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Resumo

RESUMO

A presente dissertacdo tinha como objectivo geral aprofundar o papel desempenhado pelos
neutro6filos durante as fases iniciais na infeccdo por L. infantum, contribuindo para o
esclarecimento dos mecanismos de activacdo da imunidade inata e adaptativa. O estudo foi
programado de acordo com trés objectivos especificos, cujo desenho experimental, resultados e

respectivas discussoes se encontram descritos nos capitulos 2, 3 e 4.

No capitulo 1 foi efectuada uma introducgao teérica sobre a patogénese da leishmaniose visceral,
revendo os trabalhos relacionados com a interac¢do parasita-hospedeiro e focando o papel dos

PMN, durante a infeccdo com Leishmania.

No capitulo 2 foi avaliado o efeito do parasita nos mecanismos imunoldgicos de neutroéfilos,
através da andlise da fagocitose, respiracdo oxidativa, apoptose, quimiotaxia, desgranulacio e
expressao de citocinas, quimiocinas e receptores toll-like. Por outro lado, foi também analisada a
influéncia dos neutréfilos na viabilidade e no crescimento do parasita. Verificou-se que o
parasita induz a activagdo de algumas das vias da imunidade inata dos PMN, nomeadamente
mecanismos oxidativos e ndo oxidativos como a producao de ido superéxido e a exocitose das
enzimas proteoliticas, NE e CatG. Porém, os parasitas mais aptos parecem causar a inibicdo da
migracao dos PMN e de mecanismos que levam a activacao de outras subpopulag¢des celulares,
incluindo a expressdo de quimiocinas (MIP-1a), citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-18) ou do receptor

toll-like 2, comprometendo o vinculo natural entre a imunidade inata e a adaptativa.

No capitulo 3 foi dissecada a interaccdo M®-PMN durante a infecgdo in vitro por L. infantum,
através da analise da capacidade fagocitaria, expressdo de citocinas, quimiocinas e receptores
toll-like em macroéfagos, e producgio de metabolitos do dxido nitrico. Verificou-se que L. infantum
induz a activacdo da resposta imunoldgica através da via de estimulacio do TLR-4 de M®
modulando a expressido de quimiocinas e citocinas pré (TNF-a e IL-6) e anti-inflamatérias (TGF-
), potenciada pela presenca inicial de PMN. O parasita parece também bloquear a producao de
NO, e na fase inicial da infeccio e na presenca de PMN este bloqueio, associado a niveis
reduzidos da citocina pro-inflamatéria IL-13 e da quimiocina MCP-1, induz um fenétipo anti-
inflamatério, possivelmente para evitar o excesso de resposta inflamatéria que advém da
colaboracao entre PMN e M®. Todavia, o decréscimo drastico do parasitismo macrofagico
devera estar relacionado com outros factores imunoldgicos que podem ser potenciados pela

cooperacao dos M® com os PMN e/ou interacc¢ao prévia dos PMN com o parasita.
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Resumo

No capitulo 4 foi avaliado in vivo o papel dos PMN durante o inicio da infeccdo experimental por
L. chagasi, através da imunofenotipagem das populagdes leucocitarias recrutadas para o local da
inoculacdo dos parasitas, da determinacdo da presen¢a do parasita e da quantificacdo da
expressdo de citocinas em 6rgaos internos apés depleccdo de PMN. Observou-se que a auséncia
de PMN, apesar de nao influenciar as populagdes leucocitarias no local de infeccdo, parece
retardar a remocdo dos parasitas e afectar a possivel migracao de leucécitos parasitados para os
6rgdos internos, nomeadamente para os ganglios cervicais. No entanto, em qualquer das
situagdes ha disseminacdo dos parasitas para os ganglios. A depleccdo de PMN parece também
influenciar o perfil de citocinas induzidas pelo parasita no inicio da infec¢do, conduzindo a
expressdo de citocinas pré e anti-inflamatérias (IL1-B, TNF-a, TGF- e IL-17). A producao de
granzima B juntamente com a inibicdo de IFN-y numa fase posterior da infeccao, é ainda um

reflexo possivel da auséncia inicial de PMN.

Resumindo, na infecgao por L. infantum os PMN, estdo envolvidos no controlo inicial de uma
parte dos parasitas, enquanto outros, provavelmente os mais virulentos, conseguem subsistir,
reinfectar novas células e passar para as células hospedeiras definitivas, os M® que sio
recrutados ao local de infeccdo através do estimulo provocado por quimiocinas. Os M®, por sua
vez, expressam o receptor de reconhecimento toll-like 4 e citocinas proé-inflamatérias associadas
a inibicdo da expressdo da IL-1f3. Numa fase posterior da infeccdo, a expressido de TLR-4

mantém-se mas a carga parasitaria diminui drasticamente.

Independentemente da presenca de PMN no local de infeccdo, os parasitas sdo disseminados
para os 6rgdos linféides, porém, os PMN influenciam a regulacdo da complexa sinalizacdo de

citocinas nestes 6rgaos.

Este trabalho evidéncia o papel crucial dos PMN no desencadear da resposta imunoldgica na
infeccdo por L. infantum, sendo a primeira barreira de controlo contra o parasita através da
inducdo dos mecanismos de imunidade inata, recrutamento e estimulacdo de outras células,

nomeadamente M® e linfécitos.
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Abstract

ABSTRACT

The present work aimed to deepen the role of neutrophils during the early stages of L. infantum
infection and to contribute to the elucidation of activation mechanisms of innate and adaptive
immunity. The study was planned in accordance with three specific objectives described in

Chapters 2, 3 and 4.

Chapter 1 describes the pathogenesis of visceral leishmaniasis, reviewing the host-parasite

interaction, focusing on the role of PMN during Leishmania infection.

In Chapter 2 the effect of the parasite on neutrophil immune mechanisms is delineated, through
the analysis of phagocytosis, oxidative burst, apoptosis, chemotaxis, degranulation and
expression of cytokines, chemokines and toll-like receptors. The influence of neutrophils on
parasite viability and growth was also analyzed. It was found that Leishmania induced the
activation of some pathways of PMN innate immunity, which includes oxidative and non
oxidative mechanisms such as, production of superoxide ion and exocytosis of proteolytic
enzymes, NE and CatG. However, the more fit parasites seemed to cause the inhibition of PMN
migration and the mechanisms that lead to activation of other leukocyte populations, including
the expression of chemokines (MIP-1a), cytokines (TNF-q, IL-6 and IL-1f) or toll-like 2 receptor,

affecting the natural link between the innate and adaptive immunity.

Chapter 3 dissects the M®-PMN interaction during in vitro infection by L. infantum through the
analysis of phagocytosis capacity, expression of cytokines, chemokines and toll-like receptors in
M®, and the production of metabolites of nitric oxide. It was found that L. infantum induced the
activation of immune response through the stimulation of M® TLR-4, modulating the expression
of pro-inflammatory chemokines and cytokines (TNF-a and IL-6) and anti-inflammatory (TGF-
), boosted by the initial presence of PMN. The parasite also blocks the production of NO in the
early phase of infection and in the presence of PMN. This blockade associated to reduced levels
of IL-18 and MCP-1, favor an anti-inflammatory macrophage phenotype that may prevent the
excessive inflammatory response resulting from the cross talk between PMN and M®. However,
the drastic decrease of macrophage parasitism should be related to other immunological factors

that can be enhanced by M®-PMN cooperation and/or PMN interaction with the parasite.

Chapter 4 accesses in vivo the role of PMN during the early stage of L. chagasi experimental

infection by immunophenotyping leukocyte populations recruited to the site of parasite
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Abstract

inoculation, determining the presence of the parasite and quantifying cytokine expression in
internal organs after PMN depletion. It was observed that absence of PMN, while not influencing
the leukocyte population at the site of infection, appeared to slow the removal of parasites,
affecting the possible migration of leukocytes to internal organs (cervical lymph nodes).
However, in either situation, there is dissemination of parasites to the lymph nodes. PMN
depletion also appeared to influence the cytokine profile induced by the parasite during the
early phase of infection, leading to the expression of pro and anti-inflammatory cytokines (IL1-f,
TNF-a, TGF-$ and IL-17). The production of granzyme B along with the inhibition of IFN-y at a

later stage of infection still was a reflect of the initial PMN depletion.

In short, PMN are involved in the initial control of L. infantum infection by causing the
destruction of some of the parasites. While others, probably the most virulent, can subsist,
reinfect new cells and transfer into the definitive host cells, the M® that are recruited to the site
of infection through the stimulation caused by chemokines. The M®, in turn, express the
recognition receptor toll-like 4 and pro-inflammatory cytokines associated to inhibition of
expression of IL-1f. At a later stage of infection, the expression of TLR-4 remains but the
parasite load decreases dramatically. Regardless of the presence of PMN at the site of infection,
the parasites are spread to lymphoid organs, however, PMN influence the regulation of the

complex cytokine signaling in these organs.
This study highlights the crucial role of PMN in triggering the immune response to L. infantum

infection, being the first control barrier against the parasite by inducting innate immune

mechanisms, recruitment and stimulation of other cells, including lymphocytes and M®.
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Objectivos

OBIJECTIVOS

O conjunto de trabalhos que integram esta dissertacdo teve como objectivo central estudar o
papel desempenhado pelos neutréfilos durante a infeccao por L. infantum, esclarecendo a sua
funcdo no desenvolvimento da imunidade inata e adaptativa e aprofundando o conhecimento

sobre as alteracdes imunopatogénicas causadas pelo parasita nos momentos iniciais da infeccao.

Os objectivos especificos deste estudo foram os seguintes:

1. Analisar in vitro as interac¢des que se estabelecem entre neutroéfilos e parasitas de L.
infantum
0 efeito do parasita nos mecanismos imunolégicos de neutroéfilos foi estudado in vitro através
da andlise da actividade fagocitica, respiracio oxidativa, apoptose, quimiotaxia,
desgranulacdo e pela expressdo de citocinas, quimiocinas e de receptores toll-like. A

influéncia dos neutréfilos na viabilidade e no crescimento do parasita foi também avaliada.

2. Caracterizar in vitro as rela¢des funcionais entre neutroéfilos e macréfagos durante a
infeccao com L. infantum.
A capacidade fagocitica, a producdo de metabolitos do 6xido nitrico e a expressdo de
citocinas, quimiocinas e receptores toll-like em macro6fagos foi avaliada na presenca de

neutrofilos previamente infectados in vitro por L. infantum.

3. Avaliar in vivo o papel dos neutrofilos durante a fase inicial da infec¢ido por L. chagasi
A caracterizacdo da dinamica e do estado de activacdo imunoldgica no local da infeccdo foi
efectuada na presengca e auséncia de neutrdfilos através da imunofenotipagem das
populacdes leucocitarias recrutadas para o local da inoculagdo dos parasitas e da
quantificacdo da expressdo de citocinas e produ¢do de granzima B nos ganglios linfaticos,

associada a dispersdo do parasita.
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%: percentagem
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Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

1.1 Leishmaniose - Nog¢oes gerais

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infecto-parasitdrias causadas por parasitas
protozoarios do Género Leishmania Ross, 1903. Este protozario inclui-se no sub-filo
Mastigophora por apresentar flagelo; na ordem Kinetoplastida pelo flagelo emergir de uma bolsa
flagelar, na base da qual se encontra uma mitocondria Unica que possui cromatina muito
condensada que depois de corada com corante com afinidade para Aacidos nucleicos, é
visualizada ao microscépio éptico uma estrutura muito corada denominada cinetoplasto, e na
familia Trypanosomatidae, por apresentar mais de uma forma morfoldgica durante o ciclo de
vida. O parasita é transmitido pela picada de insectos dipteros dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia (Tomas A & Romdo 2008).

Apesar da diversidade epidemiolégica e clinica e de possuirem uma distribuicdo geografica
complexa, as leishmanioses sdo das doencgas transmitidas por vectores mais negligenciadas.
Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS/WHO), das 350 milhoes de pessoas em risco, 12
milhdes de pessoas estdo infectadas por Leishmania, das quais 41000 acabam por morrer. Por
ano, calcula-se a ocorréncia de 1.5-2 milhdes de novos casos. Este complexo de doencas esta
geograficamente e ecologicamente distribuida por todos os continentes, com excepcao do
continente Antartida e Australia, sendo endémico em 88 paises (WHO 2010). O aumento da
dispersao da doenca é devido a factores relacionados com o desenvolvimento econémico-social.
Projectos agro-industriais que conduzem individuos ndo imunes de zonas urbanas para areas
rurais endémicas, migracdes em geral, planos de urbanizagio rapidos e indevidamente
estruturados ou transformagdes com impacto ambiental, como a exploragdo mineira, a
desflorestacdo, a construcao de sistemas de irrigacdo, barragens, po¢os, ou ainda a limitacao de
pulveriza¢des com insecticidas destinados a eliminar os mosquitos que transmitem o parasita da
malaria em areas onde ambas as doencgas coexistem, podem contribuir para a disseminacdo da

leishmaniose (WHO 2010).
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Dentro do grupo de hospedeiros naturais incluem-se mamiferos domésticos e uma grande
variedade de mamiferos silvaticos. A infeccdo humana é causada por cerca de 21 das 30 espécies
de Leishmania que infectam os mamiferos através da picada de 80 espécies de vectores de
Leishmania. No caso do ciclo de transmissdo do parasita incluir reservatérios animais,
considera-se que a infecgdo é zoondtica. Mas se a infecgao for transmitida de homem a homem
designa-se antroponotica.

De acordo com a classificacdo actual, o género Leishmania inclui os dois subgéneros, Leishmania
e Viannia. Actualmente, a electroforese enzimatica multilocus é a técnica mais utilizada e
universalmente aceite para a caracterizagido genérica e subgenérica de Leishmania. Este tipo de
classificacdo baseia-se na mobilidade electroforética de isoenzimas, requerendo a analise de 8-
15 enzimas diferentes, que sdo separadas em gel de acetato de celulose e formam um padrao
especifico de acordo com a sua carga idnica (perfil isoenzimatico). O conjunto de estirpes com o
mesmo perfil isoenzimatico é designado de zimodeme (Rioux et al. 1990). A tipagem
isoenzimatica é realizada em centros de referéncia da OMS.

