido em Portugal até a data, e um dos maiores relatados na Europa.

1.2. Bactéria do género Legionella

1.2.1. Taxonomia e filogenia

A familia Legionellaceae ¢ o género Legionella, bem como a espécie
pneumophila foram estabelecidos por Brenner e colaboradores em 1979, utilizando a
homologia de DNA.

De modo a validar taxonomicamente a familia Legionellaceae, Ludwig e
colaboradores, em 1983 caracterizaram a subunidade 16S do rRNA de quatro espécies
de Legionella (L. pneumophila, L. bozemani, L. Jordanis, e L.micdadei), constatando
que estas espécies se encontravam filogeneticamente muito proximas, formando uma
linhagem distinta das outras espécies. Foi confirmado mais tarde por Woese, em 1987,
que a familia Legionellaceae pertencia a subdivisdo y-2 da classe das Proteobacteria,
ideia corroborada em 1990 por Murray e colaboradores.

A classificacdo em géneros gerou alguma discordia, alguns autores defendem a
divisdo da familia Legionellaceae em 3 géneros distintos: Legionella, Tatlockia e
Fluoribacter (Garrity e col., 1980). No entanto, a maioria dos autores defende a ideia de
um unico género para todos os microrganismos ‘“legionella like” devido as carateristicas
fenotipicas semelhantes entre eles, embora a homologia do DNA em relacdo ao da
espécie L.p seja reduzida.

Ao longo do tempo, tém sido descritos varios métodos para classificar
microrganismos da mesma espécie, baseados na analise de DNA, tais como ribotipagem

(Cordevant e col., 2003; Saloum ¢ col.,2002), RAPD (Lo Presti e col., 2001), RFLP da
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subunidade ribossomal 16S-23S (Hookey e col., 1995; Riffard e col., 1998) e a
sequenciacdo do gene mip (Ratcliff e col., 2002; Fry e col.,2007). Os métodos baseados
em ensaios de PCR s3o os que t€ém revelado um melhor poder discriminativo (Fry e
co0l.,2007). Embora a sequéncia do gene 16S rRNA, seja o marcador molecular mais
usado em estudos filogenéticos de Legionella, a sua utilidade tem sido questionada
devido a heterogeneidade existente entre copias do gene em muitas das espécies e a
reduzida variagao inter-espécie (Dahllof e col .,2000). Em 2002, a equipa de Ractcliff
verificou que o gene mip possuia uma alta variabilidade podendo ser utilizado para
diferenciar espécies deste género (Ratcliff e col., 2002).

Para resolver o desacordo a nivel da filogenia, Gee e colaboradores em 2003
sugeriram usar uma ampla diversidade de sequéncias gendmicas, e mais tarde Jeffroy e
colaboradores em 2006 de modo bastante criterioso, fizeram uma selecdo dos genes,
permitindo assim reduzir a incongruéncia filogenética.

Atualmente, foram identificadas mais de 60 espécies distintas de Legionella
abrangendo 70 serogrupos (Mercante e Winchell.,2015) sendo que aproximadamente
metade foram isoladas a partir de amostras clinicas e todas consideradas potencialmente
patogénicas (Muder e col.,2002; Pearce e col., 2012). A Lp ¢ responsavel por
aproximadamente 90% dos casos de DL, 84% dos quais sdo devido a Lp sgl. As
espécies € os serogrupos pertencentes ao género Legionella, tém vindo a aumentar,
tendo a espécie Lp, 16 serogrupos identificados at¢ ao momento (Palusinska—Szysz e

col., 2009).

1.2.2. Morfologia e caracteristicas gerais da bactéria

A bactéria Legionella ¢ um bacilo curto, pleomorfico, que pode apresentar forma
filamentosa, sendo um bacilo geralmente movel, a excecao de Legionella okakridgensis
(Brenner ¢ col; 1994). E uma bactéria ndo esporulada, possuindo fimbrias e um ou mais
flagelos de localizagdo polar ou subpolar (Thomason e col., 1979); (Rogers e col.,
1980), que podem ser evidenciados pela coloracao de Ryu modificada.

Estas bactérias podem ser observadas em produtos bioldgicos tais como,

expetoragdo, secrecdes bronquicas, lavado bronco-alveolar, apresentando-se por vezes
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como coco-bacilos tendo entre 0,3 e 0,9 um de largura e entre 2 -20 um de
comprimento.

A Legionella, quando corada pela coloragdo de Gram ¢ uma bactéria Gram-
negativo, corando com alguma dificuldade.

A Dbactéria ndo cresce nos meios de cultura convencionais usados para o
isolamento de outras bactérias potencialmente patogénicas. A maioria das espécies de
Legionella cresce em meio BCYE existindo, no entanto, algumas que t€ém dificuldade
em crescer neste meio de cultura (Lee e col.,1993).

A Lp, uma das espécies mais estudadas até ao momento, dentro do seu
hospedeiro natural apresenta um ciclo de vida bifasico com carateristicas fenotipicas
distintas, alternando entre uma fase replicativa e uma fase transmissiva (Molofsky e

col., 2004).

1.2.3. Epidemiologia

A bactéria Legionella ¢ ubiqua da agua doce do ambiente, amplamente disseminada
em rios, lagos, lagoas, fontes, nascentes de agua quente e também em ambientes
himidos, como terra para jardinagem, fazendo parte do ecossistema microbiano
(Fliermans., 1996; Fliermans e col., 1981) (Figura 1). Nestes ambientes naturais a
concentragdo do microrganismo ¢ reduzida, comparativamente com os ambientes
artificiais criados pelo homem, tais como, instalagdes termais, jacuzzis, equipamentos
de terapia respiratoria, torres de arrefecimento de ar condicionado. Estes ambientes
apresentam condi¢des que favorecem a multiplicagdo da bactéria, amplificando o
in6culo (Desplaces e col.,1984; Guo e col.,2014). Recorrendo a estudos retrospetivos
verificou-se que quase todos os casos de DL podem ser atribuidos a ambientes de agua
artificiais em vez de ambientes aquaticos naturais (Coetzee e col.,2012). A excepcao a
este nicho ecologico ¢ L. longbeachae, que pode encontrar-se noutros locais,
nomeadamente terra utilizada para jardinagem (Steele e col.,1990).

O microrganismo pode sobreviver em ambientes himidos por longos periodos de
tempo, resistindo a temperaturas entre os 0 e os 68°C, e a um pH compreendido entre 5
e 8.5 (Diedereen e col.,2008). A bactéria, em sistemas de agua artificiais, € pouco

suscetivel a tratamentos efetuados com biocidas e cloro, porque se associa com a
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biofilmes nas superficies destes sistemas (Farhat e col., 2012). Estes fornecem prote¢ao
e um gradiente especifico de determinados nutrientes, sustentando assim a
sobrevivéncia e a replicacdo da Legionella fora do hospedeiro (Rogers e col., 1994);
(Sheehan e col., 2005).

A infe¢ao do Homem ocorre através da inalagdo de aerosso6is contaminados (Blatt e
col.,1993) com a bactéria, com um diametro entre 1 ¢ 5 um, gerados a partir da dgua de
chuveiros e torneiras (Dennis e col, 1982; Breiman e col., 1990); equipamento de
ventilagdo assistida (Mastro e col., 1991); torres de arrefecimento e condensadores do
sistema de ar condicionado (Mercante e Winchell.,2015). A infecdo depende da eficacia
da formagdo e disseminacdo do aerossol e de fatores como temperatura, humidade
relativa do ar, velocidade de circulacdo do ar e do tamanho das gotas.

A Legionella ¢ frequentemente isolada de dguas naturais, no entanto essas fontes
ndo estdo diretamente implicadas com a transmissao da bactéria, com exce¢do de
instalagdes termais naturais, adaptadas para banhos publicos (Miyamoto e col., 1997).
Lowry e colaboradores em 1991 sugeriram que outra via possivel de transmissdo da
bactéria poderia ser através da contaminagdo direta de feridas cirirgicas com agua
contaminada.

Muito recentemente, Correia e colaboradores em 2016 demonstraram existir uma
provavel transmissdo da DL individuo a individuo, no seguimento do surto decorrido
em Portugal, Vila Franca de Xira. Até a data ainda ndo tinha sido documentado na
literatura qualquer outro caso de transmissao pessoa a pessoa.

A suscetibilidade do hospedeiro ¢ um dos fatores preponderantes na epidemiologia
e patogenia da DL, sendo que a maioria dos casos afeta individuos do sexo masculino
com idade superior a 50 anos, com doeng¢a pulmonar obstrutiva e imunossupressao
(Hicks e col.; 2011; ECDC, 2011). Para além destes, existem outros doentes em risco,
tais como doentes com diabetes, neoplasias e insuficiéncia renal em fase terminal.
(Marston e col., 1994; Straus e col., 1996). Mais recentemente Misch e colaboradores
em 2013, sugeriram que muta¢des no TLR6 podera estar associada com o risco para

contrair DL.
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Figura 1- (1) Disseminacdo da bactéria Legionella a partir de fontes de agua doce, (2) que é
distribuida em baixas concentra¢des, (3) que vai colonizar redes de canalizacdo predial e
sistemas de refrigeragdo, (4) que amplicam o indculo sob condigdes ambientais favoraveis, (5)
subsequente aerossolizagdo de agua contaminada e exposi¢do do Homem (Adaptado de Mercante
e Winchell., 2015).

1.3. Patogenese
1.3.1. O Ciclo intracelular

A capacidade de manipulagdo de processos celulares, permite aos microrganismos
estabelecer um nicho replicativo intracelular. Este ¢ um dos mecanismos chave das
bactérias para proliferar dentro do hospedeiro, que por sua vez desenvolve mecanismos
de defesa de modo a limitar a infe¢do intracelular (Shin e Roy, 2008).

A Lp ¢ considerada uma bactéria patogénica oportunista € tem como principal

carateristica a sua capacidade de multiplicacdo intracelular (Fields e col., 2002).
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A interagdo de Lp com células eucaridticas ¢, a chave para compreender a
capacidade da bactéria causar doenga no hospedeiro.

A Dbactéria consegue resistir a destruicdo e multiplicar-se no interior de
protozoarios como a Acanthamoeba castellani, Hartmannella vermiformis, Naegleria
spp., bem como Dictyostelium discoideum. Os mecanismos celulares envolvidos na
replicacdo da Legionella dentro da amiba, o seu hospedeiro natural, sdo semelhantes aos
observados em células humanas, especialmente macrofagos e células epiteliais,
hospedeiros acidentais da bactéria (Newton e col.,2010).

A bactéria entra nos monoécitos ou macréfagos por mecanismos de fagocitose,
permanecendo no fagossoma, que se rodeia por organelos celulares como mitocondrias,
vesiculas e pelo reticulo endoplasmético rugoso (RER), inibindo desta forma a fusdo
com o lisossoma (Horwitz e col., 1983; Tilney e col.,2001) (Figura 2). Assim, apds a
inalacdo pelo Homem de aerosséis contaminados com Lp, a bactéria resiste a
degradagdo subsequente ao processo endocitico, replicando-se no interior da célula e
desencadeando o inicio da infe¢do (Hilbi e col.,2011). No entanto, a capacidade da Lp
para parar ou bloquear a progressao dos lisossomas depende da célula hospedeira.