As manifestagdes clinicas da doenca dependem de inimeras e complexas interac¢des entre o
parasita e o hospedeiro, nomeadamente a espécie e a viruléncia do parasita e a resposta
imunoldgica do hospedeiro. Existem trés formas clinicas principais: a leishmaniose visceral (LV)
ou Kala-azar, a leishmaniose cutdnea (LC), localizada (LCL) ou difusa (LCD) e a leishmaniose
mucocutanea (LMC). Cada forma clinica é causada por espécies de Leishmania proprias. A forma
de leishmaniose cutdnea (LC), caracterizada pela presenca de lesdes cutaneas localizadas
frequentemente de cura espontdnea que podem provocar cicatrizes indeléveis é causada no
velho mundo por L. major, L. tropica e L. aethiopica e no novo mundo por L. mexicana, L.
amazonensis, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L. lainsoni, L. naiffi, L.
shawi e L. peruviana. A LMC, que ocorre em alguns casos de infeccdo por L. braziliensis e, mais
raramente, por L. panamensis, é caracterizada pelo aparecimento de lesdes secundarias que

levam a destrui¢do de cartilagens e mucosas (fossas nasais, palato, faringe, laringe e pavilhoes
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auditivos) provocando lesdes graves, mutilantes e de dificil tratamento (Ashford 2000; WHO

2010).

Patologia habitual

Espécie Patologia rara

Vectores Reservatoérios Distribui¢io geografica

Sub-Género Leishmania

LV Ph. ariasi
L. infantum LCL, LCD* Ph. perniciosus Canideos
Ph. chinensis

Regido mediterranea, Balcas,
Médio Oriente, Asia Central, China

Ph. argentipes
LV Ph. martini Homenm India, Paquistdo, China, Quénia,
LCL, PDKL Ph. orientalis ' Sudao, Etiépia

Ph. alexandri

L. donovani

L maior LCL Ph. papatasi Roedores Norte, Este e OesteAfrica, proximo
gy LCD* Ph. duboscqi T e Médio Oriente, Asia Central
L tropica LCL Ph. sercenti Homem; Médio Oriente, Paquistao, India,
-trop LV -serg Canideos Regido mediterranea
L. aethiopica ]I:é[L) Pliihiz];f;;;:: Hiraxes Eti6pia e Quénia
.. VL Lu. longipalpis . -
L. chagasi/infantum LCL, LCD* Lu evansi Canideos América Central e do Sul
L. mexicana LCL L. olmeca olmeca Roedores; América Central e do Sul
: LCD, LV* ' ’ Canideos
L. amazonensis LCL R Roedores América Central e do Sul
) LCD, LV* : Marsupiais
L. venezuelensis LCL Lu. rangeliana Equinos e Felinos Venezuela
Sub-Género Viannia
o LCL Lu. peruensis Cénidfﬂ:»s Perii
Lu. verrucarum Roedores
L. lainsoni LCL Lu. ubiquitalis Roedor Brasil, Peru
L. naiffi LCL @ raza{ Desdentados Brasil
’ Lu. paraensis
L. shawi LCL Lu. whitmani Primatas e Perguicas Brasil
. LCL " Perguicas; & @
L. guyanensis LMC Lu. umbratilis Flosdlaies entsmas América do Sul
LCL Lu. panamensis Perguicas;
L. panamensis " Lu. prapidoi Primatas, Marsupiais, América Central e do Sul
LMC, LCD . .
Lu. gomezi Roedores, Canideos
o] LCL,LMC , Canideos, Equinos e P -
L. braziliensis LCD* 1V* Lu. wellcomei Roedores América Central e do Sul

Tabela 1.1. Patologia, vectores, reservatdrios e distribuicdo geogrdfica da leishmaniose (WHO, 2010). LV, leishmaniose
visceral; LCL, leishmaniose cutinea localizada; LCD, leishmaniose cutanea difusa; LMC, leishmaniose mucocutanea; *

forma clinica associada a imunossupressao.
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0 complexo Leishmania donovani é responsavel pela forma visceral da doenca (LV). As espécies
deste complexo sdo L. donovani e L. infantum (Velho Mundo) e L. chagasi (Novo Mundo). L.
infantum e L. chagasi sdo actualmente consideradas uma tnica espécie de Leishmania, nao tendo
sido encontradas, até ao momento, diferengas imunolégicas, moleculares e bioquimicas
(Mauricio et al. 2000; Coelho-Finamore et al. 2011).

Para além das formas referidas ha ainda a leishmaniose dérmica pds-Kala-azar (PKDL), uma
variacdo da LV que se caracteriza pelo aparecimento de lesdes cutaneas apés o tratamento do
kala-azar (Ashford 2000; WHO 2010). A patologia, principais vectores, reservatorios e
distribuicdo geografica das leishmanioses encontram-se resumidos na tabela 1.1.

A LV é a forma clinica mais grave e que pode ser fatal quando nio tratada. E caracterizada pela
febre persistente, perda de peso, esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia e anemia. Sao
registados 500 mil novos casos anuais de LV distribuidos pela Africa Oriental, India e China (L.
donovani) e pelos paises do Mediterraneo, Africa Central e Ocidental, Médio Oriente, China e
América Latina (L. infantum/L. chagasi) (WHO 2010). No entanto, é muito provavel que a
prevaléncia seja bastante superior, ja que em muitos paises ndo é obrigatdria a notificacdo da
doenca. A LV apresenta distribuicio descontinua e esta fortemente associada ao
subdesenvolvimento e as fracas condi¢des de alojamento e saneamento. Consequentemente, a
auséncia de diagndstico ou a existéncia de casos nao assinalados é bastante frequente, sobretudo
quando os doentes ndo tém acesso facilitado a instituicdes de saude, quando os meios de
diagnoéstico sdo raros ou inadequados, ou quando os medicamentos ndo sdo acessiveis. Nas
ultimas décadas do século XX, o panorama da LV sofreu modificacdes epidemioldgicas devido
sobretudo a pandemia do virus de imunodeficiéncia humana/sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (VIH/SIDA). Casos de co-infeccdo LV/VIH foram frequentes em 35 paises (Cruz et al.
2006; WHO, 2010). Em algumas regides do sudoeste europeu, nomeadamente em paises da
bacia mediterranica tais como a Espanha, Franca, Itdlia, Grécia e Portugal, a prevaléncia da

leishmaniose sofreu aumentos notérios com a expansido de VIH/SIDA e frequentemente
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associado a utilizacdo de drogas endovenosas, promovendo a transmissido antropdnotica da
doenca (Cruz et al. 2006). Todavia, a LV causada por L. infantum/chagasi é considerada uma
zoonose (leishmaniose visceral zoondética, LVZ) em que o cdo é o principal reservatério do
parasita e o Homem ¢ infectado acidentalmente (Abranches et al. 1998). A leishmaniose canina
(LCan) é potencialmente fatal para os cdes e a semelhanca dos restantes paises da bacia
mediterranica, é considerado um problema veterinario grave mas também de satide publica
(Campino & Maia 2010). A LCan é uma infec¢do crdnica, com elevada prevaléncia (segundo
Moreno & Alvar 2002, de 16.7% na regido mediterranica), e em que o contacto estreito entre o
cdo e o Homem facilita a transmissao, ja que o parasita pode ser encontrado na pele dos animais

infectados, o que ajuda na propagacdo ao vector (Abranches et al. 1998)

1.1.1 Morfologia e ciclo de vida de Leishmania

Todos os parasitas do género Leishmania possuem um ciclo de vida polimoérfico e heteroxénico.
A forma extracelular, flagelada e mével do parasita, o promastigota, coloniza o insecto vector e o
amastigota, forma intracelular e sem flagelo livre, é encontrada no hospedeiro vertebrado.
Quando um fleb6tomo fémea infectado realiza uma refeicdo sanguinea no hospedeiro
vertebrado, inocula as formas infectantes do parasita, os promastigotas metaciclicos. Sdo formas
fusiformes, livres e moéveis, com cerca de 10-20 pm de comprimento e 1.5-3.0 um de largura.
Possuem um flagelo maior que o corpo celular que pode atingir 20pm e que emerge de uma
invaginacdo na parte anterior e que lhes confere uma grande mobilidade. Os promastigotas tém
um nucleo central e um cinetoplasto, estrutura que contém uma quantidade importante de DNA
(kDNA) (Fig. 1.1a). No hospedeiro, os promastigotas ligam-se a receptores na superficie de

células fagociticas, sendo incorporados pelas células hospedeiras. Uma vez alojados no interior

da célula, diferenciam-se rapidamente em amastigotas. Os amastigotas sdo formas esféricas ou
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sub-esféricas com 2.5-6.8 uym de diametro. O flagelo é rudimentar, mas tal como as formas

promastigotas possuem ntcleo e cinetoplasto (Tomas A & Romao 2008) (Fig. 1.1b).

flagelo rudimentar
bolsa flagelar

flagelo corpo basal

cinetoplasto

bolsa flagelar
corpo basal

cinetoplasto

Z
nicleo

mitocéndria

Figura 1.1. Representagcdo esquemdtica da estrutura de Leishmania. (a) Formas promastigota e (b) amastigota do

parasita. Adaptado de http://ilmioamicocane.blogspot.com/2009/04/leishmaniosi-canina.html.

Dentro dos fagolisossomas de macro6fagos (M®), que resultam da maturacdo do fagossoma por
acidificacdo e aquisicdo de hidrolases lisossomais, os amastigotas multiplicam-se por fissao
binaria longitudinal e eventualmente provocario a lise da membrana da célula hospedeira. Ao
serem libertados, sdo novamente fagocitados por outras células fagociticas, promovendo a sua
disseminacao. O ciclo completa-se quando os M® infectados sdo ingeridos pelo vector durante a
realizacdo da refeicdo sanguinea no reservatdrio infectado. Os amastigotas diferenciam-se em
promastigotas prociclicos e fixam-se no intestino médio do insecto, multiplicando-se
logariticamente. Os promastigotas prociclicos ndo infecciosos transformam-se em formas
infecciosas metaciclicas de promastigotas que migram para a zona proximal do tubo digestivo
(eséfago e faringe), prontos a serem introduzidos na pele do hospedeiro através do probdscis.
Nas espécies causadoras de lesdes cutaneas, a infeccdo fica limitada a regido do local da

inoculacdo ou é disseminada através do sistema linfatico para outros locais da derme, mucosas


http://ilmioamicocane.blogspot.com/2009/04/leishmaniosi-canina.html
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ou cartilagens, enquanto nas espécies que causam leishmaniose visceral, os macroéfagos
infectados transportam os parasitas até aos érgaos ricos em células do sistema mononuclear
fagocitico, como o baco, figado, medula 6ssea e ganglios linfaticos (Tomas A & Roméao 2008). O

ciclo de vida do parasita esta representado na Fig. 1.2.

http://www.who.int/tdrold/diseases/leish/leish.htm

Figura 1.2. Esquema representativo do ciclo de vida de Leishmania. Durante a alimentag¢do sanguinea, o insecto vector
injecta a forma promastigota metaciclica do parasita no hospedeiro vertebrado. Os promastigotas sao fagocitados por
células fagociticas transformam-se em amastigotas. Os amastigotas multiplicam-se no interior das células hospedeiras
definitivas (macroéfagos). Estas células ao rebentarem permitem que os amastigotas invadam outras células que
dependendo em parte das espécies de Leishmania, podem ficar localizadas no local de infec¢do ou transportar o
parasita para outros tecidos ou 6rgdos originando as manifestagdes clinicas da leishmaniose. O insecto fica parasitado
ao ingerir macréfagos infectados com amastigotas durante a alimentagdo sanguinea no hospedeiro vertebrado. No
tubo digestivo do hospedeiro invertebrado, o parasita diferencia-se em promastigota, que se multiplica e migra para o

probdscis. O ciclo inicia-se novamente com a introdugio dos promastigotas infecciosos no hospedeiro vertebrado pelo

vector (http://www.who.int/tdrold/diseases/leish/leish.htm).
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1.1.2 Hospedeiro invertebrado (vector)

0 insecto diptero envolvido no ciclo natural de infeccdo de Leishmania é um hematéfago da
Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominae. Os flébotomos sdo insectos relativamente
pequenos (2-3 mm), caracterizados por possuirem asas estreitas e erectas, corpo delgado, patas

compridas, olhos negros e mandibulas longas (Killick-Kendrick 1990; Afonso & Alves-Pires

2008) (Fig. 1.3).

Existem trés géneros cujas fémeas se alimentam de sangue de vertebrados, o género
Phlebotomus que ocorre no Velho Mundo, especialmente em areas semi-aridas e regides de
savana, enquanto as espécies do Novo Mundo pertencem ao género Lutzomyia e encontram-se
preferencialmente em zonas de florestas. O género Sergentomyia representa espécies no Velho
Mundo que se alimentam de répteis. Os principais vectores de L. infantum nos trés continentes
do Velho Mundo, pertencem ao sub-género Larroussius, sendo Phlebotomus (Larroussius)
perniciosus e Phlebotomus (Larroussius) ariasi as principais espécies da Bacia do Mediterraneo
(Killick-Kendrick 1990; Afonso & Alves-Pires 2008) que transmitem este parasita. P. perniciosus

encontra-se sobretudo em biétipos domésticos, onde se alimenta em humanos, caes e gado. P.
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ariasi domina os biétipos silvaticos, onde se alimenta de animais silvaticos como por exemplo a
raposa, mas também de ciaes e humanos (Pires et al. 1991).

As fémeas depositam os ovos no solo, entre restos de folhas mortas, em tocas de pequenos
animais, na casca de arvores velhas, em fendas, em construcdes abandonadas e lixos. Neste tipo
de habitats as larvas encontram as condicdes ideais de alimentacdo (matéria organica), calor e
humidade necessarias ao seu desenvolvimento. Os adultos de ambos os sexos alimentam-se de
néctares de plantas, enquanto as fémeas precisam de uma refeicdo sanguinea para a maturagao
dos ovos, sendo por isso as responsaveis pela transmissao do parasita ao hospedeiro vertebrado.
Alimentam-se de uma enorme variedade de vertebrados, preferencialmente mamiferos e a
picada é normalmente restrita a periodos nocturnos e crepusculares (Killick-Kendrick 1990
Afonso & Alves-Pires 2008). Os flébotomos ndo podem ser considerados eximios voadores. A sua
distancia de voo é limitada a uns escassos metros, dai que o hospedeiro vertebrado tenha de
invadir ou viver préoximo do habitat do vector para ficar infectado com Leishmania (Killick-

Kendrick 1990).