Em linhas primarias de macrofagos a fusdo do vactiolo que contém a bactéria com
o lisossoma ¢ detectada 15 horas apds infecdo (Sturgill-Koszycki e col.,2000) e em
monocitos humanos a fusdo com os lisossomas ndo ¢ detetada em nenhum momento da

infecdo (Sauer e col.,2005).
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Figura 2- Lp modula o trafico do vaciolo estabelecendo um nicho replicativo

(A) Ciclo da Lp no interior do vacuolo de fagocitose: apos a ingestdo por amibas ou macrofagos,
o vacuolo com a Legionella (LCV) evita o transporte para a via lisossomal, rodeando-se de
vesiculas derivadas do reticulo endoplasmatico e mitocondrias, formando, assim, um
compartimento muito diferente do que é observado em outros microorganismos nao patogénicos.
Dentro deste LCV a bactéria inicia a sua replicagao;

(B) Ciclo de um microrganismo néo patogénico: fusdo do vacuolo de fagocitose com o lisossoma e
posterior transporte para a via lisossomal (Adaptado de Isberg e col.,2009).
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1.4. Manifestacoes Clinicas

A infecdo por Legionella pode apresentar-se sob duas formas clinicamente
distintas, a DL, uma pneumonia grave (McDade e col.,1977) e a Febre de Pontiac, uma
infecdo bronquica autolimitada (Glick e col.; 1978).

O diagnostico da febre de Pontiac € feito com base em dados epidemiologicos,
clinicos e evidéncias microbioldgicas ambientais. Os dados clinicos e epidemioldgicos
demonstram que a doenga tem um curto periodo de incubagdo (4 horas a 2-3 dias),
sendo caraterizada por sindrome gripal e apresentando sintomas como febre, mal estar,
mialgia e cefaleias. Nao existem evidéncias de que a idade, o género e o tabagismo
sejam fatores considerados de risco para desenvolver a doenga (Tossa e col.,2006). Por
estas razoes esta doenga ¢ geralmente sub-diagnosticada.

Alguns autores pdem em questdo se a Legionella ¢é, de fato, o agente etiologico da
Febre de Pontiac (Edelstein e col.,2007). De modo a explicar a Febre de Pontiac, tém
surgido inimeras hipdteses que incluem alteracdes nos fatores de viruléncia da bactéria
e também reacgdes toxicas e de hipersensibilidade no hospedeiro (Steinert e col., 2002).

A DL ¢ uma forma de pneumonia grave, cuja etiologia muitas vezes ndo ¢
diagnosticada. A incapacidade de diagnosticar a DL deve-se por um lado a uma falta de
sensibilizacdo clinica e por outro devido a especificidade do diagndstico da Legionella
(Fields e col., 2002). As carateristicas desta doenca, incluem sintomas clinicos como
febre, mialgias, cefaleias, tosse ndo produtiva, calafrios, dispneia, diarreia (Tsai e
col.,1979). Os sinais e sintomas ndo sdo patognomoOnicos da Doenga, sendo que o
diagnostico necessita de confirmagdo laboratorial (Edelstein e col.,1993). Numa
radiografia, ndo ¢ possivel distinguir esta infe¢do de outras pneumonias, embora

infiltrados alveolares sejam mais comuns na DL (Macfarlan e col.,1984).
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Figura 3- (6) A populagdo exposta inclui individuos com susceptibilidade elevada e individuos
sem susceptibilidade (7a) os individuos suscetiveis devido a idade ou condi¢des médicas
subjacentes sdo os que apresentam um maior risco de desenvolver DL (7b) ambos os grupos
estdo em risco de contrair a Febre de Pontiac. (7¢) existem individuos que podem contactar com
a bactéria permanecendo assintomaticos (Adaptado de Mercante ¢ Winchell.,2015).

1.5. Diagnéstico Laboratorial

1.5.1. Isolamento da bactéria

O método de diagnostico por cultura, continua a ser o método (gold-standart) para
a detecdo e diagndstico da infecdo por Legionella. (Fields e col.,2002; Heuner e
col.,2008). As amostras preferenciais para o isolamento de Legionella, incluem
amostras do tracto respiratdrio inferior como expectoragdo, secrecdes bronquicas e
lavado bronco-alveolar (Maiwald e col.,1998). A cultura deve ser sempre realizada,
antes da administracdo de antibioterapia.

A sensibilidade deste método para a dete¢do de Legionella a partir de amostras
clinicas ¢ altamente varidvel, estando compreendida entre 10 e 80%, no entanto a sua
especificidade ¢ de aproximadamente 100%. A qualidade da amostra, bem como a
experiéncia e competéncia dos profissionais de laboratdrio contribuem para valores de
sensibilidade dispares (Murdoch e col.,2003).

O meio de cultura adequado para o isolamento de Legionella tem que ser

suplementados com extracto de levedura, carvao, a- cetoglutarato e L- cisteina, como
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por exemplo o meio BCYE-a. Como os produtos biologicos provém de locais nao
estéreis, encontrando-se potencialmente contaminados, ¢ usualmente adicionado ao
meio antibiotico. As culturas sdo incubadas a 35°C-37°C, durante 10 dias (Pasculle e
col.,1980;Edelstein e col., 1981). A maioria das espécies de Legionella tem um
crescimento entre 2 a 5 dias. No entanto, existem outras que requerem tempos de
incuba¢do mais longos que podem ir até duas semanas (Blyth e col.,2009; Fields e col.,
2005).

A observacao das colonias ¢ feita diariamente ou em dias alternados, pesquisando-
se colonias redondas, convexas, de bordos ligeiramente irregulares, translucidas, de
superficie lisa e brilhante, tornando-se viscosas a medida que a cultura envelhece. Sao
observadas a lupa e tém um aspecto bastante caracteristico semelhante a * vidro

moido”, (Figura 4) por vezes com um tom anilado (Marques, 1996).

Figura 4 - Imagem de colonia de Legionella obtida

a Lupa (40x) durante o trabalho experimental.

1.5.2. Detecao de anticorpos

A imunofluorescéncia indirecta (IFA) foi uma das metodologias utilizada, a
posteriori, para detetar anticorpos em pacientes do surto de Filadélfia, sendo
fundamental na determinacao da causa da doenca. Desde entdo tém sido desenvolvidos
métodos serologicos para detetar anticorpos contra Legionella (Harrison e col.,1988).
De entre eles a IFA e a ELISA sdo os mais frequentemente utilizados. Actualmente, o

método de ELISA ¢ o mais utilizado porque € o mais sensivel, menos subjectivo e tem
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potencial para ser automatizado (Malan e col.,2003; Boshuizen e col.,2003). As
sensibilidades dos testes seroldgicos variam substancialmente, situando-se entre 41 e
94% (Malan e col., 2003).

A especificidade da IFA, utilizando o antigénio da Lp sgl ¢ aproximadamente 99%
(Harrison e col.,1988; Wilkinson e col.,1981). A maior limitagdo dos testes serologicos,
¢ o tempo da seroconversdo, que pode demorar algumas semanas, ou nem chegar a
existir uma vez que um grande nimero de doentes apresenta imunocomprometimento.
Aproximadamente 25-45% dos individuos com a DL, seroconvertem apds uma semana
do aparecimento dos sintomas (Den Boer e col.,2004). Na maioria dos casos, um
aumento de 4 vezes o titulo de anticorpos ¢ detetado dentro de 3 a 4 semanas, mas ja
foram reportados casos em que s6 foram detetados anticorpos ao fim de 10 semanas
(Monforte e col.,1988).

No entanto, individuos expostos ao contacto com a bactéria, com serologia
positiva para Legionella, podem apresentar-se assintomaticos (Boshuizen e col.,2001).

A incapacidade de detetar todas as espécies e serogrupos de Legionella, ¢
também uma grande desvantagem dos testes serologicos. A seroconversdo para a Lp sg
1 ¢ utilizada para o diagnostico, no entanto para as outras espécies e outros serogrupos a
sensibilidade e especificidade ndo tem sido confirmada (Murdoch e col.,2003). O
diagnostico seroldgico permite detetar casos confirmados de doenga ou casos provaveis
dependendo do titulo de anticorpos, do serogrupo e do numero de determinagdes. E
considerado diagnostico confirmado quando ocorre um aumento significativo do titulo
de anticorpos em amostras emparelhadas para Lp sgl. E considerado um caso provavel
quando ocorre aumento do titulo de anticorpos em amostras emparelhadas para Lp nao
sgl ou titulo Gnico para Lp sgl ( Commission Implementing Decision 2012/506/EU de
8).

1.5.3. Detecdo do antigénio urinario

A detecdo do antigénio na urina para Lp sgl, ¢ actualmente o teste laboratorial mais
usado (82 a 97%), tendo revolucionado o diagnostico laboratorial da DL (Hicks e col.,
2011; Viasus e col.,2013). O antigénio detetado ¢ um componente lipopolissacarideo da

parede celular da Legionella, que ¢ termoestavel (Williams e col.,1995). A detecao do
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antigénio na urina, combina uma razoavel sensibilidade (70 a 90%) com uma alta
especificidade (95% a 100%), apresentando inimeras vantagens como, baixo custo,
resultados rapidos, procedimento simples, facilidade na recolha de amostra, detecao do
antigénio durante antibioterapia, entre outras. Os antigénios urindrios especificos para
Lp podem ser detetados na maioria das infe¢des causadas por Lp pouco tempo apoés o
aparecimento dos sintomas clinicos (2-3 dias), no entanto pode ser excretado por um
periodo superior a 10 meses (Jarraud e col.,2013; Sopena e col.,2002). A técnica de
detecdo de antigénios na urina pode ser efetuada através de dois métodos, ELISA e
imunocromatografia (ICT).

Ao longo dos anos, esta metodologia melhorou significativamente as taxas de
diagnostico, permitindo a implementacdo precoce do tratamento especifico (Beaute e
col.,2013; Engel e col.; 2013).

A Ttnica desvantagem desta técnica ¢ permitir apenas a detecdo de casos de DL

provocados por Lp sgl (Fields e col.,2002; Mercante e Winchell,2015).

1.5.4. Detecdo de DNA

O método de biologia molecular mais utilizado ¢ a PCR que permite a amplificacao
de pequenas quantidades de DNA e a obtengdo de resultados num curto periodo de
tempo. As diferentes técnicas de PCR utilizadas no diagnéstico foram direcionados
principalmente para regides especificas dentro dos genes 16S-rRNA (Jonas e col., 1995;
Rantakokko-Jalava e col.,2001;Stolhaug e col.,2006), a regido 23S-5S (Herpers e
col.,2003), 5S-rDNA (Murdoch e col.,1996; Kessler e col.,1993) e o gene mip (Ratcliff
e col., 1998).

O DNA da Legionella pode ser detetado em amostras de urina, soro, buffy-coats
obtidas de pacientes com DL, sendo que a sensibilidade de dete¢do varia entre 30-86%
(Diederen e co0l.,2007). No soro a sensibilidade ¢ relativamente baixa (50-60%),
aumentando para 70 a 90% nos casos mais severos de doenca (Diederen e col., 2007).
A utilizacdo da PCR para outro tipo de amostras, excluindo as respiratdrias apresenta
alguns beneficios, particularmente em pacientes que tém dificuldade em produzir
expetoragao.

A PCR tem a vantagem de detetar qualquer espécie de Legionella e serogrupo e

tem demonstrado uma sensibilidade igual ou superior a da cultura em amostras do tracto
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respiratdrio inferior (Cloud e col., 2000; Templeton e col., 2003). E considerado um
diagnodstico provavel de doenga quando ¢ detetado DNA de Legionella em secregdes
respiratorias do tecido pulmonar ou de algum local predominantemente estéril

(Commission Implementing Decision 2012/506/EU de 8).
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Figura 5 — Tipos de amostras e métodos de diagnéstico para determina¢io de uma potencial infecio
por Legionella. Algumas técnicas sdo aplicaveis a mais do que um tipo de amostras.. Em geral, o
sucesso da detecdo de Legionella depende da severidade da doenga, integridade da amostra, eficiéncia do
laboratdrio e em particular das carateristicas do teste (Adaptado de Mercante e Winchell., 2015).

1.6. Terapéutica

Para o tratamento da DL ser eficaz ¢ de extrema importancia iniciar a terapéutica
precocemente, sendo que quando esta ¢ feita de forma adequada a taxa de mortalidade

da doenga ¢ reduzida cerca de 2 a 6 vezes. A bactéria responsavel pela DL ¢
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intracelular, assim um antibacteriano com penetracao intracelular em macrofagos, tem
uma probabilidade de eficacia contra a bactéria mais elevada (Palusinska—Szysz e
Cendrowska—Pinkosz, 2009). Os macrolidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
rifamicinas estdo incluidos neste grupo de antibacterianos. A eritromicina foi o primeiro
macrolido utilizado no 1° surto de DL que ocorreu em 1976 em Filadélfia (Fraser e col.,
1977). No entanto, novos estudos indicaram que as fluoroquinolonas e os novos
macrolidos apresentam uma penetracdo intracelular e uma actividade superior a
eritromicina (Blazquez e col.,2005). Dentro dos macrélidos, a azitromicina tem
demonstrado ter melhor atividade que a eritromicina e claritromicina. Das
fluoroquinolonas, a levofloxacina e gemifloxacina parecem ser os mais ativos. As
fluoroquinolonas tém sido recomendadas para receptores de transplante com DL
porque, ao contrario de macrolidos e rifampicina, estes nao interferem com a terapia
imunossupressora (Stout and Yu 1997). Blazquez e colaboradores em 2005, verificaram
que pacientes que manifestaram a doenga submetidos a terapia com fluoroquinolonas
tiveram um menor tempo de internagdo ¢ uma diminui¢ao da taxa de complicagdes em
comparagao com doentes tratados com macrolidos.

A resposta ao tratamento depende da idade do paciente, o seu estado imunitario, e
se a terapéutica ¢ feita no tempo adequado. A resposta ao tratamento ¢ em geral rapida
(cerca de 10 dias), caso se trate de individuos imunocompetentes.

Durante o tratamento, deve-se ter em conta alguns casos em particular, onde podem

estar envolvidos outros microrganismos, resultando numa infec¢do polimicrobiana.

1.7. Hospedeiros acidentais de Legionella

1.7.1. Mondcitos e macrofagos

Os mondcitos, os macrofagos e as células dendriticas sdo as células do sistema
imunitario responsaveis pela fagocitose ( Figura 6). A sua principal fung@o consiste em
regular a homeostase, no entanto estdo também envolvidas em processos de inflamacao,

auto-imunidade e infe¢do (Chow e col., 2011).
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Os monocitos sdo produzidos na medula dssea e diferenciam-se em macréfagos
apods a sua entrada nos tecidos, desempenhando um papel fundamental na imunidade
inata (Geissman e col.,2010). Estas células circulam no sangue periférico, na medula
Ossea e no bago, contém recetores de quimiocinas e recetores especificos dos agentes
patogénicos (Frederic e col., 2010). Os monoécitos sdo a maior célula no sangue
periférico (15 a 18 pm), possuem um nucleo irregular por vezes lobulado, com
cromatina de aspecto reticular. O citoplasma cora de azul acinzentado, com finas
granulacdes azurdfilas (granulos ricos em esterase) e apresenta vacuolos ou inclusdes
citoplasmaticas.

Os macréfagos estdo presentes nos tecidos linfoéides e ndo linfoides, tendo
caracteristicas morfologicas bastante distintas dos monocitos (Mosser e Edwards.,2008).

Os macrofagos sdo células de grandes dimensdes (10 a 30 pm), apresentando um

nucleo oval com uma reentrancia que lhe atribui uma morfologia em forma de rim.
Estas células existem em quase todos os tecidos do corpo e possuem carateristicas
morfoldgicas varidveis que dependem do seu estado de actividade funcional.
Uma das suas principais fungdes ¢ a apresentagdo de antigénios aos linfocitos e a
secre¢do de citocinas (Gordon e col.,2007). Estas células estdo presentes em
praticamente todos os tecidos, diferenciando-se a partir de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC’s), que migram para os tecidos no estado estaciondrio ou em
resposta a uma inflamagdo. As PBMC’s desenvolvem-se a partir de uma célula
progenitora mieldide que ¢ precursora de diferentes tipos de células, como os
neutréfilos, eosindfilos e basofilos (Mosser e Edwards.,2008).

A diferenciacdo de monocitos em macrofagos implica um aumento da sua
capacidade fagocitica, bem como do niimero de lisossomas, que contém as enzimas
hidroliticas necessarias a destrui¢do dos antigénios.

O homem ¢ considerado o hospedeiro acidental da Lp, razdo pela qual a bactéria
infeta e se replica nos macrofagos alveolares. De modo a estudar este mecanismo in
vitro nos macrofagos, tem-se recorrido a diferentes estratégias que permitam a

diferenciagdo destas células a partir de mondcitos.
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Figura 6- Esquema representativo dos diferentes tipos de leucocitos e moléculas expressas na sua superficie(Adaptado de
http/crx.org/content/imA6701/latest/
httpz/Avww.pc.maricopa.edu/Biology/reotter/BIO%620205/LessonBuilders/Chapter%62014%20LB/oow95289 14 (9b).

1.8. Cultura de células

1.8.1. Culturas Primarias

A cultura primaria pode derivar de um tecido animal ou vegetal. Pode ser um tecido
dissociado enzimaticamente ou cé€lulas do sangue que nao necessitam de dissociagdo.
De modo a providenciar o seu crescimento, € necessario efetuar uma sub-cultura destas
c€lulas. Apds a primeira sub-cultura, a cultura primaria denomina-se linha celular. A
preparacdo de culturas primarias ¢ muito laboriosa e a sua manutencao in vitro apenas ¢
possivel por um periodo limitado de tempo (sdo finitas). As células que possuem uma
maior capacidade de crescimento vao predominar, resultando numa uniformidade

genotipica e fenotipica na populagao.
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1.8.2. Culturas continuas

As linhas celulares continuas podem ser repetidamente cultivadas durante semanas
ou meses. Estas linhas celulares podem derivar de tumores, no entanto a sua
transformagdao pode também ser induzida usando oncogenes virais e tratamentos
quimicos. Estas linhas apos transformagao tém a vantagem de apresentarem uma
disponibilidade ilimitada mas a desvantagem de possuirem poucas caracteristicas do
tecido original.

As culturas continuas sdo constituidas por um tUnico tipo de células que se podem
propagar em cultura até um determinado numero de divisdes celulares (cerca de 30).
Estas células sdo geralmente diploéides mantendo assim um certo grau de diferenciagdo

até perderem a sua capacidade de proliferagdo.

1.8.3. Requerimentos da cultura celular

De modo a satisfazer as necessidades nutricionais das diferentes linhas celulares,
existem meios de cultura com distintas composicoes.

O pH do meio ¢ uma das propriedades fundamentais, as células requerem niveis de
pH entre 7.2 e 7.4 e a manutencao destes valores ¢ crucial para obter condi¢des Optimas
de cultura. A avaliacdo regular do nivel de pH dos meios de cultura ¢ de extrema
importancia, pelo que os meios de cultura mais utilizados no laboratdrio, como o RPMI-
1640, incluem o vermelho fenol como indicador de pH. Deste modo, ¢ possivel
controlar o pH visualmente: um pH de 7,4 corresponde a uma coloragdo avermelhada,
pH entre 7,4 e 7,6 a uma coloracao rosa, pH=7 a tons laranja e para valores abaixo de
6,5 0 meio de cultura adquire uma cor amarelada.

Os sais organicos sao igualmente fundamentais, uma vez que estes fornecem ides
de sddio, potassio e célcio. Sdo necessarios para a ligacdo a matriz celular, como
cofactores de enzimas, mantém o equilibrio osmético das células e regulam o potencial

da membrana.
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A osmolalidade das células em cultura, ¢ também indispensavel e deve ser mantida
entre 260 mOsm / kg e 320 mOsm / kg (osmolaridade do plasma humano ¢ de 290
mOsm / kg, pelo que ¢ inferido ser este o valor adequado para as células em cultura).

Os hidratos de carbono, tais como galactose e glicose sao também um dos componentes
importantes, representando uma fonte de energia. A sua concentragdo varia entre 1-4,5
g/1, consoante o tipo de células.

E também importante adicionar ao meio de cultura aminoacidos (glutamina em
particular), uma vez que sdo necessarios para a proliferacdo celular, isto ¢é, caso estes
ndo se encontrem disponiveis ocorre um decréscimo na densidade celular. De modo a
prolongar a viabilidade celular e estimular o crescimento celular adiciona-se a cultura
aminodacidos essenciais.

As vitaminas, como a riboflavina, biotina e tiamina sao utilizadas frequentemente
em meios de cultura, embora alguns meios necessitem de vitaminas do complexo B e
também vitamina A e E.

A temperatura ¢ a viscosidade sdo também factores preponderantes que podem
influenciar a cultura celular.

Nas culturas celulares e em situagdes especificas pode haver a necessidade de
adicionar antibioticos, como € o caso das culturas primarias para evitar contaminagoes.
No entanto, existem diversas desvantagens associadas a sua utilizagdo, tal como selecao

de microorganismos resistentes aos antibioticos (Freshney, 2010).

1.8.4. Isolamento de culturas primarias

O isolamento de células ¢ amplamente utilizado em muitas vertentes de
investigacdo bioldgica e biomédica bem como em terapia clinica, permitindo a
investigacdo em diversas areas como medicina regenerativa, doengas oncoldgicas e
HIV. Atualmente, ¢ possivel obter células individuais, a partir de uma populagio
heterogenea, permitindo assim, o estudo de cada tipo celular (Tomlison e col.,2012).

Para estudar funcionalmente um determinado tipo de célula, ¢ necessario isolar as
varias populacdes de células presentes numa amostra, recorrendo a métodos de

separacao fisicos e imunoldgicos (Freshney,2010).
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O isolamento das células ¢ um procedimento que sé ¢ possivel através da doagao de
sangue ou a recolha de tecidos especificos que requerem procedimentos invasivos tais
como broncoscopia e biopsia (Gordon e col.,2000).

A utilizagdo de protocolos com linhas primarias tem como principal limitagao a
necessidade de um elevado nimero de células, para além disso as culturas primarias nao
sendo imortalizadas possuem um numero de duplicagdes limitado (Daigneault e
col.,2010). No caso dos monodcitos o seu numero no sangue ¢ de aproximadamente 5,3
% (Arosa e col., 2007) pelo que ¢ necessario um grande volume de sangue para obter
um numero de células suficiente para prosseguir com o isolamento celular.

As linhas celulares monociticas tém a vantagem de ser mais facilmente obtidas que
as linhas celulares de macrofagos. Pelo que a utilizagdo de linhas de macréfagos
diferenciadas a partir de monoécitos € comum, no entanto, nem sempre permite prever
com precisdo o comportamento dos macrofagos teciduais (Daigneault e col., 2010).

Os principios de isolamento de células baseiam-se na conjugacdo de um ou varios
parametros especificos, relacionados com as caracteristicas especificas de cada célula.

A adesao celular (Tomlinson e col., 2012), a densidade celular ¢ a afinidade de
anticorpos para moléculas especificas na superficie da célula sdo métodos relativamente

simples, econdomicos e que ndo requerem alta tecnologia.

1.8.4.1. Isolamento baseado na densidade celular

O isolamento celular baseado em diferentes perfis de densidade pode ser realizado
numa solu¢do com gradiente de densidade utilizando a centrifugacdo (Al Mulfti e col.,
2004).