1.1.3 Hospedeiro vertebrado (reservatdrio)

Fraccdo importante das leishmanioses sdo zoonoses de animais silvaticos ou domésticos. O
Homem apenas é infectado acidentalmente quando exposto ao ciclo natural de transmissao. Os
reservatorios de leishmaniose visceral sdo, em geral, canideos (cdes, chacais e raposas).
Originariamente, a LV era uma zoonose silvatica mas em consequéncia da urbanizacdo e
desflorestacdo e consequentemente da invasdo das zonas endémicas pelo Homem acompanhado
do cdo, tornou-se uma zoonose doméstica e peri-doméstica, tendo o cdo como o reservatorio
doméstico da espécie de Leishmania que provoca a LVZ (Garnham, 1965). A doenca no cio tem

uma evolugdo cronica que favorece a transmissdo ao Homem (Abranches et al. 1998).
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Nas leishmanioses cutianeas verifica-se uma enorme diversidade de animais reservatorios, que
incluem entre outros mamiferos roedores, primatas nio humanos e desdentados. Como ja foi
referido anteriormente existem também casos de leishmanioses antroponéticas em que nao se

conhece outro reservatorio para além do Homem (WHO 2010).

1.1.4 Diagnéstico, tratamento, profilaxia e controlo da LV

O diagnostico laboratorial da LV humana e canina faz-se recorrendo a mesma metodologia.
Existem trés tipos de testes de diagnostico: parasitolégico, molecular e imunoldgico. Os testes
parasitolégicos permitem a observacdo directa (através da observacdo microscdpica de
amastigotas em esfregacos/decalques de amostras biolégicas) ou cultural, em meio NNN (Novy-
MacNeal-Nicolle), Schneider ou outro, dos parasitas dos 6rgaos ricos em células do sistema
mononuclear fagocitico (bago, figado, medula 6ssea e ganglios linfaticos). No entanto, estes
exames sdo invasivos e por isso menos recomendados (Srivastava et al. 2011), a eficiéncia
depende da experiéncia do técnico e da carga parasitaria no caso da observacido directa e, o
exame cultural pode ser demorado na obtencdo de um resultado conclusivo e ser sujeitos a
possiveis contaminag¢des por outros microrganismos que competem com o desenvolvimento do
parasita. Métodos baseados em técnicas moleculares, como a reaccdo da polimerase em cadeia
(PCR) e mais recentemente PCR em tempo real (Solano-Gallego et al. 2009; Srivastava et al.
2011), para detecgdo de sequéncias especificas de DNA dos parasitas, por exemplo de genes do
kDNA, sdo cada vez mais utilizados ndo sé no diagndstico dos casos activos da doenga, como
também na monitorizacido da cura parasitoldgica apds o tratamento. No entanto, um resultado
negativo da PCR, com a existéncia de uma suspeita clinica, ndo é suficiente para descartar uma
possivel infeccdo. Diversos testes serolégicos para deteccdo de anticorpos anti-Leishmania sio
usados para identificar de forma indirecta o contacto do hospedeiro com o parasita,

nomeadamente o teste de imunofluorescéncia indirecta (IFI), a contraimunoelectroforese (CIE),
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o teste de aglutinacdo directa (DAT), ELISA (do inglés enzyme linked immunosorbent assay) e o
teste imunocromatografico rK39. Estes testes possuem elevada sensibilidade e especificidade
mas apresentam duas limitacdes, os anticorpos especificos permanecem detectaveis apds varios
anos de cura parasitologica e uma parte de individuos e cdes de areas endémicas sem historial
de LV possuem anticorpos anti-Leishmania, havendo para além disso a possibilidade de
reactividade cruzada com outros parasitas. Assim, a OMS recomenda que os testes serolégicos
sejam sempre realizados em combinacdo com outros exames clinicos e parasitolégicos (WHO
2010).

Nos ultimos 70 anos, os compostos de primeira linha no tratamento da LV foram os antimoniais
pentavalentes que bloqueiam a formacao de TGP e ATP e inibem a fosfofrutoquinase e a piruvato
desidrogenase. No entanto, a duracdo do tratamento, a toxicidade associada a efeitos
secundarios graves e o aparecimento de resisténcia (Meireles 2008; Mir6 et al. 2008; Moore &
Lockwood 2010) levaram ao uso de farmacos de segunda linha, como a anfotericina B, que é um
anti-fingico que actua no ergosterol, causando a permeabilidade da membrana celular da
Leishmania, e a pentamidina que inibe a replicacdo e transcricdo ao nivel mitocondrial. Nas
ultimas décadas foram aprovados para o tratamento da LV formulagdes lipidicas de anfotericina
B, miltefosina, um composto anti-tumoral que é toéxico para ambas as formas morfolégicas de
Leishmania e a paramomicina, um antibiético que inibe a sintese proteica e altera as
propriedades da membrana celular. O tratamento da LCan pode também incluir o firmaco
alopurinol, que interfere com a sintese proteica do parasita (Meireles 2008; Miré et al. 2008).

As medidas profilaticas e de controlo da LV visam principalmente a interrup¢do do ciclo
biolégico do parasita. Porém, o caracter zoondtico da LVZ e a manutencio do ciclo biolégico em
hospedeiros silvestres dificultam a adop¢do de medidas de controlo eficazes (Meireles 2008). O
controlo do vector pode ser realizado pela aplicacdo de inseticidas piretrindides, electrocutores,
redes mosquiteiras e plantacdo de plantas que actuem como insecticidas naturais (buganvilias,

limonete e ricino) no ambiente doméstico e peridoméstico. No que se refere a LCan, o uso de
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coleiras repelentes impregnadas com deltametrina no cao, pode reduzir esta fonte de infeccao
para o vector e consequentemente a transmissao entre o mesmo e o homem. Todavia, a pesquisa
para o desenvolvimento de uma vacina eficaz contra a LCan pode ser a melhor alternativa para o
controlo da LV. Contudo, o desenvolvimento de vacinas eficientes tem-se revelado uma tarefa
ardua e complexa embora considerada uma solugao real e importante (Reis et al. 2010). Apenas
no Brasil hd duas vacinas para a LCan: Leishmune® baseada no antigénio gp63 de L. donovani,
que mostrou uma eficacia de 80% e Leishtec® constituida pela proteina recombinante A2,
especifica da forma amastigota. Porém, os resultados dos estudos nao contemplam a observacido
da infecciosidade dos vectores e da populacdo humana apos interac¢do com cies vacinados. Uma
terceira vacina, desenvolvida em Franga, baseada em frac¢des proteicas purificadas (antigénio
de moléculas excretadas purificado de sobrenadantes de culturas de promastigotas de L.
infantum) mostrou uma boa proteccdo na prevencdo da infeccdo natural (Lemesre et al. 2007;
Bourdoiseau et al. 2009). Outra alternativa no desenvolvimento de vacinas contra a LCan, é o
uso de vacinas de DNA e os estudos tém sido promissores conferindo alguma proteccao (Rafati

et al. 2005; Ramos et al. 2008, 2009).

1.1.5 Modelo roedor

No modelo animal experimental pretende-se desencadear uma infeccio semelhante a infeccdo
natural, permitindo efectuar estudos de imunopatogenia e de eficicia de novos farmacos ou
potenciais vacinas. Em teoria pretende-se executar experiéncias controladas em modelos
animais para que os resultados obtidos possam ser extrapolados para humanos/cdes. De facto,
os modelos animais experimentais tém-se revelado indispensaveis, porém ndo representam
exactamente a infec¢do natural, pelo os resultados tém que se interpretados e aplicados a
infeccdo natural com muita cautela. Os modelos roedores oferecem inimeras vantagens em

relacdo aos modelos caninos uma vez que o custo de manutencao destes animais é relativamente
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inferior, sdo mais faceis de manter e manusear e levantam menos problemas éticos. O cido tem
sido o modelo experimental mais utilizado, sobretudo para infec¢des por L. infantum pois trata-
se do principal reservatério do parasita. Devido as dificuldades, nomeadamente econémicas, de
acomodacdo e manipula¢do destes animais, tem-se optado pelo uso alternativo do modelo
roedor. Os hamsters (Mesocricetus auratus) tém sido utilizados igualmente para o estudo da LV,
pois possuem caracteristicas parasitologicas, imunolégicas e histopatolégicas mais parecidas as
observadas na infeccdo natural humana (Perez et al. 2006; Nieto et al. 2011). O modelo murino
Mus musculus é bastante utilizado em estudos de espécies de Leishmania causadoras de
leishmaniose cutanea e visceral, contribuindo para um maior conhecimento dos mecanismos de
evasdo desencadeados pelo parasita e do tipo de resposta imunitaria exibida por hospedeiros
resistentes e susceptiveis, informag¢des que sdo importantes para o desenvolvimento de vacinas

e novos agentes terapéuticas (Garg & Dube 2006; Nieto et al. 2011).

1.2 Neutrdfilos ou leucdcitos polimorfonucleares (PMN)

Desde a sua primeira observacdo e descrigdo na passagem do século XIX para o século XX pelos
prémios Nobel, Paul Ehrlich e Elie Metchnikoff, os PMN sio considerados células importantes do
sistema imunitario. No entanto, o seu papel na plasticidade e regulacdo da resposta imunitaria
tém sido subestimado, sendo consideradas apenas como células efectoras capazes de fagocitar
agentes patogénicos. Estas células multilobadas com cerca de 12-15um de didmetro sdo as mais
abundantes do sistema imunitario e sdo a primeira linha de defesa contra a invasido de
microrganismos. A maturacdo dos PMN (granulopoiese) envolve seis fases morfoldgicas
distintintas: mielobasto, promieloblasto, miel6cito, metamiel6cito, PMN nao segmentado e PMN
segmentado (Kobayashi et al. 2005; Dockrell et al. 2007). Estas células apresentam um tempo de

vida relativamente curto (6-8h para PMN humanos) quando atingem a circulacdo sanguinea. O
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recrutamento e mobilizacdo dos PMN da medula para a circulagdo sanguinea e da circulacdo
sanguinea para os locais de infeccdo depende de factores quimiotaticos (quimiocinas) libertados
por outras células (macroéfagos, mastocitos, células epiteliais, queratindcitos, fibroblastos ou
ainda outros PMN) ou moléculas libertadas ou que fazem parte da estrutura do microrganismo
infectante (Nathan 2006). A adesdo e transmigracdo dos PMN através dos vasos sanguineos é
também dependente da interac¢do dos PMN com células endoteliais através de uma familia de
glicoproteinas transmembranares do tipo C (selectinas) e respectivos receptores (Zarbock & Ley
2008; Woodfin et al. 2010). Nos tecidos, os PMN ingerem rapidamente os microrganismos
extracelulares através de mecanismos dependentes da opsonizacdo. Estes mecanismos
envolvem o reconhecimento de microrganismos através de receptores celulares opsonisados
com proteinas do complemento e/ou anticorpos ou pelo reconhecimento directo de padrdes
moleculares de reconhecimento do agente patogénico (PAMPs, do inglés pathogen-associated
molecular patterns). Os PAMPs sao reconhecidos por receptores de reconhecimento de padroes
moleculares (PRRs, do inglés pattern-recognition receptors), tais como os receptores toll-like
(TLR), os receptores NOD-like (NLR, do inglés Nucleotide-binding domain, Leucine-Rich repeat
containing) (Kobayashi et al. 2005; Nathan 2006; Cascdo et al. 2009; Ekman & Cardell 2010) ou
ainda os receptores CLRs (do inglés C-type lectin receptors). A ligacdo através destes receptores
permite a activacdo de cascatas de sinalizacdo que contribuem para a fagocitose de agentes
invasores e producdo de moléculas imunomodulatdrias, tais como citocinas pro-inflamatodrias
(TNF-q, IL-1, IL-6, IL-12p40, etc.) e anti-inflamatérias (TGF-f e IL-10 etc.), quimiocinas (CXCL1,
CXCL2, CXCL10, CCL2, CCL3, CCL4 etc.) e outros mediadores moleculares que regulam a
migracdo e activacdo dos PMN e de outras células (macroéfagos, células dendriticas e linfécitos),
fazendo a ligacdo entre o sistema imunolégico inato e adaptativo, mas também podendo ter um
efeito citotoxico directo sobre os microrganismos (Scapini et al. 2000; Lapinet et al. 2000;
Denkers et al. 2003; Sukhumavasi et al. 2007; Zhang et al. 2009). No interior dos PMN, os

microrganismos podem ser destruidos através da actividade de espécies reactivas de oxigénio,
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num processo denominado de respira¢do oxidativa. A activacio da enzima NADPH conduz a
producdo de ido superdxido, que por dismutacdo da origem a perdxido de hidrogénio, e outras
espécies reactivas de oxigénio (acido hipocloroso, radicais hidroxilo e singleto de oxigénio) e
espécies reactivas secundarias (cloraminas) que sdo potentes moléculas microbicidas (Nauseef,
2007). Mecanismos microbicidas nao oxidativos despoletados pela fagocitose incluem a
endocitose e exocitose (desgranulacdo) do contetido dos granulos citoplasmaticos (primarios,
secundarios e terciarios) que contém inUimeros péptidos anti-microbianos e enzimas
proteoliticas, tais como a-defensinas, catepsina G, proteinase-3, elastase, lisozima, fosfatase
alcalina, lactoferrina e gelatinase entre outras (Nathan 2006; Borregaard et al. 2007; Cascao et
al. 2009). Algumas das moléculas granulares exocitadas pelos PMN, nomeadamente a elastase,
juntamente com cromatina e histonas sdo parte estruturante de formacdes extracelulares dos
PMN, as NETs (NET’s, do inglés neutrophil extracellular traps). Estas estruturas, que dependem
da libertacdo de espécies reactivas de oxigénio resultam da actividade das enzimas NADPH
oxidase e mieloperoxidase (Fuchs et al. 2007; Ermert et al. 2009; Patel et al. 2010), sdo um
mecanismo alternativo de morte celular com comprovada actividade microbicida
(Papayannopoulos & Zychlinsky 2009; Urban et al. 2009). E também aceite que a resolugio da
inflamacao é processada mediante o reconhecimento por parte dos M® de PMN apoptoéticos,
sendo este processo altamente regulado por factores intrinsecos (citocinas), mas também por
factores derivados dos agentes patogénicos que podem prolongar o tempo de vida dos PMN

(Cabrini et al. 2010; Fox et al. 2010; Witko-Sarsat et al. 2011).
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1.3 Leishmaniose — Resposta imunolodgica

A infeccdo por Leishmania desencadeia no hospedeiro vertebrado uma resposta humoral que
ndo é protectora e uma resposta celular que pode controlar a infec¢do evitando o
estabelecimento da doenca. A resolucdo da infec¢do por Leishmania estd associada a actividade
leishmanicida de espécies reactivas de oxigénio e 6xido nitrico (NO). O NO é produzido nos
macrofagos a partir do metabolismo da L-arginina, numa reac¢do catalisada pela enzima
indutora da sintetase de NO (iNOS, do inglés inducible NO synthetase). Citocinas como IFN-y e
TNF-a estimulam a expressao de iNOS enquanto IL-4, IL-10 e TGF-$ inibem a sua expressao,
tornando a célula refractaria a actividade microbicida (Wilson et al. 2005; Tripathi et al. 2007;
Liese et al. 2008; Goto & Prianti 2009).

0 reconhecimento inicial do parasita pode ser feito via PPRs, nomeadamente via TLRs (Becker et
al. 2003; de Veer et al. 2003; Flandin et al. 2006; Kropf et al. 2004a, 2004b; Whitaker et al. 2008;
Kavoosi et al. 2009 Silvestre et al. 2009) e o controlo inicial da infeccdo pode também ser
modulado por outras células do sistema imunolégico inato tais como células hospedeiras
intermediarias (neutréfilos e células dendriticas) ou as células Natural Killer (NK) (Liese et al.
2008; Soong 2008; Charmoy et al. 2010a, 2010b; Manna et al. 2010 Remer et al. 2010).

A apresentacdo antigénica da parasita efectuada pelos M® e células dendriticas conduz a
activacdo de linfocitos T CD4+ e CD8* importantes no desenvolvimento de resposta imunolégica
protectora, no estabelecimento da imunidade duradoura que envolve a activa¢ao de linfocitos T
efectores e de memdria (Liese et al. 2008). A maior parte dos estudos efectuados para dissecar a
resposta imunolégica a infecgdo por Leishmania foi realizada no modelo murino de infecgdo por
L. major. Este modelo de infeccdo permitiu definir o paradigma Th1/Th2 de
resisténcia/susceptibilidade. A resisténcia e cura estdo associadas a activacdo e diferenciacao
selectiva das células T CD4+ helper 1 (Th1l) que produzem citocinas proé-inflamatérias IFN-y,

TNF-a e IL-12. Enquanto nos animais susceptiveis ocorre a diferenciacdo de células T CD4+
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helper 2 (Th2) que produzem citocinas anti-inflamatérias como IL-4, IL-5 e IL-13 (Locksley e
Scott, 1991; Sacks et al. 2002).

Na infeccdo visceral, a imunidade protectora estd também relacionada com a resposta Thl
associada a activacdo dos mecanismos leishmanicidas dos M® por a IL-12 e IFN-y e a formacao
de granulomas em tecidos infectados. No entanto, a dicotomia do perfil de resposta imunoldgica
Th1 e Th2 verificado para a infec¢do com L. major, ndo é tao evidente em modelos murinos de LV
(Rosa et al. 2006; Rolao et al. 2007; Ettinger & Wilson 2008). Na LV murina, a resposta Th1l, é
reprimida pela producdo de citocinas imunossupressoras como a IL-10 e TGF- (Wilson et al.
2005; Tripathi et al. 2007). L. chagasi afecta directamente o ambiente no local de infeccao
através da activacdo de TGF-3 latente e ambas as espécies, L. chagasi e L. donovani, suprimem a
resposta dos M® ao IFN-y (McMahon-Pratt & Alexander 2004). Niveis elevados de IL-10 e TGF-
B, associados a imunossupressdo foram ja descritos para as formas humanas, mas também
murinas da LVZ (Caldas et al. 2005; Gomes-Pereira et al. 2004). Assim, o fenétipo de
susceptibilidade a LV murina parece estar mais relacionado com a incapacidade de
desenvolvimento de uma resposta Th1 efectiva do que do predominio de uma resposta Th2 uma
vez que a citocina IL-4 do tipo 2 ndo parece ser suficiente para influenciar a resposta Th1, nem o
curso da infecgdo por L. donovani em murganhos BALB/c, ao contrario do observado pela ac¢do
da IL-10 (Miralles et al. 1994). Linfocitos T reguladores (Treg) CD4+CD25+ envolvidos na
supressdo da imunidade e controlo da resposta efectora excessiva causada pelo parasita,
parecem ser a fonte da producdo de IL-10 e TGF-B. Recentemente, a importancia desta
subpopulacdo durante a infec¢do experimental de murganhos BALB/c com L. infantum foi
descrita pelo nosso grupo (Rodrigues et al. 2009).

A activacao via IFN-y e TNF-a ou a desactivacdo (IL-10 e TGF-[3) da resposta efectora na infecgao
por L. donovani e L. infantum/chagasi é especifica e localizada, ocorrendo sobretudo nos érgaos
linféides, (Wilson et al. 2005; Tripathi et al. 2007). Dependendo do 6rgdo afectado e da resposta

imunitaria predominante o nivel de multiplicacdo parasitaria é diferencial. Aparentemente, o
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figado parece ser o local inicial de expansio do parasita e o baco funciona como local de abrigo
onde o parasita pode persistir. (Wilson et al. 2005; Tripathi et al. 2007).

Nos ultimos tempos, com a descoberta de mais uma subpopula¢do de linfécitos pré T helper
(Th17), tém surgido os primeiros estudos, ainda que preliminares, da funcao destas células na
infeccdo por Leishmania. Estas células pré-inflamatérias produtoras de IL-17, sdo importantes
no recrutamento, migracdo e activacao de neutrofilos, porém o conhecimento do seu papel na
proteccdo ou exacerbacio da leishmaniose ainda é embrionario. Ainda assim, o papel protector
das citocinas pré-inflamatérias IL-17 e IL-22, produzidas por células Th17 e NK foi observado
durante a infec¢do causada por L. donovani em humanos (Pitta et al. 2009).

No cdo, a resposta imunoldgica a infeccdo por L. infantum tem sido avaliada através de RT-PCR
semi-quantitativo e mais recentemente, por quantificagcio absoluta da expressao de citocinas por
PCR em tempo real. No entanto, a grande variabilidade de tecidos utilizados (células
mononucleares do sangue periférico (PBMC), medula 6ssea, ganglios linfaticos, bago e figado), a
variedade de ragas caninas utilizadas em infec¢des naturais ou experimentais e finalmente, a
estirpe de Leishmania envolvida na infeccdo, impdem algumas cautelas na interpretagcdo dos
resultados. Todavia a resisténcia de cdes assintomaticos a infec¢do por L. infantum parece estar
relacionada com as citocinas IFN-y, TNF-q, IL-2 e IL-12 e activacdo dos M® para a destruicdo de
amastigotas intracelulares via NO (Pinelli et al. 1994, 1999, 2000; Panaro et al. 2001; Santos-
Gomes et al. 2002). Enquanto que em cdes sintomaticos observa-se um padriao de citocinas
misto, com expressao de [FN-y e IL-2 mas também das citocinas IL-10, IL-4 e IL-13 (Pinelli et al.
1999; Santos-Gomes et al. 2002; Sanchez-Robert et al. 2008), sendo estas ultimas citocinas
provavelmente as responsaveis pela patologia sintomatica. No entanto, fendtipos mistos ja
foram verificados em outros estudos para animais assintomaticos (Chamizo et al. 2005; Panaro
et al. 2009; Barbosa et al. 2011).

Uma das subpopulagdes envolvidas na resisténcia a LCan é a de linfécitos CD8+, uma vez que

foram detectadas em cdes assintomaticos, mas n3do em cdes sintomaticos infectados
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naturalmente com L. infantum, sugerindo a lise de M® infectados por linfocitos T citotdxicos.
Recentemente, um estudo desenvolvido por elementos da UEI de Leishmanioses mostrou a
importancia da subpopulacdo de linfécitos T CD3+*CD4+CD8* no controlo de infecgdes latentes e a
sua possivel fun¢do na resposta imunitaria durante a LCan (Alexandre-Pires et al. 2010).

Estudos sobre a resposta humoral canina mostraram um aumento dos niveis das
imunoglobulinas do tipo G2a (IgG2a) especificos do parasita em cdes assintomaticos e
resistentes a infecgdo. J& um aumento dos niveis de producdo de imunoglobulinas do tipo G1
(IgG1) foi relacionado com o aparecimento de sintomas clinicos em animais infectados
(Deplazes et al. 1995; Nieto et al. 1999; Leandro et al. 2001).

As caracteristicas genéticas de cada animal/raca, bem como a viruléncia de cada estirpe de L.
infantum s3o também factores-chave para um conhecimento mais profundo da regulacio
imunitaria do cdo perante esta parasitose (Baptista-Fernandes et al. 2007; Santos-Gomes et al.

2008)

1.3.1 Interaccdo PMN-Leishmania

Durante muito tempo foi assumido que a infec¢do por Leishmania era iniciada pela fagocitose de
M® e células dendriticas residentes na pele (Locksley et al. 1988; Leon et al. 2007). Apesar de ja
no passado se ter verificado a fagocitose de parasitas de Leishmania por PMN (Grimaldi et al.
1984; Pimenta et al. 1987; Wilson et al. 1987; Laurenti et al. 1996; Santos-Gomes et al. 2000), s6
recentemente essa visdo foi alterada e os PMN sdo agora apresentandos como células
preponderantes na infeccio com Leishmania, com um papel relevante na imunidade do
hospedeiro quer na proteccdo, quer na exacerba¢do da patologia. Imagens reais in vivo da
infeccdo por L. major através da picada de fleb6tomos em murganhos C57BL/6, permitiu
observar o rapido recrutamento dos PMN e uma eficiente captura dos parasitas. No entanto,
estes PMN ndo destroem os parasitas mas ao morrerem libertam-nos para que sejam fagocitados
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pelas células hospedeiras definitivas, os M®/mondcitos que entretanto chegam ao local da
infeccdo (Peters et al. 2008, 2009). Paralelamente Laskay e os seus colegas proporam um
modelo um pouco diferente. De acordo com os seus resultados, PMN apoptoéticos humanos
contendo parasitas intactos de L. major sdo fagocitados pelos M® de um modo silencioso
(modelo do “cavalo de tr6ia”) prevenindo a activacdo imunolégica dos M® e facilitando a
entrada do parasita na célula hospedeira definitiva (Laskay et al. 2003; van Zandbergen et al.
2004; Laskay et al. 2008). O parasita pode também induzir ao aumento do tempo de vida dos
PMN, inibindo a sua apoptose espontanea, e assim providenciar um nicho de sobrevivéncia até
que os M® cheguem aos locais de infeccdo (Aga et al. 2002; van Zandbergen et al. 2004). Ainda
assim, alguns estudos sugerem um papel protector por parte dos PMN na infeccdo por
Leishmania ja que na infec¢do experimental visceral, murganhos BALB/c depletados de PMN
desenvolveram uma resposta imunolégica do tipo ThZ durante a infec¢do por L. donovani
(MacFarlane et al. 2008), tiveram ao aumento da carga parasitaria no baco durante a fase aguda
da infecgdo por L. infantum (Rousseau et al. 2001) e a remoc¢ao de promastigotas extracelulares
no local da infecg¢ao foi abrandada (Thalhofer et al. 2011), sugerindo que os PMN favorecem o
controlo inicial da leishmaniose visceral. No entanto, foi também verificada uma incapacidade
dos PMN de destruir parasitas em caes infectados com L. infantum (Brandonisio et al. 1996) e
em 2008, Gueirad e os seus colegas, mostraram que uma proporc¢ao de parasitas de L. donovani
era capaz de sobreviver no interior dos PMN em compartimentos nao liticos dos fagossomas
dependentes do reticulo endoplasmatico, enquanto os parasitas aparentemente degradados
eram direccionados para compartimentos dependentes do lisossoma, com elevada actividade
litica. Os parasitas presentes nos compartimentos nio liticos apresentavam um fendtipo de
maior viruléncia pela presenca de lipofosfoglicano (LPG), uma das moléculas mais expressas
durante a diferenciacdo de parasitas metaciclicos (Gueirard et al. 2008).

A descoberta recente das NETs permitiu relacionar estas estruturas contendo elastase, com a

morte extracelular de promastigotas de L. amanzonensis (Guimardes-Costa et al. 2009),
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apontando para mais um mecanismo de defesa dos PMN que, juntamente com a capacidade
destas células expressarem TLRs e produzirem ou influenciarem a produgdo de mediadores anti
e pro-inflamatdrios, citocinas, quimiocinas por outras células durante a infec¢do por Leishmania
(Chen et al. 2005; Charmoy et al. 2007; Novais et al. 2009; de Souza Carmo et al. 2010), com
certeza terdo um impacto no desenvolvimento da resposta imune. Contudo, a grande
diversidade de hospedeiros, de espécies e estirpes de Leishmania, assim como de diferentes vias
e quantidade de in6culo utilizados na infeccao experimental, ainda ndo possibilitaram esclarecer

totalmente o papel dos PMN no controlo ou progressao da doenca.

1.4 Referéncias bibliograficas

Abranches P, Campino L, Santos-Gomes GM. 1998. Canine leishmaniasis. New concepts of epidemiology
and immunopathology: their impact in the control of human visceral leishmaniasis. Acta Med Port. 11:
871-875.

Afonso & Alves-Pires. 2008. Bioecologia dos vectores. In Leishmaniose canina. Ed. Chaves Ferreira

Publicacgdes. 12. Edicdo. Lisboa. Portugal. 27-40.

Aga E, Katschinski DM, van Zandbergen G, Laufs H, Hansen B, Miiller K, Solbach W, Laskay T. 2002.
Inhibition of the spontaneous apoptosis of neutrophil granulocytes by the intracellular parasite

Leishmania major. | Immunol. 169: 898-905.

Alexandre-Pires G, de Brito MT, Algueré C, Martins C, Rodrigues OR, da Fonseca IP, Santos-Gomes G.
2010. Canine leishmaniasis. Immunophenotypic profile of leukocytes in different compartments of

symptomatic, asymptomatic and treated dogs. Vet Immunol Immunopathol. 137: 275-283.