Assim, de modo a realizar-se eficientemente esta técnica ( Figura 7), uma amostra
de células tem de ser centrifugada usando uma forga centrifuga e um periodo de tempo
suficientes que permita as células chegarem a um ponto em que o seu gradiente seja
igual a sua propria densidade (Pretlow e Pretlow,1989). As solugdes de gradiente mais
utilizadas sao o Ficoll e o Percoll. O Ficol consiste num polimero de sacarose que
apresenta uma densidade superior a das células mononucleares do sangue periférico
(PBMC-s) mas inferior a dos eritrécitos e granuldcitos permitindo uma separacio

especifica dos diferentes componentes. O Percoll consiste em esferas de silica coloidal

19



Infecdo de culturas primarias de monocitos humanos A.Antao

revestidas com polivinilpirrolidona que permite a formacgdo de gradientes de densidade
a alta centrifugacdo (Pertoft e col.,1978). O primeiro reagente ¢ o mais usualmente

utilizado porque causa menos danos osmaticos as células (Sykes e col.,1970).

i Bt

-

Figura 7 - Esquema representativo do isolamento de células por gradiente de densidade. (a)
Inicialmente, o sangue total ¢ diluido num tampdo de solucdo salina (PBS) (b) Apds
centrifugacdo ¢ distribuido cuidadosamente na solugdo de Ficol (c) Apds outra centrifugacao, a
velocidade apropriada sdo observadas fases distintas; (1) — plasma (2) — PBMC’s (3) - Ficol e (4)
- eritrocitos e granulocitos; As células sdo posteriormente recolhidas da interfase (Adaptado de
Tomlinson e col.,2012).

1.8.4.2. Adesao celular

A adesdo celular ¢ um dos métodos mais simples e utilizados como rotina para a
separacgdo de células, por exemplo, monocitos de linfocitos.

A utilizagdo de técnicas baseadas na adesdo celular permite a separagdo das células
de uma forma bastante simples e econémica. No entanto, este método ndo ¢ especifico e
o seu sucesso depende por um lado, da afinidade das células para aderirem a um
determinado tipo de material, e por outro lado, pode existir mais do que um tipo de
células a aderir. Esta técnica, quando comparada com outros métodos de separagdo,
apresenta algumas desvantagens, ¢ um processo demorado e inespecifico, resultando
num menor grau de pureza celular. No entanto, recorre-se a esta técnica quando a
pureza celular ndo ¢ um dos objectivos primordiais e quando o isolamento de vérias

subpopulagdes nao € necessario (Tomlinson e col.,2012).
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Figura 8 - Esquema de isolamento de células pela adesiio ao plastico. (a) O tecido é fragmentado numa
suspensdo de células por meios mecanicos ou enzimaticos ou combinagdo de ambos (separagdes de sangue e
aspirados de medula 6ssea ndo requerem esta etapa) (b) As células sdo filtradas de modo a remover
aglomerados (c¢) Suspensdo com um Unico tipo de células (d) Jungdo a uma superficie aderente (¢) Apds
periodo de cultura observam-se a adesdo das células alvo ( Adaptado de Tomlinson e col.,2012).

1.8.4.3. Magnetic-activated cell sorting (MACS)

Entre as técnicas de isolamento de células que tém como base a ligagdo ao
anticorpo, uma das mais utilizadas ¢ a MACS ( magnetic-activated cell sorting).

A tecnologia MACS utiliza anticorpos ligados a microparticulas de 6xido de ferro
que se ligam as células alvo, que através de um campo magnético sdo separadas das
restantes. Esta tecnologia utiliza sequencialmente quatro tipos de estratégias de
separagdo: selecdo positiva, eliminacdo de células indesejadas, sele¢do negativa e saida
sequencial. Na figura 9 encontram-se representadas as diferentes fases deste método,
primeiramente as células ndo marcadas sdo eluidas e as células marcadas sdo retidas na
coluna sobre a acdo de um campo magnético até serem removidas, obtendo-se duas
populagdes distintas.

A tecnologia MACS combina a utilizagdo de campos magnéticos de gradiente
elevado com pequenas microparticulas (Molday e Molday, 1984) e com a marcagdo
fluorescente (Miltenyi e col.,, 1990). Estas microparticulas sdo biodegradaveis e
apresentam magnetizacdo apenas na presenga de um campo magnético externo, e estao
conjugadas com anticorpos altamente especificos para um antigénio de superficie
celular. Assim, esta técnica que permite um isolamento de células com elevado grau de

pureza (Tomlison e col.,2012).
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Os métodos de separacdo que tém como base a ligagdo ao anticorpo sio
considerados o método de referéncia para a selecdo de populagdes individuais

(Tomlison e col.,2012).

Figura 9 - Esquema representativo de uma separacio magnética (MACS) (1) Colocacdo da
coluna de separagdo num campo magnético e adicdo da suspensdo de células marcadas (2)
Rejei¢do das células ndo marcadas (3) Remogdo do campo magnético e eluigdo das células
marcadas (células alvo) (Adaptado de Tomlinson e col.,2012).

1.9. Linhas celulares monociticas

As linhas continuas iniciaram-se na década de 70 quando um conjunto de linhas
celulares hematopoiéticas humanas representante de células neoplésicas in vivo foi
estabelecido in vitro por Minowada e colaboradores. Na tentativa de estabelecer linhas
celulares foram realizadas varias experiéncias de diferenciacdo em linhas tumorais
usando mitogénio (Colins e col., 1977; Gallagher e col.,1979).

As linhas celulares monociticas tém sido largamente utilizadas para estudar as
fungdes dos macrofagos dado que as linhas primarias de macrofagos sdo dificeis de
obter e ndo se multiplicam in vitro.

Em diversos estudos, tém sido demonstrado que as linhas celulares monociticas
como a U937, a HL-60 e a TPH-1, podem diferenciar-se em macrofagos apds estimulo
com phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) ou 1,25-dihydroxyvitamin D3 (VD3)
(Daigneault e col.,2010; Pujari e col.,2015).

A linha celular U-937 foi estabelecida em 1975 a partir de um paciente com um
linfoma histiocitico (Sundstrém e Nilsson 1976), apresentando carateristicas
morfoldgicas, citoquimicas e funcionais como: morfologia monocitica, perfil
monocitico-mieloide, capacidade de secrecdo de lisozima (Ralph e col.,1976),
capacidade reduzida de fagocitose (Sundstrom e Nilsson, 1976) e caridtipo aneuplodide
(Zech e col., 1976). O fenotipo desta linha celular ¢ unico, ndo se comparando com

qualquer outra linha de células hematopoiéticas (Nilsson e col., 1981).
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As carateristicas fenotipicas das células U-937 sugerem que estas representam
monocitos imaturos (Sundstrom e Nilsson 1976), e ap6s induzida a sua diferenciacado, as
células sofrem de uma mudanca morfoldgica gradual e maturagdo funcional semelhante
ao que estd descrito para diferenciacdo de células monociticas primarias (Koren e
col.,1979; Nilsson e col.,1980).

A linha celular THP-1 ¢ uma linha celular que foi estabelecida a partir de um
paciente com leucemia monocitica aguda (Tsuchiya e col., 1980). Koefler em 1986,
descreveu que contrariamente a outras linhas celulares, estas células ndo apresentam
anormalidades cromossomicas.

A linha celular HL60 foi estabelecida a partir de um paciente do sexo feminino com
leucemia mieloide aguda (Collins e col, 1977). A leucemia foi diagnosticada pela
primeira vez como leucemia promielocitica aguda no entanto, uma reavaliagdao das
amostras do paciente indicaram que se tratava de uma leucemia mielobléstica aguda

(Dalton e col., 1988).

1.10. Objetivos do estudo

A Lp ¢ uma bactéria capaz de invadir e de se multiplicar em células eucariotas,
incluindo monocitos humanos e células epiteliais. No entanto, outras espécies
pertencentes ao género Legionella, tal como L. steigerwaltii, ndo t€m capacidade de se
multiplicar em mondcitos humanos (Fields e col., 1986).

As fases do ciclo de vida da bactéria e os factores que promovem a sua replicagao
dentro da célula fagocitica e a sua transmissdo para um novo hospedeiro t€ém sido
objecto de diversos estudos utilizando linhas continuas. Deste modo, para estudar a
multiplicagdo intracelular da Legionella in vitro t€m sido utilizadas as linhas U937, HL-
60, TPH-1, Mono Mac 6.

Neumaister e colaboradores em 1997 demonstraram que existem algumas
espécies de Legionella e que se multiplicam intracelularmente em Mono Mac 6, como ¢
o caso de L. steigerwaltii, L. gormanii, L. pneumophila sg 6, L.pneumophila sgli, L.
bozemanii, L. oakridgensis e L. micdadei. Sendo que, as espécies L. longbeachae sg 1,

L. jordanis,L. anisa e L. dumoffi ndo apresentam esta capacidade.
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Alli e colaboradores em 2003 demonstraram que a Lp sgl, L. dumoffi e L.
micdadei podem replicar-se dentro de U937, sendo citopatogénicas apds 72 h,
manifestando altos niveis de crescimento intracelular. Verificaram ainda, que outras
espécies ndo possuiam essa capacidade.

Muito recentemente, Lawrence e colaboradores em 2015, demonstraram que L.
longbeachae, L. quinlivanii e L. londiniensis, isoladas a partir do ambiente t€m
capacidade para infetar e replicar dentro de macréfagos humanos diferenciados a partir
da linha celular monocitica THP-1. Verificaram também que, a espécie Lp pode invadir
e multiplicar-se nestas células apés um periodo de 48h.

As fases do ciclo de vida da bactéria e os fatores que promovem a sua replicagao
dentro da célula fagocitica e a sua transmissdo para um novo hospedeiro tém sido
objecto de numerosos estudos utilizando diferentes espécies de amibas e linhas
continuas, no entanto, nao existem estudos realizados em linhas primarias humanas.

Neste ambito surge o interesse neste trabalho experimental, que teve como
principal objetivo estudar o processo de replicacdo da Legionella em macréfagos,

obtidos por diferenciagdo de culturas primarias de mondcitos humanos.

O presente trabalho tem como principais objetivos:

1. Obter linhas primarias de macrofagos a partir de buffy-coats de dadores
voluntarios;

2. Avaliar a capacidade da Lp infetar linhas primarias de macr6fagos humanos;

3. Avaliar se a capacidade infeciosa da Lp ¢ dependente do grupo sanguineo do
dador;

4. Analisar o processo infecioso: determinar as taxas de multiplicacdo intracelular
da Lp;

5. Avaliar a eficiéncia da infe¢do e a capacidade citotoxica das bactérias

provenientes da lise celular.
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2. Material e Métodos

2.1. Culturas primarias

Neste trabalho experimental foram utilizadas linhas primarias obtidas de sangue
periférico. Para o isolamento PBMC’s recorreu-se a concentrados leuco-plaquetérios
(buffy-coats) obtidos de dadores voluntdrios (Anexo I) , fornecidos e eticamente

aprovados pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagdo- IPST.

2.1.1. Isolamento de células mononucleares de sangue periférico

As PBMC’s foram isoladas por centrifugacio mediante uma separagdo em
gradiente de Ficoll. O protocolo de isolamento ¢ iniciado com concentrado leuco-
plaquetario de 2 dadores. O processo estd representado esquematicamente na Figura 10

e o protocolo experimental encontra-se descrito posteriormente.

Gradiente
densidade

a . x a . ~
Buffy-coat I*centrifugagéo 2%centrifugacdo
<—— Plasma
<— PBMC’s
. <— Ficol
Células em cultura <«

Eritrocitos e granulocitos

Figura 10 - Esquema do isolamento de PBMC’s realizado durante o trabalho experimental.
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Protocolo experimental:

e Distribuir os buffy-coats por 2 tubos de 50 ml.

e Diluir o volume em PBS (Anexo IV) numa propor¢do de 3:2 (30 ml por
frasco).

e Centrifugar 2500 rpm, 10 minutos (desaceleragdo 1).

e Preparar o Ficoll (Biochrom AG) (a solugdo deve ser mantida a temperatura
ambiente) e adicionar 12 ml de Ficoll a 2 tubos de 50 ml.

e Prosseguir apenas com 1 dador, escolhendo o que tem maior anel e que ndo
tenha plasma avermelhado.

e Remover a camada intermédia (leucocitos) para um novo tubo, retirando
previamente o plasma.

e Perfazer com PBS até um volume final de 40 ml.

e Homogeneizar a solugdo e distribuir cuidadosamente e distribuir pelos tubos
2 com o Ficoll (20 ml em cada tubo). Adicionar gota-a-gota pela parede do
tubo.

e Centrifugar a 2500 rpm, durante 20 minutos (desaceleracao 0).

e Retirar as PBMC’s (anéis da amostra) para um novo tubo de 50 ml.

e Perfazer com PBS até aos 50 ml, diluindo 4 vezes aproximadamente.

e Centrifugar a 1200 rpm durante 10 minutos.

e Desprezar o sobrenadante e ressuspender com PBS até aos 10 ml.

e Retirar uma aliquota para contar (180 pl PBS + 20 pl de amostra).

e Contar as PBMC'’s, usando uma cdmara de Neubauer (usar quadrado central,
sendo suficiente contar 5 dos 25 quadrados).

e Centrifugar a 900 rpm, durante 5 minutos, de forma a remover as plaquetas.

e Retirar o sobrenadante, adicionando RPMI-1640 (Anexo IV) completo de

modo a obter uma concentracdo de 20 x 10° PBMC’s /ml.
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2.1.2. Congelacio e descongelacio de células mononucleares de
sangue periférico
A fim de preparar as células para o processo de congelacdo realizou-se os

seguintes passos:

Protocolo experimental:

e Ressuspender cuidadosamente as células, numa concentracdo de 12,5 x
10° PBMC’s/ml, em meio RPMI suplementado com FBS 20 %.

e Adicionar as células gota a gota o meio de congelagdo, o qual ¢ composto
por RPMI-1640, suplementado com FBS a 20% e DMSO a 20%.

e A concentragdo final de células corresponde a 6,25 células/ ml em meio
RPMI-1640 com 20 % FBS ¢ 10% DMSO.

e Misturou-se a suspensao de células e distribuiu-se pelo numero adequado
de criotubos, de maneira que cada um conter um volume de 800 pl,
correspondendo a 5 x 10° PBMC’s.

e Transferiu-se os criotubos para um "Mr Frosty” (Nalgene) e colocou-se
num congelador a -80°C.

e Depois de um minimo de 24 horas, removeu-se 0s criotubos do
recipiente, sendo armazenados num congelador a -80°C para serem
utilizados posteriormente.

e Descongelar rapidamente as células, agitando os criotubos em banho
maria a 37°C.

e Contar o nimero de células congeladas de modo a comparar ao nimero
original de PBMC’s antes da congelagao.

e Ressuspender as células em PBS até 10 ml e centrifugar a 800 rpm
durante 10 minutos.

e Remover o sobrenadante e ressuspender o sedimento em 800 pul RMPI
completo (volume original).

e Retirar uma nova aliquota para uma vez mais determinar o nimero de
PBMC’s na amostra.

e Contar as células em a cadmara de Neubauer com Azul Tripano.
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2.1.3. Adesao de mondcitos

O processo de adesdao permite que os monocitos aderiram a placa. Este processo

requere os seguintes passos:

e Ressuspender as células em RPMI completo.

e Pipetar 2 ml para cada pogo de uma placa de 12 pogos.

e Incubar as placas de cultura durante 30-45 minutos na estufa de CO, a 37°C.

e Apods incubagdo o fundo da placa fica opaco com as células aderentes, os
mondcitos.

e Remover o meio com as células ndo aderentes (linfocitos).

e Lavar duas vezes com meio RPMI simples.

e Colocar RPMI completo em todos os pogos da placa.

2.2. Isolamento de monocitos usando o kit de selec¢ao positiva “CD14
MicroBeads” (Miltenyi)

O procedimento para este isolamento ¢ igual ao isolamento de PBMC’s excepto
os dois ultimos pontos.
Assim, apds o isolamento e contagem das PBMC’s procedeu-se a separacdo das

células CD14+:

e (alcular o volume necessario de beads e tampao beads:

Volume de tampao beads = n°células x 80 pl
3X 10’
Volume de CD14 Microbeads = n° células x 20 ul
3X 10’

e Ressuspender as células nos volumes calculados anteriormente (o tampao e as

beads devem sempre ser mantidos no gelo).

e Incubar a 5 °C (banho) durante 15 minutos.
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e Adicionar 1-2 ml de tamp3o beads por cada 107 células.

e Centrifugar a 1200 rpm, 10 min (para remover as beads que nao estdo ligadas as

células) e descartar o sobrenadante.

e Preparar a coluna: colocar no suporte ¢ lavar com 3 ml de tampao beads (nao

deixar secar a coluna).

e Ressuspender a suspensdo celular em 500 pl de tampao beads por cada

10%células.

e Caso o nimero de células seja superior a 400 x10°, passar a suspensdo por um

cell strainer de 40 pm.
e Aplicar a suspensao celular na coluna.

e Lavar a coluna adicionando 3 vezes 3 ml de tampao beads. Tudo o que sai da
coluna até aqui corresponde a fraccdo CD14-, a qual podera também ser
utilizada, se desejado.

e Remover a coluna do magneto e colocar num novo tubo de 15 ml.

e Pipetar 5 ml de tampao beads para dentro da coluna e inserir imediatamente o
émbolo: as células marcadas magneticamente serdo removidas da coluna (tirar
aliquota para contar).

e Centrifugar a 1200 rpm, 10 minutos (valido para qualquer uma das fracgoes).

e Contar o n° de células.

2.2.1. Diferenciacdo de monocitos em macrofagos

Este processo permite aos mondcitos diferenciarem-se em macrdéfagos, sendo
necessario 7 dias em cultura para que o processo esteja concluido.
Para a diferenciagdo utilizou-se uma concentragdo de 1,0 x 10°® monocitos/ml e 1000 U/
ml de GM-CSF.
Para tal, adiciona-se 0 GM-CSF a quantidade de RPMI completo necessario para
colocar as células na concentragao pretendida, posteriormente adicionou-se as células ao

meio, misturou-se bem e distribuiu-se por placas de 12 e 6 pocos.
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Durante o periodo de cultura, ¢ necessario efetuar a mudanga do meio de modo a
prolongar a viabilidade celular. Para tal, de 3 em 3 dias retirava-se 2,5 ml de meio e

colocava-se 3 ml.

2.3 Estudos de viabilidade celular

O estudo da viabilidade celular ¢ realizado normalmente, apos a realizagdo um
isolamento celular, uma vez que podem ocorrer danos traumaticos para as células. O
principio basico desta técnica associa a integridade da membrana celular com a
absor¢ao ou libertagdo de um corante. No primeiro caso as células normais excluem o
corante, no entanto quando ocorre uma danificagdo da membrana ha uma penetracao do
corante na célula.

Um dos corantes mais utilizados, ¢ que foi utilizado neste protocolo, é o azul
tripano.

A solucdo de células ¢ diluida numa propor¢do de 1:2 em 0,4% de azul tripano e

de seguida observam-se as células na camara de Neubauer.

2.4. Culturas

2.4.1. Cultura de monécitos e macrofagos

A cultura foi mantida in vitro através da utilizagdo de meio RPMI-1640 (1X)
(gibco by life technologies) suplementado com 10% (v/v) FBS, 2 mM L-glutamina
(gibco by life technologies), 100 pg/ml estreptomicina/penicilina, 1 % (v/v) de
aminodcidos ndo essenciais (gibco by life technologies), 1 % (v/v) de piruvato de Sodio

(gibco by life technologies).

2.4.2. Cultura bacteriana

No presente trabalho foi utilizada a estirpe Lp Paris. A estirpe encontrava-se
armazenada em meio de congelagdo (skin milk ) a -70° C, sendo posteriormente

inoculada em meio BCYE (Anexo II), durante dois dias a 37°C.
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No inicio deste trabalho, realizou-se os ciclos de infe¢do utilizando Lp
diretamente de uma placa de BCYE. Para tal, efetuou-se uma suspensao em RPMI-1640
com 2 a 3 colonias de uma cultura com 24h de crescimento a 37°C. Realizou-se a leitura
da suspensdo a ODssg nm até atingir 1,2 (correspondente a 1,0 x 10° Lp/ml). A pureza da
cultura foi previamente verificada a Lupa.

Numa segunda fase, passou-se a efectuar os ciclos de infe¢do utilizando a cultura

liquida no inicio da fase estacionaria.

2.4.2. Cultura liquida

Para realizar a cultura liquida foi necessario colocar 100 ml de meio AYE
(Anexo III) num Erlenmeyer de 250 ml e inocular com 3 ansas de 1 ul de uma cultura
Lp em BCYE. A cultura liquida foi realizada a 37°C a 170 rotagdes por minuto (rpm)
(agitador Medline 3000).

Para realizar a infeg¢@o € necessario que a Lp se encontre na fase estacionaria de
cultura (fase transmissiva da bactéria), para tal, o crescimento da bactéria em meio AYE

foi avaliado pela leitura da DOssg nm (espectrofotometro Shimadzu UV/1700).

Monitorizacao da cultura

e Monitorizar a densidade Optica de hora a hora até que esta atinga o estado
estacionario.

e A partir da DO de 2000 efectuar dilui¢des com o meio de cultura a fim de manter
a linearidade da leitura.

e Considerou-se fase estacionaria quando em leituras sucessivas a DO esteja
compreendida entre 0,05 e 0,100.

e (Colocar 5 ml de cultura de Lp num tubo de 15 ml.

e Centrifugar 15 minutos a 4000 rpm.

e Desprezar o sobrenadante.

e Adicionar 10 ml de RPMI simples e ressuspender as células.
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e Efetuar a leitura da suspensdao ODss nm de modo a obter uma DO = 1,2

A morfologia das bactérias foi confirmada através da observacdo ao microscopio
optico (Zeiss) com objectiva de 100x. A pureza da cultura liquida foi verificada

semeando uma aliquota em BCYE-a e gelose de sangue.

2.5. Procedimento de Infecao

2.5.1. Contagem de células (Camara de Neubauer)

Para se proceder a infe¢do de macrofagos com Lp foi necessario que o processo
de diferenciacdo estivesse concluido.

Para efectuar uma infe¢do com uma propor¢do conhecida foi indispensavel
quantificar macréfagos e Lp. Pelo que, foi necessario a preparacdo de uma suspensdo de
células em cultura (mondcitos ou macrofagos) e efectuar a contagem. Assim, foi
necessario destacar as células (monocitos ou macréfagos) que estavam aderentes ao
fundo da placa, com o auxilio de um raspador e proceder a sua contagem em Camara de
Neubauer. Posteriormente determinou-se o numero de células/ml.

O numero total de células por mililitro (total, viva ou morta) foi determinado da
seguinte forma:

Numero de células/ ml = Total de células x DF x 10*

O DF corresponde ao factor de diluigdo e 10 refere-se ao volume da camara de
Neubauer. A fim de se obter o numero total de células existentes na suspensdo o
resultado da féormula teve que ser multiplicado pelo volume da solugdo final (ml). As

dilui¢oes foram efectuadas com PBS.