Ashford RW. The leishmaniases as emerging and reemerging zoonoses. 2000. Int J Parasitol. 30: 1269-
1281.

Baptista-Fernandes T, Marques C, Roos Rodrigues O, Santos-Gomes GM. 2007. Intra-specific variability
of virulence in Leishmania infantum zymodeme MON-1 strains. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 30:

41-53.

23



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Barbosa MAG, Alexandre-Pires G, Soares-Clemente M, Marques C, Roos Rodrigues O, Villa De Brito T,
Pereira Da Fonseca I, Alves LC, Santos-Gomes GM. 2011. Cytokine gene expression in the tissues of dogs

infected by Leishmania infantum. Journal of Comparative Pathology (in press).

Becker I, Salaiza N, Aguirre M, Delgado ], Carrillo-Carrasco N, Kobeh LG, Ruiz A, Cervantes R, Torres AP,
Cabrera N, Gonzalez A, Maldonado C, Isibasi A. 2003. Leishmania lipophosphoglycan (LPG) activates NK
cells through toll-like receptor-2. Mol Biochem Parasitol. 130: 65-74.

Borregaard N, Sgrensen OE, Theilgaard-Monch K. 2007. Neutrophil granules: a library of innate immunity
proteins. Trends Immunol. 28: 340-345.

Bourdoiseau G, Hugnet C, Gongalves RB, Vézilier F, Petit-Didier E, Papierok G, Lemesre JL. 2009. Effective
humoral and cellular immunoprotective responses in Li ESAp-MDP vaccinated protected dogs. Vet

Immunol Immunopathol. 128: 71-78.

Brandonisio O, Panunzio M, Faliero SM, Ceci L, Fasanella A, Puccini V. 1996. Evaluation of
polymorphonuclear cell and monocyte functions in Leishmania infantum-infected dogs. Vet Immunol

Immunopathol. 53: 95-103.

Cabrini M, Nahmod K, Geffner J. 2010. New insights into the mechanisms controlling neutrophil survival.

Curr Opin Hematol. 17: 31-35.

Caldas A, Favali C, Aquino D, Vinhas V, van Weyenbergh ], Brodskyn C, Costa ], Barral-Netto M, Barral A.
2005. Balance of IL-10 and interferon-gamma plasma levels in human visceral leishmaniasis: implications

in the pathogenesis. BMC Infect Dis. 5: 113.

Campino L, Maia C. 2010. Epidemiologia das Leishmanioses em Portugal. Acta Med Port. 23: 859-864.

Cascao R, Rosario HS, Fonseca JE. 2009. Neutrophils: warriors and commanders in immune mediated

inflammatory diseases. Acta Reumatol Port. 34: 313-326.

Chamizo C, Moreno ], Alvar J. 2005. Semi-quantitative analysis of cytokine expression in asymptomatic

canine leishmaniasis. Vet Inmunol Immunopathol. 103: 67-75.

Charmoy M, Auderset F, Allenbach C, Tacchini-Cottier F. 2010a. The prominent role of neutrophils during
the initial phase of infection by Leishmania parasites. ] Biomed Biotechnol. 2010: Article ID 719361. 8pp.

pages.

Charmoy M, Brunner-Agten S, Aebischer D, Auderset F, Launois P, Milon G, Proudfoot AE, Tacchini-Cottier
F. 2010b. Neutrophil-derived CCL3 is essential for the rapid recruitment of dendritic cells to the site of

Leishmania major inoculation in resistant mice. PLoS Pathog 6: e1000755.

24



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Charmoy M, Megnekou R, Allenbach C, Zweifel C, Perez C, Monnat K, Breton M, Ronet C, Launois P,
Tacchini-Cottier F. 2007. Leishmania major induces distinct neutrophil phenotypes in mice that are

resistant or susceptible to infection. ] Leukoc Biol. 82: 288-299.

Chen L, Zhang ZH, Watanabe T, Yamashita T, Kobayakawa T, Kaneko A, Fujiwara H, Sendo F. 2005. The
involvement of neutrophils in the resistance to Leishmania major infection in susceptible but not in

resistant mice. Parasitol Int. 54: 109-118.

Coelho-Finamore JM, Freitas VC, Assis RR, Melo MN, Novozhilova N, Secundino NF, Pimenta PF, Turco SJ,
Soares RP. 2011. Leishmania infantum: Lipophosphoglycan intraspecific variation and interaction with

vertebrate and invertebrate hosts. Int ] Parasitol. 41: 333-342.

Cruz I, Nieto ], Moreno ], Cafiavate C, Desjeux P, Alvar ]. 2006. Leishmania/HIV co-infections in the second

decade. Indian ] Med Res. 123: 357-388.

de Souza Carmo EV, Katz S, Barbiéri CL. 2010. Neutrophils reduce the parasite burden in Leishmania

(Leishmania) amazonensis-infected macrophages. PLoS One. 5: e13815.

de Veer M], Curtis JM, Baldwin TM, DiDonato JA, Sexton A, McConville M], Handman E, Schofield L. 2003.
MyD88 is essential for clearance of Leishmania major: possible role for lipophosphoglycan and Toll-like

receptor 2 signaling. Eur ] Immunol. 33: 2822-2831.

Denkers EY, Del Rio L, Bennouna S. 2003. Neutrophil production of IL-12 and other cytokines during
microbial infection. Chem Immunol Allergy. 83: 95-114.

Deplazes P, Smith NC, Arnold P, Lutz H, Eckert J. 1995. Specific IgG1 and IgG2 antibody responses of dogs

to Leishmania infantum and other parasites. Parasite Immunol. 17: 451-458.

Dockrell D, McGrath E, Whyte M, Sabroe 1. 2007. The Neutrophil. In Immunology of Fungal Infections.
Publisher Springer . 1stEdition. Dordrecht. Netherlands. 51-73.

Ekman AK, Cardell LO. 2010. The expression and function of Nod-like receptors in neutrophils.
Immunology. 130: 55-63.

Ermert D, Urban CF, Laube B, Goosmann C, Zychlinsky A, Brinkmann V. 2009. Mouse neutrophil

extracellular traps in microbial infections. | Innate Immun. 1: 181-193.

Ettinger NA, Wilson ME. 2008. Macrophage and T-cell gene expression in a model of early infection with
the protozoan Leishmania chagasi. PLoS Negl Trop Dis. 2: e252.

25



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Flandin JF, Chano F, Descoteaux A. 2006. RNA interference reveals a role for TLR2 and TLR3 in the
recognition of Leishmania donovani promastigotes by interferon-gamma-primed macrophages. Eur ]

Immunol. 36: 411-420.

Fox S, Leitch AE, Duffin R, Haslett C, Rossi AG. 2010. Neutrophil apoptosis: relevance to the innate immune

response and inflammatory disease. ] Innate Immun. 2: 216-227.

Fuchs TA, Abed U, Goosmann C, Hurwitz R, Schulze I, Wahn V, Weinrauch Y, Brinkmann V, Zychlinsky A.
2007. Novel cell death program leads to neutrophil extracellular traps. J Cell Biol. 176: 231-241.

Garg R, Dube A. 2006. Animal models for vaccine studies for visceral leishmaniasis. Indian ] Med Res. 123:
439-54,

Garnham PC. 1965. The Leishmanias, with special reference to the role of animal reservoirs. Am Zool. 5:
141-151.

Gomes-Pereira S, Rodrigues OR, Roldo N, Almeida PD, Santos-Gomes GM. 2004. Hepatic cellular immune
responses in mice with "cure" and "non-cure" phenotype to Leishmania infantum infection: importance of

CD8+ T cells and TGF-beta production. FEMS Immunol Med Microbiol. 41: 59-68.

Goto H, Prianti MG. 2009. Immunoactivation and immunopathogeny during active visceral leishmaniasis.

Grimaldi G Jr, Soares MJ, Moriearty PL. 1984. Tissue eosinophilia and Leishmania mexicana mexicana

eosinophil interactions in murine cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunol. 6: 397-408.

Gueirard P, Laplante A, Rondeau C, Milon G, Desjardins M. 2008. Trafficking of Leishmania donovani
promastigotes in non-lytic compartments in neutrophils enables the subsequent transfer of parasites to

macrophages. Cell Microbiol. 10: 100-111.

Guimardes-Costa AB, Nascimento MT, Froment GS, Soares RP, Morgado FN, Conceigdo-Silva F, Saraiva
EM. 2009. Leishmania amazonensis promastigotes induce and are killed by neutrophil extracellular traps.

Proc Natl Acad Sci U S A. 106: 6748-6753.

Kavoosi G, Ardestani SK, Kariminia A. 2009. The involvement of TLR2 in cytokine and reactive oxygen
species (ROS) production by PBMCs in response to Leishmania major phosphoglycans (PGs). Parasitology.
136:1193-1199.

Killick-Kendrick R. 1990. Phlebotomine vectors of the leishmaniases: a review. Med Vet Entomol. 4: 1-24.

Review.

Kobayashi SD, Voyich JM, Burlak C, DeLeo FR. 2005. Neutrophils in the innate immune response. Arch
Immunol Ther Exp (Warsz). 53: 505-517.

26



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Kropf P, Freudenberg MA, Modolell M, Price HP, Herath S, Antoniazi S, Galanos C, Smith DF, Miiller L
2004a. Toll-like receptor 4 contributes to efficient control of infection with the protozoan parasite

Leishmania major. Infect Immun. 72: 1920-1928.

Kropf P, Freudenberg N, Kalis C, Modolell M, Herath S, Galanos C, Freudenberg M, Miiller 1. 2004b.
Infection of C57BL/10ScCr and C57BL/10ScNCr mice with Leishmania major reveals a role for Toll-like

receptor 4 in the control of parasite replication. ] Leukoc Biol. 76: 48-57.

Lapinet JA, Scapini P, Calzetti F, Pérez O, Cassatella MA. 2000. Gene expression and production of tumor
necrosis factor alpha, interleukin-1beta (IL-1beta), IL-8, macrophage inflammatory protein lalpha (MIP-
lalpha), MIP-1beta, and gamma interferon-inducible protein 10 by human neutrophils stimulated with

group B meningococcal outer membrane vesicles. Infect Immun. 68: 6917-6923.

Laskay T, van Zandbergen G, Solbach W. 2003. Neutrophil granulocytes-Trojan horses for Leishmania

major and other intracellular microbes? Trends Microbiol. 11: 210-214.

Laskay T, van Zandbergen G, Solbach W. 2008. Neutrophil granulocytes as host cells and transport
vehicles for intracellular pathogens: apoptosis as infection-promoting factor. Inmunobiology. 213: 183-

191.

Laurenti MD, Corbett CE, Sotto MN, Sinhorini IL, Goto H. 1996. The role of complement in the acute
inflammatory process in the skin and in host-parasite interaction in hamsters inoculated with Leishmania

(Leishmania) chagasi. Int ] Exp Pathol. 77: 15-24.

Leandro C, Santos-Gomes GM, Campino L, Romao P, Cortes S, Roldo N, Gomes-Pereira S, Rigca Capela M],
Abranches P. 2001. Cell mediated immunity and specific IgG1 and IgG2 antibody response in natural and

experimental canine leishmaniosis. Vet Immunol Immunopathol. 79: 273-284.

Lemesre JL, Holzmuller P, Gongalves RB, Bourdoiseau G, Hugnet C, Cavaleyra M, Papierok G. 2007. Long-
lasting protection against canine visceral leishmaniasis using the LIESAp-MDP vaccine in endemic areas of

France: double-blind randomised efficacy field trial. Vaccine. 25: 4223-4234.

Leon B, Lopez-Bravo M, Ardavin C. 2007. Monocyte-derived dendritic cells formed at the infection site

control the induction of protective T helper 1 responses against Leishmania. Immunity. 26: 519-531.

Liese ], Schleicher U, Bogdan C. The innate immune response against Leishmania parasites. 2008.

Immunobiology. 213: 377-387.

27



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Locksley RM, Heinzel FP, Fankhauser JE, Nelson CS, Sadick MD. 1988. Cutaneous host defense in
leishmaniasis: interaction of isolated dermal macrophages and epidermal Langerhans cells with the

insect-stage promastigote. Infect Immun. 56: 336-342.

Locksley RM, Scott P. 1991. Helper T-cell subsets in mouse leishmaniasis: induction, expansion and

effector function. Immunol Today. 12(3):A58-61.

Manna PP, Chakrabarti G, Bandyopadhyay S. 2010. Innate immune defense in visceral leishmaniasis:

cytokine mediated protective role by allogeneic effector cell. Vaccine. 28: 803-810.

Mauricio IL, Stothard JR, Miles MA. 2000. The strange case of Leishmania chagasi. Parasitol Today. 16:
188-189.

McFarlane E, Perez C, Charmoy M, Allenbach C, Carter KC, Alexander ], Tacchini-Cottier F. 2008.
Neutrophils contribute to development of a protective immune response during onset of infection with

Leishmania donovani. Infect Immun. 76: 532-541.

McMahon-Pratt D, Alexander ]. 2004. Does the Leishmania major paradigm of pathogenesis and
protection hold for New World cutaneous leishmaniases or the visceral disease? Immunol Rev. 201: 206-
224,

Meireles J. 2008. Terapéutica e Profilaxia da Leishmaniose canina. In Leishmaniose canina. Ed. Chaves

Ferreira Publicag¢des. 12. Edi¢do Lisboa Portugal. 93-103.

Miralles GD, Stoeckle MY, McDermott DF, Finkelman FD, Murray HW. Th1l and Th2 cell-associated

cytokines in experimental visceral leishmaniasis. Infect Immun. 1994 62:1058-1063.

Miré G, Cardoso L, Pennisi MG, Oliva G, Baneth G. 2008. Canine leishmaniosis--new concepts and insights

on an expanding zoonosis: part two. Trends Parasitol. 24: 371-377.
Moore EM, Lockwood DN. 2010. Treatment of visceral leishmaniasis. ] Glob Infect Dis. 2: 151-158.

Moreno ], Alvar J. 2002. Canine leishmaniasis: epidemiological risk and the experimental model. Trends

Parasitol. 18: 399-405.

Nathan C. Neutrophils and immunity: challenges and opportunities. 2006. Nat Rev Immunol. 6: 173-182.

Nauseef W. 2007. How human neutrophils kill and degrade microbes: an integrated view. Immunological

Reviews. 219: 88-102.

28



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Nieto A, Dominguez-Bernal G, Orden JA, De La Fuente R, Madrid-Elena N, Carrion J. 2011. Mechanisms of
resistance and susceptibility to experimental visceral leishmaniosis: BALB/c mouse versus Syrian hamster

model. Vet Res. 42: 39.

Nieto CG, Garcia-Alonso M, Requena JM, Mirén C, Soto M, Alonso C, Navarrete 1. 1999. Analysis of the
humoral immune response against total and recombinant antigens of Leishmania infantum: correlation

with disease progression in canine experimental leishmaniasis. Vet Immunol Immunopathol. 67: 117-130.

Novais FO, Santiago RC, Bafica A, Khouri R, Afonso L, Borges VM, Brodskyn C, Barral-Netto M, Barral A, de
Oliveira CI. 2009. Neutrophils and macrophages cooperate in host resistance against Leishmania

braziliensis infection. ] Immunol. 183: 8088-8098.

Panaro MA, Acquafredda A, Lisi S, Lofrumento DD, Mitolo V, Sisto M, Fasanella A, Trotta T, Bertani F,
Consenti B, Brandonisio 0. 2001. Nitric oxide production by macrophages of dogs vaccinated with killed

Leishmania infantum promastigotes. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 24: 187-195.

Panaro MA, Brandonisio O, Cianciulli A, Cavallo P, Lacasella V, Paradies P, Testini G, De Caprariis D, Mitolo
V, Otranto D. 2009. Cytokine expression in dogs with natural Leishmania infantum infection. Parasitology.

136: 823-831.

Papayannopoulos V, Zychlinsky A. 2009. NETs: a new strategy for using old weapons. Trends Immunol.

30: 513-521.

Patel S, Kumar S, Jyoti A, Srinag BS, Keshari RS, Saluja R, Verma A, Mitra K, Barthwal MK, Krishnamurthy
H, Bajpai VK, Dikshit M. 2010. Nitric oxide donors release extracellular traps from human neutrophils by

augmenting free radical generation. Nitric Oxide. 22: 226-234.

Perez LE, Chandrasekar B, Saldarriaga OA, Zhao W, Arteaga LT, Travi BL, Melby PC. 2006. Reduced nitric
oxide synthase 2 (NOS2) promoter activity in the Syrian hamster renders the animal functionally deficient

in NOS2 activity and unable to control an intracellular pathogen. ] Immunol. 176: 5519-5528.

Peters NC, Egen |G, Secundino N, Debrabant A, Kimblin N, Kamhawi S, Lawyer P, Fay MP, Germain RN,
Sacks D. 2008. In vivo imaging reveals an essential role for neutrophils in leishmaniasis transmitted by

sand flies. 321: 970-974.

Peters NC, Kimblin N, Secundino N, Kamhawi S, Lawyer P, Sacks DL. 2009. Vector transmission of

Leishmania abrogates vaccine-induced protective immunity. PLoS Pathog. 5: e1000484.

29



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Pimenta PF, Dos Santos MA, De Souza W. 1987. Fine structure and cytochemistry of the interaction
between Leishmania mexicana amazonensis and rat neutrophils and eosinophils. ] Submicrosc Cytol. 19:

387-395.

Pinelli E, Gebhard D, Mommaas AM, van Hoeij M, Langermans JA, Ruitenberg E]J, Rutten VP. 2000.
Infection of a canine macrophage cell line with Leishmania infantum: determination of nitric oxide

production and anti-leishmanial activity. Vet Parasitol. 92: 181-189.

Pinelli E, Killick-Kendrick R, Wagenaar ], Bernadina W, del Real G, Ruitenberg J. 1994. Cellular and
humoral immune responses in dogs experimentally and naturally infected with Leishmania infantum.

Infect Immun. 62: 229-235.

Pinelli E, van der Kaaij SY, Slappendel R, Fragio C, Ruitenberg E], Bernadina W, Rutten VP. 1999. Detection
of canine cytokine gene expression by reverse transcription-polymerase chain reaction. Vet Immunol

Immunopathol. 69: 121-126.

Pires CA, Santos-Gomes GM, Pratlong F, Ribeiro H, Campino L, Abranches P. 1991. Phlébotomes du
Portugal. IV Infestation naturelle de Phlebotomus ariasi par Leishmania infantum MON-24 dans le foyer de

I’Alto Douro. Ann. Parasitol. Hum. Comp. 66: 47-48.

Pitta MG, Romano A, Cabantous S, Henri S, Hammad A, Kouriba B, Argiro L, el Kheir M, Bucheton B, Mary
C, El-Safi SH, Dessein A. 2009. IL-17 and IL-22 are associated with protection against human kala azar
caused by Leishmania donovani. ] Clin Invest. 119: 2379-2387.

Rafati S, Zahedifard F, Nazgouee F. 2005. Prime-boost vaccination using cysteine proteinases type [ and Il
of Leishmania infantum confers protective immunity in murine visceral leishmaniasis. Vaccine. 24: 2169-

2175.

Ramos |, Alonso A, Marcen JM, Peris A, Castillo JA, Colmenares M, Larraga V. 2008. Heterologous prime-
boost vaccination with a non-replicative vaccinia recombinant vector expressing LACK confers protection
against canine visceral leishmaniasis with a predominant Th1-specific immune response. Vaccine. 26:

333-344.

Ramos I, Alonso A, Peris A, Marcen JM, Abengozar MA, Alcolea PJ, Castillo JA, Larraga V. 2009. Antibiotic
resistance free plasmid DNA expressing LACK protein leads towards a protective Th1 response against

Leishmania infantum infection. Vaccine. 27: 6695-6703.

Reis AB, Giunchetti RC, Carrillo E, Martins-Filho OA, Moreno J. 2010. Immunity to Leishmania and the

rational search for vaccines against canine leishmaniasis. Trends Parasitol. 26: 341-349.

30



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Remer KA, Roeger B, Hambrecht C, Moll H. 2010. Natural killer cells support the induction of protective
immunity during dendritic cell-mediated vaccination against Leishmania major. Immunology. 131: 570-
582.

Rev Inst Med Trop Sao Paulo. 51: 241-246.

Rioux JA, Lanotte G, Serres E, Pratlong F, Bastien P, Perieres J. 1990. Taxonomy of Leishmania. Use of

isoenzymes. Suggestions for a new classification. Ann Parasitol Hum Comp. 65: 111-125.

Rodrigues OR, Marques C, Soares-Clemente M, Ferronha MH, Santos-Gomes GM. 2009. Identification of

regulatory T cells during experimental Leishmania infantum infection. Immunobiology. 214:101-111.

Rolao N, Cortes S, Gomes-Pereira S, Campino L. 2007. Leishmania infantum: mixed T-helper-1/T-helper-2

immune response in experimentally infected BALB/c mice. Exp Parasitol. 115: 270-276.

Rosa R, Marques C, Rodrigues OR, Santos-Gomes GM. 2006. Leishmania infantum released proteins
specifically regulate cytokine expression and production patterns by CD4+ and CD8* T cells. Acta Trop. 97:
309-317.

Rousseau D, Demartino S, Ferrua B, Michiels JF, Anjuére F, Fragaki K, Le Fichoux Y, Kubar J. 2001. In vivo

involvement of polymorphonuclear neutrophils in Leishmania infantum infection. BMC Microbiol. 1:17.

Sacks D, Noben-Trauth N. 2002. The immunology of susceptibility and resistance to Leishmania major in

mice. Nat Rev Immunol. 2: 845-58.

Sanchez-Robert E, Altet L, Alberola ], Rodriguez-Cortés A, Ojeda A, Lopez-Fuertes L, Timon M, Sanchez A,
Francino O. 2008. Longitudinal analysis of cytokine gene expression and parasite load in PBMC in

Leishmania infantum experimentally infected dogs. Vet Inmunol Immunopathol. 125: 168-175

Santos-Gomes GM, Campino L, Abranches P. 2000. Canine experimental infection: intradermal

inoculation of Leishmania infantum promastigotes. Mem Inst Oswaldo Cruz. 952: 193-198.

Santos-Gomes GM, Roos Rodrigues O, Marques C. 2008. Resposta imunoldgica. In Leishmaniose canina.

Ed. Chaves Ferreira Publicacoes, 12. Edicdo. Lisboa. Portugal. 69-83.

Santos-Gomes GM, Rosa R, Leandro C, Cortes S, Romao P, Silveira H. 2002. Cytokine expression during
the outcome of canine experimental infection by Leishmania infantum. Vet Immunol Immunopathol. 88:

21-30.

Scapini P, Lapinet-Vera JA, Gasperini S, Calzetti F, Bazzoni F, Cassatella MA. 2000. The neutrophil as a

cellular source of chemokines. Immunol Rev. 177: 195-203.

31



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Silvestre R, Silva AM, Cordeiro-da-Silva A, Ouaissi A. 2009. The contribution of Toll-like receptor 2 to the
innate recognition of a Leishmania infantum silent information regulator 2 protein. Immunology. 128:

484-499.

Solano-Gallego L, Koutinas A, Mir6 G, Cardoso L, Pennisi MG, Ferrer L, Bourdeau P, Oliva G, Baneth G.
2009. Directions for the diagnosis, clinical staging, treatment and prevention of canine leishmaniosis. Vet

Parasitol. 165: 1-18.
Soong L. 2008. Modulation of dendritic cell function by Leishmania parasites. ] Immunol. 180: 4355-4360.

Srivastava P, Dayama A, Mehrotra S, Sundar S. Diagnosis of visceral leishmaniasis. 2011. Trans R Soc Trop

Med Hyg. 105: 1-6.

Sukhumavasi W, Egan CE, Denkers EY. 2007. Mouse neutrophils require []NK2 MAPK for Toxoplasma
gondii-induced IL-12p40 and CCL2/MCP-1 release. ] Immunol. 179: 3570-3577.

Thalhofer CJ, Chen Y, Sudan B, Love-Homan L, Wilson ME. 2011. Leukocytes infiltrate the skin and
draining lymph nodes in response to the protozoan Leishmania infantum chagasi. Infect Immun. 79: 108-

17.

Tomas A & Romdo S. 2008. Biologia do parasita. In Leishmaniose canina. Ed. Chaves Ferreira Publicacdes,

12, Edicdo. Lisboa. Portugal. 7-26.

Tripathi P, Singh V, Naik S. 2007. Immune response to Leishmania: paradox rather than paradigm. FEMS
Immunol Med Microbiol. 51: 229-242.

Urban CF, Ermert D, Schmid M, Abu-Abed U, Goosmann C, Nacken W, Brinkmann V, Jungblut PR,
Zychlinsky A. 2009. Neutrophil extracellular traps contain calprotectin, a cytosolic protein complex

involved in host defense against Candida albicans. PLoS Pathog. 5:e1000639.

van Zandbergen G, Klinger M, Mueller A, Dannenberg S, Gebert A, Solbach W, Laskay T. 2004. Cutting
edge: neutrophil granulocyte serves as a vector for Leishmania entry into macrophages. | Immunol. 173:

6521-6525.

Whitaker SM, Colmenares M, Pestana KG, McMahon-Pratt D. 2008. Leishmania pifanoi proteoglycolipid
complex P8 induces macrophage cytokine production through Toll-like receptor 4. Infect Immun. 76:

2149-2156.

WHO. 2010. Control of the leishmaniasis: report of a meeting of the WHO Expert Committee on the
Control of Leishmaniases. Geneva. 22-26 March. 201pp.

32



Capitulo 1 - Enquadramento tedrico

Wilson ME, Innes DJ, Sousa AD, Pearson RD. 1987. Early histopathology of experimental infection with

Leishmania donovani in hamsters. | Parasitol. 73: 55-63.

Wilson ME, Jeronimo SM, Pearson RD. 2005. Immunopathogenesis of infection with the visceralizing

Leishmania species. Microb Pathog. 38: 147-160.

Witko-Sarsat V, Pederzoli-Ribeil M, Hirsh E, Sozzani S, Cassatella MA. 2011. Regulating neutrophil

apoptosis: new players enter the game. Trends Immunol. 32: 117-124.

Woodfin A, Voisin MB, Nourshargh S. 2010. Recent developments and complexities in neutrophil

transmigration. Curr Opin Hematol. 17: 9-17.
Zarbock A, Ley K. 2009. Neutrophil adhesion and activation under flow. Microcirculation. 16: 31-42.

Zhang X, Majlessi L, Deriaud E, Leclerc C, Lo-Man R. 2009. Coactivation of Syk kinase and MyD88 adaptor

protein pathways by bacteria promotes regulatory properties of neutrophils. Immunity. 31: 761-771.

33






CAPITULO 2

Interacgao in vitro entre neutrofilos e parasitas de L. infantum






Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

2.1 Introducgao

Apds a libertacdo de componentes quimiotacticos do hospedeiro ou do agente patogénico, os
PMN ligam-se e rapidamente ingerem os microrganismos extracelulares, através de mecanismos
dependentes da opsonizacdo ou pelo reconhecimento directo de padrdes moleculares de
reconhecimento do agente patogénico (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular
patterns) efectuada por receptores de padrdes de reconhecimento (PRRs, do inglés pattern-
recognition receptors), tais como os receptores toll-like (TLR) ou ainda os recém descobertos
PPRs, os receptores NOD-like (NLR) (Nathan 2006; Cascao et al. 2009; Ekman & Cardell 2010).
No interior dos PMN, os microrganismos podem ser destruidos através da actividade de espécies
reactivas de oxigénio ou pela accdo de enzimas proteoliticas e péptidos anti-microbianos que
fazem parte do conteddo dos granulos (Nathan 2006; Cascdo et al. 2009). Os PMN formam
estruturas extracelulares, as NETs (NET’s, do inglés neutrophil extracellular traps), constituidas
por fibras de DNA, proteinas dos granulos e histonas, que estdo envolvidas na resposta inata
contra bactérias, fungos e protozoarios (Papayannopoulos & Zychlinsky 2009; Urban et al
2009). Estas células sdao também capazes de expressar e produzir moléculas imunomodulatérias,
tais como citocinas, quimiocinas e outros mediadores moleculares, que regulam a migracdo e
activacdo dos PMN, podendo ter efeito citotéxico directo sobre os microrganismos (Scapini et al.
2000; Lapinet et al. 2000; Denkers et al. 2003; Sukhumavasi et al. 2007). O tempo de vida dos
PMN ¢ relativamente curto, acabando por morrer espontaneamente. A morte celular destas
células pode ocorrer através de diferentes vias, nas quais se inclui a apoptose (Cabrini et al
2010). Os PMN apoptoticos expressam determinados receptores que facilitam o reconhecimento
e fagocitose pelos M®, sendo este processo essencial para a resolucdo da inflamacgao, ja que a
remoc¢do de PMN apoptoticos intactos previne a libertacdo do seu contetudo citotéxico para meio

extracelular (Cabrini et al. 2010). No entanto, a extensao do tempo de vida pode ser vital para o
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controlo ou a exacerbacdo de doencas causadas por diversos microrganismos (Kennedy & DeLeo
2009), incluindo Leishmania (Aga et al. 2002; van Zandbergen et al. 2004).