Figura 11 - Camara de Neubauer
utilizada para efetuar a contagem
de células.
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2.5.2. Infecdo de monocitos e macrofagos

Para cada ciclo de infecdo ¢ de modo a confirmar auséncia de contaminagoes,

realizou-se um controlo negativo (pogo com células ndo inoculadas com Lp).

A infecdo de monodcitos e macréfagos foi efectuada utilizando 3 diferentes

propor¢des bactérias / células (multiplicity of infection - MOI) 10, 50 e 100.

A infecao de monocitos € macrofagos foi efectuada mediante a seguinte técnica:

e Antes de iniciar uma infe¢do remover o meio RPMI completo e adicionar o meio
RPMI sem antibioticos.

e A cada pogo da placa pipetar o volume necessario da suspensao de Lp de forma
a obter os MOIs de 10, 50 € 100.

e Incubar a cultura durante 2 horas a 37°C a 5%CO,

e Remover as bactérias extracelulares através da adicdo de 75ug/ml de
gentamicina durante 1 hora a 37°C e 5% CO,.

e Efetuar 3 lavagens com RPMI simples.

e Adicionar 3 ml de RMPI completo sem antibidticos.

e Colocar na estufa a 37°C e 5% CO,.

e QObservar a cultura ao microscopio invertido as 24 horas, 48 horas e 72 horas.

2.5.3. Quantificacio de Legionella pneumophila Paris intra e
extracelular

e A cada 24h, remover o sobrenadante da cultura, raspando as cé€lulas aderentes
(monocamada).

e Centrifugar as células a 15000 rpm durante 5 minutos, de modo a lisar as células
(apenas para bactérias intracelulares).

e Preparar dilui¢des seriadas (10", 102,10”) em eppendorfs de 1,5 ml, utilizando o

sobrenadante e o lisado das células.
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e Para determinar o numero de bactérias viaveis inocular cada diluicio em meio
BCYE, utilizando a técnica Miles (plaquear 3 gotas de 30 pl, de cada diluicao).

e Observar as placas para verificar se ocorreu crescimento de colonias de Lp.

e Determinar as UFC/ml existentes no sobrenadante (bactérias extracelulares) e nas
células aderentes (bactérias intracelulares) por contagem das colonias apds
incubagao das placas 5 dias a 37°C.

e A contagem foi efetuada na dilui¢ao que apresentou 3 a 30 CFU/ml por gota .
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3.Resultados e Discussao

3.1. Isolamento e quantificacio de células mononucleares de sangue
periférico

Para obter as linhas primarias pretendidas (mondcitos e macrofagos) para
posteriormente se proceder a infe¢do com Legionella, recorreu-se ao isolamento de
PBMC’s a partir de sangue periférico de dadores voluntarios.

Os critérios de selegdo de dadores foram, preferencialmente pertencerem ao sexo
masculino e com idade inferior a 65 anos e a colheita ser realizada em dia anterior ao do
isolamento das PBMC’s.

Em cada isolamento optou-se por iniciar o processo com buffy-coats de 2
dadores diferentes.

Apos a primeira centrifugacdo, em que se obtém o anel correspondente a camada
de leucécitos que se pretende isolar, foi necessario avaliar qual dos dadores possuia a

maior camada, de modo a garantir que no final se obtinha o maior rendimento celular.

A

<— Plasma ———>

PBMC’s —>
<—— Leucocitos

Ficoll ——— >
<——  Eritrdcitos e —>

granulécitos

Figura 12 - (A) Anel de leucdcitos obtidos apds a 1* centrifugagdo (B) Anel de PBMC’s obtido apos a 2°
centrifugagdo
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Nesta fase, o objetivo primordial é recolher a camada de leucdcitos que se
encontra na interfase de modo a isolar posteriormente uma grande quantidade de
PBMC’s. Como ¢ essencial uma grande quantidade leucocitos, ¢ necessario retirar o
anel da interfase e alguns granulocitos e eritrocitos que se encontram abaixo desta zona,
uma vez que existem ainda leucocitos junto as células vermelhas. Se tal ndo acontecer,

corre-se o risco de perder células, comprometendo o isolamento de PBMC'’s.

Numa fase inicial do trabalho experimental, verificou-se que os rendimentos
obtidos com os dadores 1, 2 e 3 ndo foram muito elevados, obtendo-se quantidades de
PBMC’s inferior ao necessario para prosseguir com a técnica de adesdo, sendo a média

destes isolamentos de 50 x 10° PBMC’s/ml (Tabela 1).

No decurso do protocolo e apds retirar as células da interfase e efetuar a 2°
centrifugacdo teve-se especial cuidado, de modo a ndo contaminar a camada de
PBMC’s com globulos vermelhos. Este cuidado ¢ de extrema importancia para obter

uma cultura com elevado grau de pureza.

Tabela 1 - Caraterizagdo dos dadores e tipos de sangue utilizados no isolamento de células
mononucleares de sangue periférico e respectivos rendimentos.

Sexo Idade n° total de células mononucleares obtidas por saco
de concentrado leuco-plaquetirio

Dador ORH- | Feminino 26 anos 56 x 10° PBMC’s

Dador ARH- Feminino 25 anos 44 x 10° PBMC’s

Dador ARH- | Feminino 19 anos 50 x 10° PBMC’s

Dador ARH™ | Masculino | 30 Anos 487x10 °PBMC’s
Dador ARH Feminino 35 Anos 165 x 10° PBMC’s
Dador ARH™ | Masculino 52 Anos 635 x 10° PBMC’s
Dador BRH™ | Masculino 56 Anos 400 x 10°PBMC’s
Dador ORH™ | Masculino 60 Anos 615 x 10° PBMC’s
Dador ORH" Feminino 60 Anos 595 x 10° PBMC’s
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Dador ORH' | Masculino 26 Anos 425 x 10° PBMC’s

Dador ARH® | Masculino | 21 Anos 625 X 10° PBMC’s

Dador BRH® | Feminino 18 Anos 350 x 10° PBMC’s
Dador Masculino 60 Anos 635 x 10° PBMC’s
ABRH"

Em média foi possivel obter apds o isolamento celular, um rendimento de 493,2
x 10 > PBMC’s / ml. A figura 13, mostra uma imagem de PBMCs numa cimara de

Neubauer antes de efetuada a contagem.

Figura 13 - PBMCs, em camara de Neubauer,
apos isolamento por gradiente de densidade

(ampliacio 400x).

Podemos verificar, na tabela 1 que dadores do sexo feminino t€ém valores de
PBMC’s/ml no final de cada isolamento inferiores aos dadores do sexo masculino, o
que estd em concordancia com o valor de leucocitos normalmente presente neste sexo.
Durante o presente trabalho ndo se efectuou a quantificacdo inicial de leucocitos pelo
que nao foi possivel determinar o rendimento de cada processo de separagdo, que
permitiria estabelecer uma relagdo entre o nimero de células isoladas e o niimero de

células presentes no buffy-coat inicial.

Ao analisar a tabela 1, verifica-se que a idade dos dadores cujos buffy-coats
foram disponibilizados pelo IPST estd compreendida entre os 18 e 60 anos. Verificou-se

que dos dadores com idades entre os 18 e os 35 anos, se obteve um rendimento de
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PBMC’s mais baixo, apresentando uma média de 275 x 10° PBMC’s, e que nos dados
com idades entre os 35 e 60, a média foi 576 X 10° PBMC’s. Assim, a idade parece ser
também um factor preponderante no rendimento obtido. No entanto, estes valores nao

sao estatisticamente significativos devido ao baixo numero de isolamentos efetuados.

Podemos verificar, na tabela 2 que o grupo sanguineo mais frequentemente

utilizado neste trabalho foi o A (n =6).

Tabela 2 - Numero de dadores isolados por grupo sanguineo

Grupo sanguineo | N’ de isolamentos
A 6
0 4
B 1
AB 1

3.1.1. Adesao e cultura de monocitos

Nos ensaios de adesdao efetuados foram utilizadas em média uma concentragao
de 20 x 10° PBMC’s / ml em cada pogo. Na Figura 14, apresenta-se o aspeto de um

poco de uma placa de 6 pogos, mostrando a grande densidade celular.

A técnica da adesdo por ser inespecifica possui algumas desvantagens. Uma
delas, ¢ a necessidade de uma grande densidade celular porque os mondcitos circulam
numa pequena percentagem no sangue periférico e por isso para garantir que no final do
processo de adesdo existam monocitos suficientes para prosseguir com a cultura ¢
necessario no inicio colocar grande nimero de PBMC’s em cada pogo da placa. Assim,
como se colocou uma grande quantidade de PBMC’s a aderir ocorreu a formagao de
aglomerados celulares, como se pode observar na figura 14, dificultando deste modo, a

adesdo de mondcitos ao fundo da placa.
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Figura 14 - PBMC’s em cultura, observagao ao microscopio de fundo invertido

(ampliagdo de 400 x). O circulo a preto indica aglomerados celulares.

Por outro lado, a diferenciagdo em macrofagos estd dependente do ntimero de
mondcitos que adiram a placa. Como se pode verificar na figura 15, apesar de
inicialmente a quantidade de PBMC’s ser elevada, obteve-se um baixo niimero de

células aderentes.

Figura 15 - Monocitos em cultura ap6s adesdo ao fundo da placa
(Ampliagdo 400 x).
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3.1.2. Isolamento de mondcitos usando o kit de seleccdo positiva
“CD14 MicroBeads” (Miltenyi)

Dado que o rendimento de monocitos obtido pelo método de adesao a placa foi
baixo e, como ja referido anteriormente, tem a desvantagem de ser inespecifico, nao
garantindo o grau de pureza celular, uma vez que pode existir mais que um tipo de
células a aderir. Realizou-se o isolamento de mondcitos utilizando o kit de sele¢ao
positiva (CD14 Microbeads), de modo a comparar o nimero de células obtidas de um

isolamento por panning (adesao) e um isolamento utilizando o kit de selecao positiva.

Este isolamento permitiu a obtengdo de células CD14", uma vez que se utilizou
beads especificas para este marcador. As células CD14" (mondcitos) correspondem a
fragdo selecionada positivamente, obtida apds o €émbolo ter sido aplicado a coluna (tal
como descrito em 1.8.4.3 e em 2.2). No final deste procedimento a populacao obtida
corresponde exclusivamente a mondcitos, enquanto que na técnica de adesdo ndo

podemos afirmar que todas as células aderentes a placa sdo mondcitos.

Tabela 3 - Contagem de células obtidas por adesdo e pelo kit “CD14 Microbeads”

Contagem de PBMC’s Contagem de Rendimento
monocitos
Adesio 625 x 10> PBMC’s 100 x 10° cél/ml 16%
Selecdio positiva | 580 x 10° PBMC’s 113,5x 10°cél/ml | 19,6 %

Pode-se verificar através da tabela 3 que o isolamento de monocitos realizado
através do kit de sele¢do positiva ¢ mais eficaz que o método de adesdo, o rendimento

foi superior.
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3.2. Diferenciacio de mondcitos em macrofagos

A diferenciagdo dos mondcitos em macrofagos € realizada apds as técnica de
adesdo ou selecdo positiva e ocorre durante 7 dias (como descrito em 2.2.1 ) Numa
primeira fase, do presente trabalho, efectuou-se um processo de diferenciagdo sem
citocina, verificando-se que, apds os 7 dias, ndo existiam alteragdes morfologicas
caracteristicas da transicdo mondcito a macréfago. Numa segunda fase, utilizou-se GM-
CSF, citocina especifica que induz a diferenciacdo de monécitos em macrofagos.