A associacdo entre PMN e a leishmaniose visceral é um tema bastante actual mas ainda com
pouca informacdo disponivel. Existem evidéncias de que os PMN tém um papel no controlo da
doenca, ja que murganhos BALB/c depletados de PMN desenvolveram uma resposta
imunolégica do tipo Th2 durante a infecgdo por L. donovani (MacFarlane et al. 2008) e levaram
ao aumento da carga parasitaria no baco durante a fase aguda da infeccdo por L. infantum
(Rousseau et al. 2001). Contrariamente, em cdes infectados com L. infantum foi observada a
reducdo da capacidade dos PMN de destruirem o parasita (Brandonisio et al. 1996). Assim,
apesar de estar longe de estar totalmente esclarecido, os PMN aparecem como células cruciais
no desenvolvimento da resposta imunitaria durante a leishmaniose visceral, tendo
provavelmente um papel decisivo no controlo ou na progressdo para a doenga e na transicdo da

imunidade inata para adaptativa.

2.2 Objectivo

Este trabalho teve como objectivo estudar o efeito do parasita nos mecanismos imunolégicos de
neutrofilos, através da andlise da fagocitose, respiracdo oxidativa, apoptose, quimiotaxia,
desgranulacdo e expressao de citocinas, quimiocinas e receptores toll-like, apés infeccao in vitro
com L. infantum. Complementarmente, foi também avaliada a influéncia dos neutréfilos na

viabilidade e no crescimento do parasita.
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2.3 Material e Métodos

2.3.1 Animais e parasitas

Os animais utilizados neste estudo foram murganhos (Mus musculus) machos com idades
compreendidas entre as 5 e as 9 semanas, pertencentes a estirpe C57BL/6. Os animais foram
adquiridos ao Instituto Gulbenkian de Ciéncia e mantidos no Biotério do IHMT sob condi¢des
climaticas e de nutricdo adequadas e de acordo com os requerimentos da Unido Europeia
relativos ao bem-estar dos animais de experiéncia (86/609/CEE) reconhecidos pela lei nacional
(DR DL129/92 e Portaria 1005/92). A estirpe de murganhos é menos utilizada e apresenta
menor susceptibilidade a infeccdo com espécies viscerais de Leishmania comparativamente a
estirpe BALB/c e por isso estd associada a maior eficiéncia no controlo da carga parasitaria
(Lehmann et al. 2000; Rosa et al. 2005).

Para o estudo foram wusados promastigotas virulentos de L. infantum MON-1
(MHOM/PT/89/IMT151) recolhidos na fase de crescimento estacionaria de sub-culturas com
menos de quatro passagens (Santos-Gomes & Abranches 1996) apds a transformacgéo in vitro a
partir de amastigotas isolados do bago ou figado de murganhos BALB/c infectados. Para a
transformacao in vitro dos parasitas foi utilizado o meio de cultura NNN (Novy-Nicolle-McNeal).
Posteriormente os promastigotas foram mantidos em meio liquido Schneider’s Drosophila
(Sigma-Aldrich, USA) contendo L-glutamina e suplementado com 10% de soro fetal bovino
inactivado (FBS, do inglés fetal bovine serum, Biochrom AG, Germany) (Biochrom AG, Germany),
CaCl; a 0.6% (w/v) e 5mM Hepes (Sigma-Aldrich), a pH 7.2 (meio Schneider completo). Foram
também utilizados promastigotas transgénicos de L. infantum que expressam “Green
Fluorescent Protein” (GFP), cedidos gentilmente pela Prof.2 Ana Tomas do Instituto de Biologia
Molecular e Celular do Porto. Resumidamente, a cadeia ou grelha individual de leitura de GFP
aberta foi inserida num plasmideo pTEX (pTEX plasmid shuttle vectorl2) (Kelly et al. 1992) e

posteriormente electroporado em promastigotas de L. infantum. Os parasitas mutantes foram
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seleccionados em placas de agar com 25 pg.ml! de Geneticina (G418; Sigma-Aldrich) e as
colénias individuais positivas foram cultivadas em meio de cultura com a mesma condi¢do de
seleccdo e analisadas por southern blotting, para confirmar que a construgdo estava
estruturalmente intacta e por microscopia de fluorescéncia para garantir a expressao de GFP.

Estes parasitas foram mantidos em meio RPMI 1640 (Gibco Laboratories, USA) suplementado
com 10% FBS (Biochrom AG) e contendo 2mM L-glutamina, 2ZmM piruvato de sédio, 25mM
Hepes, 0.05mM B-mercaptoetanol (VWR International, USA), 100U.ml-! penicilina, 100pg.ml-!
estreptomicina (Biochrom AG) a pH 7.2 (meio RPMI completo) e 100pg.ml-! de Geneticina

(Sigma-Aldrich).

2.3.2 Isolamento e purificacio de neutréfilos

Quatro ou cinco murganhos foram injectados por via intraperitoneal com 0.5 ml de tioglicolato a
10% (Sigma-Aldrich) para provocar um estimulo inflamatério e consequente migragdo de PMN
para a cavidade peritoneal dos animais. Dezoito horas (h) depois, os animais foram sacrificados
pela inalacdo de CO; e as células foram recolhidas de cada animal através de uma lavagem
peritoneal com 10 ml de solu¢ido tampao fosfato salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline)
1x, frio a pH 7.2, (Lonza, Germany) (Fig. 2.1a). A suspensao foi filtrada com um filtro celular de
70um (BD Biosciences, USA) e lavada duas vezes a 300xg, a 4°C e durante 10 minutos (min) com
PBS. A suspensao celular foi ressuspendida em 1ml de PBS 1x. Paralelamente, foi preparada uma
solucdo de Percoll® (Sigma-Aldrich) a pH 7.2 com PBS (10x) na proporc¢ao de 9:1. Preparou-se
um gradiente continuo misturando 9ml desta solu¢do de Percoll com a suspensdo celular. Apos
uma ultracentrifugacdo a 60000xg, a 4°C e durante 1h e 10 minutos (Beckman Coulter, USA) foi
retirada a camada inferior de células que corresponde a camada mais rica em granuldcitos (Fig.
2.1b). Foi efectuada uma lavagem (300xg, 10 minutos a 4°C) e os PMN foram ressuspendidos em

meio RPMI completo.
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Figura 2.1. Isolamento e purificacdo de neutrdfilos (I). (a) Lavagem da cavidade peritoneal de um murganho C57BL/6
para isolamento de neutroéfilos; (b) Purificacdo da populagio de neutréfilos apds uma ultracentrifugacio e através de

um gradiente de Percoll.

Regularmente, foi realizada a contagem das células peritoneais e dos PMN purificados através da
coloracdo com azul de tripan em camara de Newbauer para a determinag¢ao da percentagem de
rendimento e viabilidade da populacdo de PMN. O niimero percentual de PMN antes e depois da
ultracentrifugacao e a pureza da populacdo de PMN foram determinados apds citocentrifugacdo
(citospin), em laminas de vidro, de 2x105 células, a 55xg durante 4 min (StatSpin® Cytofuge 2,
USA) e observacdo microscopica das laminas apds fixacdo com metanol (VWR International) e
coloracdo com Giemsa (1:7) (Sigma-Aldrich) (Fig. 2.2a,b,c) e observacdo ao microscopio de
fluorescéncia (Axioskop20, Zeiss, Germany) em meio de montagem (VECTASHIELD®, Vector
Laboratories, USA) contendo o corante nuclear fluorescente 4'6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) (Fig. 2.2d). Em regra, a viabilidade dos PMN isolados foi acima de 98%, enquanto a
pureza foi sempre superior a 90% apesar do rendimento se situar apenas nos 16.5+8.1%, uma

vez que a percentagem de PMN na populagao inicial de células peritoneais era de cerca de 60%.
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Figura 2.2. Isolamento e purificacdo de neutrdfilos (II). Laminas de citospin da suspensdo celular obtida de murganhos
C57BL/6, coradas com Giemsa (a) antes do isolamento de neutréfilos (ampliagido de 400x), (b) e (c) apos purificagdo
através de um gradiente de Percoll (ampliagdo de 400x e 1000x, respectivamente) e (d) coradas com DAPI e apds

observacdo ao microscdpio de fluorescéncia (ampliagdo 400x).

neutrofilos

Os promastigotas foram incubados em placas de cultura de 96 pocos com 5x105 PMN numa
proporcdo de parasita-PMN de 5:1, num volume total de 200pl, a 37°C numa atmosfera
humidificada contendo 5% de CO,. Apés 1 e 3 h de incubagdo, foi efectuada uma
citocentrifugacdo em ldminas de vidro com 2x105 PMN a 55xg durante 4 min. As laminas foram
fixadas com metanol e coradas com Giemsa (1:7). A percentagem de PMN infectados foi
determinada por contagem das células infectadas e células totais em 10 campos microscépicos
(1000x) por lamina e de pelo menos seis experiéncias independentes. Paralelamente, laminas de
culturas de PMN e promastigotas-GFP foram fixadas durante 10 min com paraformaldeido

(Sigma-Aldrich) a 2% (w/v) em PBS 1x e colocadas com meio de montagem VECTASHIELD®
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(Vector Laboratories, USA) que ja contém o corante nuclear fluorescente DAPI. As laminas foram
cobertas por lamelas e observadas ao microscépio de fluorescéncia (Axioskop20), com
comprimento de onda de excitacdo compativel com DAPI e GFP, para observacdo de parasitas

intracelulares.

2.3.4 Crescimento e viabilidade de L. infantum apés o contacto com neutréfilos

A promastigotas foram incubados durante 1h na presenca ou auséncia de neutréfilos, como
descrito anteriormente em 2.3.3, foi adicionado sobrenadantes congelados de culturas de PMN e
L. infantum com 1h de incubacgao. Parte da cultura (50ul) foi transferida para uma placa de 96
pocos contendo 200ul de meio Schneider (Sigma-Aldrich) completo e foram efectuadas dilui¢des
seriadas (1:4). De seguida a placa foi incubada a 24°C durante 2 e 4 dias. O nimero de parasitas
viaveis.ml! foi obtido, contando em cada po¢o e numa cimara de Neubauer, o nimero de
parasitas moveis. Este niimero foi multiplicado pelo respectivo factor de diluicao para estimar o
crescimento ou a capacidade de replicagio do parasita. Para determinar a viabilidade
intracelular do parasita, os promastigotas ndo fagocitados pelos PMN apés 1h de incubacao
foram removidos através de uma selecg¢ao positiva dos PMN usando um kit comercial Anti-Ly-6G
MicroBead Kit mouse (Miltenyi Biotec, Germany). Apés a ligacdo de um receptor de membrana
altamente expresso em PMN a microparticulas magnéticas revestidas por um anticorpo
monoclonal especifico, os PMN foram re-obtidos por separacdo magnética em colunas. A
suspensdo celular foi centrifugada (300xg, 4 °C durante 10 min), e o sedimento (pellet)
ressuspendido em 200ul de tampéo PBS frio e desgaseificado, com 0.5% de FBS e 2ZmM de EDTA
(VWR International). Foram adicionados 50pl do anticorpo monoclonal Ly-6G conjugado com
Biotina (Anti-Ly-6G-Biotin) e incubado a 4°C durante 10 min. Foram adicionados mais 150ul de
tampdo e 100ul de microparticulas conjugadas com Biotina (Anti-Biotin MicroBeads). Apds

incubacdo de 15 min a 4°C, foi efectuada uma lavagem (300xg, 4°C durante 10 min) e o
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sedimento foi ressuspendido em 500ul de tampao. Esta suspensdo celular foi aplicada em
colunas MS (Miltenyi Biotec) que por sua vez estavam associadas a um campo magnético de um
separador MiniMACS™ (Miltenyi Biotec) (Fig. 2.3a). As células ndo marcadas (Ly-6G-),
maioritariamente os parasitas extracelulares, foram colectados lavando trés vezes a coluna com
500pl de tampao. Os PMN retidos na coluna (células Ly-6G* magneticamente marcadas), foram
eluidos em 1 ml de tampdo apoés se retirar a coluna do separador magnético. Os PMN foram
centrifugados (300xg, 4°C, durante 10 min), ressuspendidos em meio Schneider completo e
incubados a 24°C em tubos contendo meio sélido NNN. As culturas foram examinadas
semanalmente por microscopia dptica (Olympus, Germany) para observacdo de promastigotas

viaveis.

2.3.5 Quimiotaxia

Quimiotaxia é o nome dado ao processo de locomocao de células em direccdo a um gradiente de
concentracdo quimico detectado por receptores de membrana das células. Este mecanismo
permite a polarizacdo e a migracdo dos PMN ou outros leucécitos aos locais de infec¢do ou
inflamacao no organismo mediante a ocorréncia de estimulos ou factores quimiotaticos externos
que podem ser componentes microbianos ou do préprio hospedeiro, tais como produtos do
complemento, citocinas, quimiocinas ou ainda outras moléculas inflamatérias libertadas pelos
proprios neutrofilos ou por outras populagdes de leucocitos (Nathan 2006).