Como, se pode verificar na figura 16, o GM-CSF induziu a adesdo e a alteracdes

morfoldgicas nas células apds os 7 dias de diferenciacdo. Estas alteracdes comecaram a

ser visiveis ao fim de 4/5 dias.

i C

Figura 16 - (A) Mondcitos apds adesdo (1° dia de diferenciagdo). (B) Macrofagos apos 7 dias de
diferenciagdo com GM-CSF (1 pg/ml). As setas indicam morfologia caracteristica de macrofago.
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3.3. Congelac¢iao de células mononucleares do sangue periférico

No inicio do estudo, um dos objetivos propostos era testar a viabilidade e
infeciosidade da bactéria Legionella, proveniente de um ciclo de infe¢do anterior, isto &,
pretendia-se efetuar infe¢des sucessivas utilizando a mesma linha primadria, obtida a
partir do mesmo dador. Para cada ciclo de infe¢do seria utilizada a Lp recolhida do ciclo
anterior. Para tal, seria necessario recorrer a congelacdo de células apés o isolamento.
Com este procedimento pretendia-se garantir que todos os ensaios eram efetuados com
as células nas mesmas condigdes, de modo a que evitar que os resultados dos diferentes
ciclos de infe¢ao fossem influenciados por alteracdes da linha celular.

A congelacdo de células humanas ¢ um processo que pode levar a morte celular,
isto €, a viabilidade celular é comprometida por este processo.

No nosso estudo apoés a descongelacdo das PBMC’s verificou-se que ao colocar as
células em cultura havia a formac¢ado de muitos aglomerados celulares, o que dificultou o
processo de adesdo de PBMC’s ao fundo da placa.

Testou-se a viabilidade das células congeladas com azul tripano verificando-se
uma perda de viabilidade, assim como uma diminuicdo do numero de células,
relativamente a contagem efetuada no dia do isolamento das PBMC’s. Como os valores
das contagens obtidos apds o descongelamento (tabela 3) era suficiente para prosseguir
com o protocolo de adesao e infecdo optou-se por abandonar este desenho do estudo.

Na tabela 4, encontram-se os valores de PBMC’s no dia do isolamento e apds
descongelagdo, verificando-se que houve uma diminui¢do no numero de células, o que
comprometeu o sucesso da técnica de adesao de mondcitos e consequente diferenciagdao

em macrofagos humanos.

Tabela 4 - Contagem de PBMC'’s antes e apos descongelagdo

Dia de isolamento Apos congelagao
Dador ARH™ 30 anos 48,7 x 10°PBMC’s 24,0 x 10° PBMC’s/ml
Dador ARH™ 52 anos 63,5 x 10°PBMC’s 32,2 x 10°PBMC’s/ ml
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3.4.Cultura de Legionella pneumophila Paris

Foram testadas dois tipos de culturas de Lp Paris, em placa de BCYE (24h de
incubagdo) e em meio liquido (AYE).
Numa primeira fase, optou-se por realizar ciclos de infe¢ao diretamente de uma placa de
BCYE, fazendo uma suspensdao em meio RPMI-1640, posteriormente utilizou-se uma
cultura liquida. Esta decisdo baseia-se no facto de ndo se pode garantir que a Lp
proveniente da placa esteja em fase estacionaria contrariamente ao que acontece na
cultura liquida, que permite que haja monotorizagdo da cultura e recolha no momento
exato em que esta atinge a fase estaciondria. Assim, as culturas em AYE foram
monitorizadas por espectofotometria de modo a obter Lp Paris em fase estacionaria que
corresponde a fase virulenta da bactéria. Na Tabela 5 apresenta-se um exemplo de uma

curva.

Tabela 5 - Exemplo de leituras de Lp Paris a uma ODssg ,,,, em meio AYE

Horas Densidade optica
Oh 0,0756
12h 1,691
20h 3,125
22h 3,621
24h 3,642
25h 3,521
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Figura 17 - Exemplo de uma curva de de Lp Paris em AYE.

Pode verificar-se que a Lp Paris se encontra na fase exponencial
aproximadamente até as 21 horas de cultura em AYE, atinge a fase estacionaria
aproximadamente as 24h e entra em fase de morte celular a partir das 25h.

Ao microscopio optico (100 X) verificamos, em concordancia com diversos
estudos publicados, a bactéria passou da forma ndo modvel (na fase exponencial) para a
forma moével (na fase estaciondria). A fase ndo modvel corresponde a bactéria ndo
virulenta e a fase modvel a fase virulenta, por isso se optou por recolher a Lp nesta fase

para infetar os mondcitos e os macrofagos.

3.5. Infecao em mondcitos e macrofagos

Realizou-se os ciclos de infe¢do com Lp Paris testando diversas condigdes de

cultura e utilizando duas linhas celulares primarias (monocitos € macrofagos).

O primeiro ponto a ter em consideracdo no inicio de cada ciclo de infecdo as

células encontram-se em meio RPMI-1640 suplementado com antibioticos, penicilina e
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estreptomicina, de modo a prevenir a contaminacdo com eventuais bactérias
provenientes do dador ou do processo de isolamento, no entanto, antes de iniciar o ciclo
de infeg¢do ¢ necessario remové-los, substituindo o meio de cultura por RPMI-1640 sem
este aditivo. Este cuidado € necessario apesar de esta bactéria ser resistente, porque a
presenca de antibidtico podera alterar o processo de infe¢do nos mondcitos e

macrofagos.

Numa primeira fase do estudo uma das condigdes que foi testada foi a utilizagao
de RMPI-1640 com FBS. Para potenciar a fagocitose da Lp Paris pelos mondcitos e
macrofagos alterou-se esta condigdo passando-se a realizar ciclos de infe¢do em RPMI-
1640 sem FBS, uma vez que sem este componente os monocitos e macrofagos teriam

uma maior apeténcia para fagocitar a Lp.

O tempo de contacto entre bactérias e mondcitos e macrofagos escolhido foi de
2h a 37°C, para potenciar o contacto entre ambos (Wieland e col.,2006) mas sem
centrifugacdo apos a adicdo das bactérias. Este protocolo revelou ser menos lesivo para
as células.

Outra das condicdes testadas foi o uso de antibidtico (gentamicina) apés o
periodo de incubacao com a bactéria a fim de remover as bactérias extracelulares, isto €,
as que ndo foram fagocitadas (Wieland e col.,2006, Wieland e col., 2004), realizou-se
também ciclo de infecdo sem este antibiotico. Nos ciclos de infecao sem a utilizagao da
gentamicina verificou-se a multiplicagdo das bactérias ndo fagocitadas pelo que ndo era

possivel visualizar o que ocorria dentro dos monocitos € macréfagos.

No final do tempo de incubagdo, optou-se por efetuar 3 lavagens de modo a
diminuir o nimero de bactérias que ndo foram fagocitadas, antes da juncdo da

gentamicina.

Com os diferentes protocolos testados (diferentes MOIs e diferentes condi¢des
de culturas) os resultados foram similares, isto €, verificou-se pequenas alteracdes na
morfologia das células que tiveram em contato com a Lp Paris versus o controlo

negativo. Na figura 18 observa-se altera¢cdes na morfologia dos macrofagos (setas na
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figura 18) indiciando que pode ter ocorrido a entrada de Lp nestas células. No entanto,
para se ter a certeza de que a infe¢do ocorreu ¢ necessario a quantificacdo das bactérias

que se multiplicaram no interior das células.

A

Figura 18 - Morfologia de monécitos humanos em RPMI observada em microscépio invertido(40x).

Macroéfagos ndo infetados (controlo negativo) (A) e macréfagos 48h apos infecdo com Lp (B). As setas indicam a
mudanca morfoldgica que ocorreu nos macrofagos.

3.6. Quantificacio de bactérias intra e extracelulares

Para quantificar as bactérias foi utilizado o método Miles. No total plaqueou-se
um volume de 90 pl por diluicdo (30ul em triplicado) e observou-se apds 5 dias de
incubagao a 37°C.

Plaqueou-se o sobrenadante e o lisado da monocamada com objectivo de
quantificar, respectivamente, as bactérias extracelulares e as que se multiplicaram
intracelularmente apds o processo infecioso. Na figura 19, apresenta-se o crescimento
obtidos nos ensaios com a linha priméria de monocitos, as 24h e 48h apo6s a infecdo. As
colonias obtidas foram visualizadas a lupa, apresentando o aspeto caracteristico em

vidro moido da Legionella.
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A contagem obtida para as bactérias intracelulares, as 24h, foi superior a obtida
para as extracelulares, indiciando que a utilizagdo da gentamicina foi eficaz (tabela 5 e
6).

Comparando os valores das contagens obtidos as 24 e 48h verificou-se que 48
horas apds a infecdo o numero de bactérias foi inferior, isto €, os valores obtidos nas
contagens das bactérias intracelulares as 24h foi superior a 10° CFU/ml e as 48h foi de
73 CFU/ml. Este resultado pode ter ocorrido porque as bactérias que foram fagocitadas
pelos mondcitos entraram na via endocitica normal, isto ¢, foram destruidas pelo
fagolisossoma. Outra explica¢do possivel ¢ a de que o valor das 24h estar influenciado
pelas bactérias extracelulares, no entanto, os resultados anteriores (os obtidos no

sobrenadante) apontam para que esta explica¢do ndo seja plausivel.

Puro

Figure 19 - (A) Plaqueamento de Lp as 24h e (B )48h apos infecdo da linha primarias de monocitos. (C)
Observagdo de crescimento de colonias de Lp Paris em meio BCYE cerca de 5 dias apds o plaqueamento.
Confirmagao a lupa que se tratava de Legionella.
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Tabela 6 - Contagem de Lp Paris (CFU’s/ ml) obtidas a partir do monocamada de monocitos apos 24h e
48h apos infecdo (bactérias intracelulares). Resultado de 3 réplicas bioldgicas.

Horas Diluic¢io N° de colonias observadas CFU’s/ ml
Puro Crescimento confluente -

24 H 107" Crescimento confluente i
10” Crescimento confluente -
10~ >30) >10°
Puro 22 73

48 H 107 1 -
10~ 3 -
10~ 1 -

Tabela 7 - Exemplo de uma contagem de Lp Paris (CFU’s/ml) obtidas a partir do sobrenadante de uma

infe¢do de monocitos

biologicas.

Horas

Diluicao

N° de colonias
observadas

24 H

Puro

1

48 H

(=) fel kel ol el far) fan)

(bactérias extracelulares) as 24h e 48h apos infecdo. Resultado de 3 réplicas
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4. Conclusoes

A patogénese da bactéria Legionella esta relacionada com a sua capacidade de
sobreviver e multiplicar-se no interior dos macrofagos humanos. O objectivo principal
deste trabalho foi estudar a sua replicagdo em linhas monociticas primarias, isoladas a
partir de PBMC’s.

Em diversos estudos, tem sido documentado que a Lp para além de se replicar
dentro dos macrofagos ¢ citopatogénica para estas células, bem como para mondcitos e
células epiteliais (Kwaik e col., 1998; Husman e Johnson, 1994;Pearlman e col.,1988).

Neste trabalho, um dos primeiros objectivos foi isolar linhas celulares primarias
a partir de sangue periférico de dadores através de gradiente densidade (Riedhammer e
col., 2014; Nazarpour e col.,2012) de modo a posteriormente serem infetadas pela
bactéria Lp Paris.

Num isolamento de PBMC’s por gradiente de ficoll as células isoladas podem
ter uma viabilidade até 99% (Nazarpor e col.,2012) pelo que este método de separagdo ¢
apropriado para a realizagdo do trabalho proposto. Assim, realizaram-se varios
isolamentos de sangue periférico de dadores, com diferentes grupos sanguineos, sexo e
idades de modo a obter linhas primérias monociticas para posterior diferenciagdo em
macrofagos. Conclui-se que no final de cada isolamento os dadores com idades
compreendidas entre os 18 € os 35 anos apresentavam valores de PBMC’s mais baixos
que os restantes dadores , o que pode estar relacionado com a frequéncia de déadivas
anuais nos dadores com idades superiores. O sexo masculino apresentava valores de
PBMC’s mais elevados que o sexo feminino, o que era previsto, pelo que sempre que
foram requisitados os buffy-coats ao IPST, solicitava-se preferencialmente dadores do
sexo masculino.

Procedeu-se, numa fase inicial, a congelacdo das PBMC’s, tendo-se verificado
uma perda de viabilidade e quantidade de PBMC’s, o que pode estar associado a
toxicidade do DMSO (Riedhammer e col., 2014 ; Nazarpour e col.,2012).

Como referido anteriormente, a congelagdo de PBMC’s nao se revelou eficiente
para células humanas primarias , ndo possibilitando a concretizagdo do desenho de

estudo inicialmente proposto, que utilizaria bactérias provenientes de um 1° ciclo de
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infecdo, testando num segundo ciclo a sua capacidade citotoxica em células
diferenciadas a partir do mesmo dador.

Os mondcitos circulam em pequena quantidade no sangue periférico, pelo que a
obtengdo de linhas primarias a partir de buffy-coats € um processo complexo.

Da literatura sabe-se que os monocitos que migram para os tecidos se
diferenciam em macrofagos na presenca de factores de crescimento e citocinas pro-
inflamatérias (Shi e Pamer, 2011). Em diversos estudos tém sido aplicadas varias
estratégias, para que seja possivel estudar a diferenciacao dos macrofagos in vitro a
partir de linhas celulares monociticas, de modo a obter um fendtipo de macrofagos
altamente diferenciado. O PMA tem sido utilizado para promover a diferenciagdo de
monocitos a macroéfagos, em linhas continuas (Dreskin e col., 2001) e 0 GM-CSF em
linhas primarias. Esta ultima citocina foi utilizada neste trabalho para diferenciar os
mondcitos em macrofagos.

A heterogeneidade dos macrdofagos ¢ influenciada pelo seu estado de
diferenciagdo (Gordon ., 2007; Geissman e col., 2010) e isso poderd ter influenciado o
nosso estudo, pelo que serd interessante na continuacao do presente trabalho analisar
previamente por citometria de fluxo o estado maturacional das células utilizadas para os
ciclos de infegao.

Num estudo publicado recentemente, foi testado o papel de uma lectina fungica
(RBL) que estimula a proliferagdo e secre¢do de citocinas em PBMC’s, tendo sido
também avaliado a capacidade que a lectina possui para induzir a diferenciagdo de
monocitos em macrofagos tanto numa linha tumoral como em células primarias. Os
autores provaram que a RBL induz a adesdo e mudancas morfologicas em monocitos
isolados a partir de PBMCs, e ainda apresenta um papel muito importante no aumento
da actividade fagocitiva dos monocitos, em comparagdo com outros diferenciadores tais
como, PMA e LPS. A diferenciagdo de monocitos humanos em macréfagos com RBL
constitui um modelo in vitro de grande potencial (Pujari e col.,2015). O marcador
CD54 ¢ um marcador especifico da actividade dos macréfagos e foi também
demonstrado que as células expostas ao RBL apresentam 99% positividade para este
marcador. Uma vez que o estado maturacional e a sua actividade fagocitica sdo de
extrema importancia para que estas células possam fagocitar bactérias, teria sido

interessante no nosso estudo o uso desta lectina, bem como o uso do referido marcador
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por citometria de fluxo para avaliar a actividade das nossas células. Serd ainda
interessante estudar o processo de fagocitose nas linhas primarias de monocitos e
macrofagos.

Outros estudos, referem que o CD14, um marcador dos monocitos, ¢ necessario
para actividade fagocitica dos macréfagos (Devitt e col., 1998; Flora e col., 1994;
Schlegel e col., 1999).

Dos estudos utilizando bactérias do género Legionella e células humanas, a
maior parte foi realizada em macréfagos humanos diferenciados a partir de linhas
celulares continuas como TPH1, U937, MM6 cells, HL-60 (Alli e col.,2003;Neumaister
e col.,1997; Lawrence e col., 2015), tendo sido demonstrado que esta bactéria replica-se
nestas células sendo citopatogénicas para as mesmas. A diferenciacdo de linhas
monociticas a partir de linhas continuas ¢ um processo estudado por diversos autores,
contrariamente, aos das linhas celulares primarias.

No nosso estudo, verificou-se que os resultados obtidos nos ensaios de infecao
realizados utilizando dadores com diferentes tipos sanguineos, foram similares, o que
nos permite concluir que a infe¢do de células primarias ndo estd dependente do grupo
sanguineo do dador.

No presente trabalho efectuaram-se isolamentos de PBMC’s recorrendo a um
kit de sele¢do positiva para a fragio CDI14" (Silva e col.,2011), comparando os
resultados com células obtidas por panning, verificando-se que os resultados de infe¢do
pela Lp Paris foram similares, ndo ocorrendo a multiplicagdo intracelular as 48h.

Apo6s a infecdo das duas linhas primarias testadas (mondcitos e macréfagos) a
analise microscopica da morfologia das cé€lulas, evidenciou alteracdes. Este facto, ndo
foi uma consequéncia do protocolo utilizado porque as referidas alteragdes foram
evidenciadas por comparacdo entre as células infetadas e ndo infetadas, mantidas nas
mesmas condigdes (meio e temperatura). Esta observacdo foi numa primeira fase
corroborada pela quantificacdo das bactérias as 24h, isto é, comparando os valores
obtidos no plaqueamento do sobrenadante e do lisado da monocamada estes apontavam
para existéncia de fagocitose. No entanto, ao comparar o crescimento da bactéria as 24h
e 48h depois da infegdo, verifica-se que ndo existiu multiplicacdo intracelular.

Em resumo, no presente trabalho foram concretizados trés dos objectivos

propostos, ndo tendo sido possivel determinar as taxas de multiplicacdo intracelular da
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Lp Paris e avaliar a eficiéncia da infe¢@o e a capacidade citotdxica numa linha primaria

de outro dador.
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Anexo [

Colheita de sangue e manuseio do processo pelo Instituto Portugués do Sangue e
da Transplantaciao (IPST)

Para esta tese foi necessaria a utilizacao de produtos derivados de sangue adquiridos a
partir de sangue de dadores voluntérios saudaveis fornecidos e eticamente aprovados
pelo Instituto Portugués do Sangue e da Transplantagdo (IPST).

Foram recolhidos aproximadamente 450-500 ml de sangue de um dador para um saco
adequado que contém 63 ml de fosfato de citrato de dextrose (CPD), uma solugdo

anticoagulante que preserva o sangue.

E efetuado um controlo serologico para: Ac anti- treponema pallidum, Ag-HBs,Anti-
HBc, anti-HCV, anti-HIV 1/2, THIV/HCV/HBYV os quais devem ser negativos.

Devido a duragdo deste processo, so € possivel adquirir o o buffy- coat no dia seguinte
,sendo que cada buffy-coat fornecido para fins de investigagdo contém cerca de 60 ml de
sangue.

Cada buffy-coat é fornecido com informagdes, tais como o tipo sanguineo, a data da
colheita, data de validade, os resultados do controlo seroldgico e tipo de sangue do
dador, sendo que o sexo e idade do dador podem também ser incluidos( Figura 1).

Figura 1-Etiqueta de um saco de sangue. Cada etiqueta contém informagdes sobre o
conteudo de sangue do saco, tais como: data de recolha de sangue, data de validade, os
resultados do controlo serologico tipo de sangue do dador e, eventualmente, o seu sexo
e idade.
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Anexo I1

Cultura de Lp Paris em meio BCYE-a

Preparaciao do meio BCYE-a (100ml):

e Pesar 2,77g de Legionella CYE agar base (Oxoid);

e Adicionar 100 ml de agua destilada;

e Ferver;

e Autoclavar (Heraeus - Kendro) a 120°C durante 20 minutos;
Deixar arrefecer até atingir a temperatura de 60°C;
Adicionar o suplemento Legionella BCYE growth (Oxoid) e agitar;

e Distribuir por cada placa de Petri (90 mm de diametro), 20 ml de meio em
camara de fluxo laminar Classe II (Nuaire);

e Guardara?2a8°C.

e Para testar a esterilidade, colocar uma placa na estufa a 37°C (Memmert)

durante 48 horas. Observar a auséncia ou presenca de crescimento.
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Anexo II1

Meio de extracto de levedura tamponado com ACES (AYE)

1. Pesar na balanga analitica (Kern EG):
e 0,125g de pirofosfato de ferro (Sigma);
e 5gde ACES (Applichem);
e 5gde Extracto de levedura (BiokarDiagnostics);

e 0,2g de L-cysteina (Applichem);

2. Dissolver a quente e com agitacdo (Bunsen) o pirofosfato de ferro em 50 ml de
agua destilada (deixar arrefecer);

3. Dissolver com agitacdo o ACES e o extracto de levedura em 450ml de agua
destilada;

4. Acertar a pH= 6,9 (pH Meter — Metrhm);

5. Adicionar a mistura do ponto 3, a L-cysteina e a solugdo de pirofosfato de ferro
preparada previamente no ponto 2;

6. Esterilizar o meio com filtro de 0,22 [Im na camara de fluxo laminarClasse II

(Nuaire).
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Anexo IV

Meios utilizados no processo de adesao e Infecao
PBS ( tampao fosfato 1X)

Solu¢do com 1.47 mM KH;POy4, 4.29 mM NaHPO,.7H,0, 137
mM NaCl e 2.68 mM KCL

(pH=7.3) em agua destilada
Meio de cultura utilizado para 1. Pesar 15,5 g de RPMI
lavagens/ infe¢ao 2. Adicionar 1000 ml de agua destilada num Erlenmeyer
(remover Legionella del L

extracelulares durante infe¢ao) 3. Filtrar através de sistema de filtragao.

Meio de cultura utilizado RPMI-1640 suplementado com 20% (v/v) FBS, 2 mM de L-
(RPMI completo)

Glutamina, 100ug de penicilina/estreptomicina, 1% (v/v) de
aminoacidos ndo essenciais e 1% (v/v) de piruvato de sodio.
Para infecao Meio sem Estreptomicina

( cultura e infegdo)

Meio de congelagao Meio RPMI-1640 suplmentado com 10% DMSO + 90% de

FCS
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Anexo V

A.Antdo

Planeamento de Tarefas para infecio de macrofagos(a partir de

PBMC’s congelados)
Isolamento Adesio Infecio
Dia 0 Separagao de
PBMC’s e
congelagao
Dia 1 Descongelar Descongelar Lp Paris ,

(‘a descongelagao
de PBMC’s nem
sempre foi
realizada no dia
seguinte ao
isolamento )

PBMC’ de modo a
colocar em cultura
para posterior
adesdo a placa

plaqueando em meio BCYE

Dia2

Dia3

Passagem de Lp Paris para
Meio BCYE novamente.
Efetuar mudanga de meio
RPMI de células

Dia 4

Dia 5

Mudar o meio das células
(RPMI completo) e preparar
Meio AYE para infegao

Dia 6

Colocar Legionella em
cultura liquida por volta das
19h e preparar solucdo
gentamicina. Preparar o meio
RPMI completo sem
estreptomicina para infe¢ao

Dia 7

As 12h iniciar a leitura de
absorvancias.
Mudanca de Meio RPMI
completo para meio sem
antibiotico.

Quando a Lp Paris estiver na
fase estacionaria
realizar protocolo de infegdo.
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