Para avaliar a capacidade de migracao dos PMN apds o contacto com o parasita foi utilizada uma
camara de Boyden modificada (ChemoTx® System; Neuroprobe Inc., USA) composta por dois
compartimentos separados por uma membrana de policarbonato com microporos de 3um (Fig.
2.3b). No compartimento inferior foram colocados 29ul de meio RPMI ou 10-4M do agente
quimiotactico N-formyl-Met-Leu-Phe (fMLP; Sigma-Aldrich). O compartimento superior foi
preenchido com 25pl de culturas de PMN ou PMN incubados 1h com parasitas de L. infantum as
quais foram retirados os promastigotas extracelulares como descrito anteriormente em 2.3.3. A

44



Capitulo 2 - Interaccdo in vitro entre neutrofilos e parasitas de L. infantum

concentracio final de células no compartimento superior foi de 1.8x106PMN.ml-1. A placa foi
incubada durante 60 min a 37°C, numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO. O ndmero
de PMN que atravessaram a membrana e migraram do compartimento superior para o inferior
do sistema quimiotatico foi quantificado usando um microscépio invertido (Olympus, Germany)

com a amplia¢do de 1000x.

0

www miltenvibiotec.com - www.nevroprobe.com

Figura 2.3. Sistema de separagdo de células e de quimiotaxia. Separador MiniMACS™ e colunas magnéticas (Miltenyi

Biotec, Germany) (a) cdmara de Boyden modificada (b).

2.3.6 Respiracao oxidativa

0 aumento do consumo de O, durante a fagocitose de agentes patogénicos ou outras particulas
(p.e. restos celulares) ou ap6s interac¢do das células fagociticas com mediadores soldiveis e/ou
inflamatoérios denomina-se respiracdo oxidativa ou stress oxidativo. A cascata de reacgdes de
oxidacdo/reducdo tem um papel essencial no sistema imunitario do hospedeiro uma vez que
gera espécies reactivas de oxigénio que sdo altamente anti-microbicidas (Nauseef 2007).

A produgdo do ido superdxido (02) foi medida através do método colorométrico de reducdo de
azul de nitrotetrazolio (NBT, do inglés nitroblue tetrazolium,) adaptado de Choi et al. (2006) e
Sukhumavasi et al. (2007). Este método tem como principio basico a absorgio celular de NBT de
cor amarela e a sua redugao intracelular em particulas de formazan de cor azul na presenca do

0. Os depositos, de cor azul podem ser observados por microscopia optica e quantificados
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espectrofotometricamente apés solubilizacdo das particulas de formazan em solventes
organicos. As culturas de 5x105 PMN e PMN-Leishmania foram incubadas em placas de 96 pocos,
a 37°C durante 1h, numa atmosfera com 5% de CO2, em 1ml de meio RPMI incompleto, contendo
0.2% de NBT (Sigma-Aldrich) e na presenca ou auséncia de 0.2pg.ml! de acetato de forbol
miristato (PMA, do inglés phorbol myristate acetate) ou 10-4M fMLP, dois activadores da
respiracdo oxidativa. As células foram lavadas com PBS morno e solubilizadas com 100yl de
10% de dodecil sulfato de sédio (SDS, do inglés sodium dodecyl sulfate; Sigma-Aldrich) e 100pul
de HCl 0.1N. A absorvancia foi quantificada a 550nm num espectrofotémetro, usando um leitor
de placas Anthos 2010 (Biochrom, UK). Pogos sem PMN foram usados como controlos negativos.
Paralelamente, foi efectuada a citocentrifugacdo das células em laminas que foram
posteriormente fixadas com metanol e coradas com 1% de safranina O (Sigma-Aldrich). As
particulas de formazan resultantes da reducdo do NBT pelo ido superéxido foram observadas

nas laminas ao microscépio 6ptico.

2.3.7 Desgranulacio

Alguns dos componentes dos granulos primdrios, tais como a mieloperoxidase (MPO) e a
elastase neutrofilica (NE) estdo envolvidos na regulacdo a formacido extracelular das NETs
(Papayannopoulos & Zychlinsky 2009) e a NE é também parte estruturante destas formacgdes
neutrofilicas durante a infeccdo com L. amanzonensis (Guimaries-Costa et al. 2009). Ao
contrario do que se pensava inicialmente os granulos primarios ndo sdo apenas libertados
dentro dos fagossomas. Estas moléculas sdo libertadas para o espaco extracelular por exocitose.
A exocitose de enzimas dos granulos primarios dos PMN foi medida pela actividade da MPO, NE
e outra enzima granular, catepsina G (CatG) nos sobrenadantes de culturas de 5x105 neutroéfilos
com 1h e 3h de incubacdo com L. infantum. Em placas de 96 pogos foram adicionados substratos

especificos para cada uma das enzimas. Para a MPO, foi utilizado 50pul do substrato 3,3',5,5'-
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tetrametilbenzidina (TMB, Sigma-Aldrich) que é um reagente que combina o cromagénio TMB
contendo 2% do substrato da MPO, per6xido de hidrogénio (VWR) (Quade & Roth 1997) a 50ul
dos sobrenadantes. Por accdo da enzima sobre o substrato é formado um produto de reac¢ao de
cor azul que por sua vez, apds a adicdo de acido, resulta num composto amarelo estavel que
pode ser quantificado num espectrofotémetro. Assim, apds uma incubacdo de 30 min a reaccdo
foi terminada com 25pl de uma solugdo de 0.5M de H,SO4 e a absorvancia a 450nm foi medida
num leitor de placas, Stat Fax® 3200 Microplate reader (Awareness Technology Inc., USA). Como
controlos usaram-se po¢os com meio RPMI e pocos sem TMB. A actividade enzimética da NE e
da CatG foi medida usando 1mM dos substratos sintéticos e colorométricos N-Methoxysuccinyl-
Ala-Ala-Pro-Val-pNA (Sigma-Aldrich) e 2.5mM do substrato N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA
(Sigma-Aldrich), respectivamente (Morohoshi et al. 2006; Mydel et al. 2008). Resumidamente, a
100pl dos sobrenadantes foi adicionado 100pl do substrato apropriado em 25 mM do tampéo de
reaccdo (Tris-HCI pH 7.5) numa placa de 96 pocgos. A absorvancia a 405 nm foi lida num leitor de
placas apds 24h e 96h de incubacdo a 37°C para a NE e 24h, 48h e 96h para a CatG. Como
controlo, foram lidas as absorvancias de pocos contendo meio RPMI ou apenas os substratos.
Para todos os ensaios foi assumido que a intensidade da reac¢do colorimétrica é proporcional a

quantidade/actividade da enzima em estudo.

2.3.8 Apoptose

Na fase inicial do processo de morte celular por apoptose, fosfolipidos, como por exemplo
moléculas de fosfadilserina (PS), sdo deslocadas do folheto interno para o folheto externo da
membrana citoplasmatica. Este fendmeno permite o reconhecimento das células apoptéticas,
nomeadamente dos PMN apoptoticos pelos macroéfagos, e a sua rapida e segura remocao (Elbim
& Lizard 2009). A apoptose nos PMN foi analisada utilizando o kit comercial TACS™ Annexin V-

FITC (R&D Systems, USA). As alteracdes membranares associadas a apoptose sdo detectadas por
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citometria de fluxo e/ou deteccdo in situ através da adi¢do de conjugados de Anexina V que é
uma proteina anticoagulante que na presenca de ides calcio se liga reversivelmente mas de
maneira forte a moléculas de PS do folheto externo da membrana celular (Fig. 2.4).
Adicionalmente, a marcagdo com iodeto de propidio (PI) permite identificar as células que

perderam a integridade da membrana (apoptose tardia ou necrose).

Anexina V-FITC .
Anexina V-FITC

Figura 2.4. Esquema representativo da apoptose celular. Esquema representativo da deslocacgio de fosfadilserina (PS)
do folheto interno para o folheto externo da membrana celular durante a apoptose e ligacdo de moléculas de anexina
V marcadas com FITC a moléculas de PS da superficie celular na presenca de iGes célcio (adaptado de

SouthernBiotech, USA, www.southernbiotech.com).

PMN (1x10¢) foram incubados durante 1h com L. infantum. Os parasitas extracelulares foram
removidos como descrito no em 2.3.3. Células incubadas ou ndo com promastigotas foram
centrifugadas a 300xg, 10 minutos a temperatura ambiente, lavadas duas vezes (300xg, 6 min,
4°C) em 500ul de PBS 1X frio, ressuspendidas em 100pl do reagente de incubacdo da Anexina V
[10ul de 10X tampao de ligagdo (10mM Hepes, pH 7.4, 1.5M NaCl, 50mM KCI, 10mM MgCl,, 18
mM CaCly), 80pl de dgua mili Q e 1pl Anexina V-FITC] e incubadas no escuro durante 25 minutos
a temperatura ambiente. Apés uma lavagem com 1ml de 1x tampdo de ligacdo a suspensido

celular foi ressuspendida em 500 pl de 1X tampao de ligagdo a qual se adicionou 10ul de PI. Para
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deteccdo in situ, as células foram observadas ao microscdpio de fluorescéncia (Axioskop20,
Zeiss, Germany) ap6s colocar 10ul da suspensdo entre lamina e lamela com meio de montagem
VECTASHIELD® (Vector Laboratories) com filtro compativel com fluoresceina de isotiocianato-
FITC). A aquisicdo da restante suspensao celular foi efectuada num citéometro FACSCalibur (BD
Biosciences) usando o software CellQuestPro (BD Biosciences) e a andlise dos dados, com o
programa FlowJo 7.6.1 (Tree Star Inc., USA) e o programa Cyflogic 1.2.1 (CyFlo Ltd., Filand).
Células ndo marcadas, células marcadas apenas com Anexina V-FITC e células marcadas sé com

PI foram utilizadas para calibrar o citometro, compensando a autofluorescéncia e a sobreposi¢do

dos espectros e definindo os limites de cada populagio.

A expressdo de mRNA de genes de citocinas, quimiocinas, do receptor toll-like (TLR)-2 e da
subunidade gp91phox da enzima NADPH foi quantificada em culturas de neutréfilos incubadas

ou ndo com parasitas de L. infantum por PCR em tempo real.

2.3.9.1 Extrac¢ao de RNA total e sintese de cDNA
O RNA total foi extraido de 5x105 neutréfilos com 1 e 3h de incubagdo com e sem L. infantum.
Apds a remocgdo dos parasitas nao fagocitados como descrito em 2.3.3, o RNA foi extraido
utilizando o teste comercial RNeasy Mini Kit (Quiagen, Germany) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Apds a lise e homogeneizacdo com um tampao desnaturante contendo guadinina-
tiocianato que inactiva possiveis ribonucleases (RNases), permitindo a purificagdo de RNA
intacto, foi adicionado etanol 70% (v/v) tratado com dietilpirocarbonato (DEPC; Sigma-Aldrich)
0.1% que promove a ligagdo selectiva do RNA a membrana de uma coluna de separagio. Foi
efectuada uma série consecutiva de centrifugacdes e lavagens que permitiu que o RNA fosse
eluido em 35pl de agua. O protocolo inclui também um tratamento com desoxiribonuclease

(DNase) para prevenir e remover DNA contaminante (RNase Free-DNase set; Quiagen). As
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amostras de RNA foram desnaturadas durante 5 min a 65°C e posteriormente sintetizadas em
cDNA através de uma reacc¢do de transcricdo reversa a 37 °C, durante 60 min, na presenca de
200U da enzima Moloney Murine Leukemia Virus - Reverse Transcriptase (MMLV-RT; Promega,
USA), 3mM 5X MMLV-RT buffer (250mM Tris-HCI, pH 8.3, 375mM KCI e 15mM MgCl;, 50mM
DTT; Promega), 10mM albumina de soro bovino (BSA; Roche, USA), 0.5mM
desoxirribonucleétidos (dNTPs) (Bioline, UK), 0.1ug Oligo (dT)15 (Promega) e 40U da enzima
Ribonuclease inhibitor (RNAsin; Promega) por cada pg de RNA. Por ultimo, as amostras foram
aquecidas a 95°C, durante 5 min, para inactivacido da enzima RT, arrefecidas a 4°C e conservadas
a -20°C até a sua utilizacdo. Em cada reacgdo foi incluido um controlo negativo (amostra sem

RNA).

2.3.9.2 Seleccio dos genes-alvo e sequéncia de primers
Para além dos genes do receptor toll-like (TLR)-2 e da subunidade gp91phox da enzima NADPH
foi também analisada a expressio dos genes do factor de necrose tumoral (TNF)-o, da
interleucina (IL)-1P e da IL-6. As quimiocinas analisadas foram a proteina inflamatdria de
macrdéfagos (MIP/CCL3)-1a, MIP-2/CXCL2, quimiocina derivada de queracinécitos (homologo
funcional da IL-8 humana) (KC/CXCL1) e a proteina quimiotatica de monécitos (MCP/CCL2)-1.
Para corrigir possiveis ineficiéncias da reaccdo de transcrigdo reversa, a quantificacio da
expressdo génica é sempre normalizada em relagdo a um gene de controlo interno
(housekeeping) que é expresso a um nivel constante em diferentes tecidos, em diferentes fases
do desenvolvimento de um organismo e que ndo devera ser afectado pelo processo
experimental. Assim, para controlo endégeno da expressao de genes, foi utilizado o gene HPRT
(hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase). As sequéncias de iniciagdo, ou primers
forward e reverse de cada gene (Tabela 2.1), foram pesquisadas na bibliografia existente, tendo
em conta determinados critérios importantes para a optimizacdo da reaccdo de PCR em tempo
real, nomeadamente, as sequéncias terem um tamanho aproximado de 20 pares de base (pb) e

uma percentagem de GC entre 30% e 80%, terem sido previamente utilizados em PCR em tempo
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real usando SYBR green como marcador das cadeias duplas de DNA e o produto de PCR ter um
tamanho entre 50 e 150 pb. Procuramos que todos os aspectos relacionados com esta técnica,
como extraccdo de RNA, a obtencdo dos resultados por PCR em tempo real, passando pelo
desenho experimental e incluindo a escolha dos primers e do gene de controlo interno,
seguissem as exigéncias necessarias para publicacdes de resultados de PCR quantitativo em

tempo real (MIQE guidelines), descritas por Bustin et al. (2009, 2010).

N.2 pares
Genes alvo Sequéncias forward (FW) e reverse (REV) Referéncias

de bases

FW - 5’ GCT CGA GAT GTC ATG AAG GAG AT 3’
HPRT 91 Rodrigues et al. (2006)
REV - 5’ CCA GCA GGT CAG CAA AGA ACT 3’

FW - 5’ ATG ATC CGC GAC GTG GAA 3’
TNF-a 73 Rodrigues et al. (2006)
REV - 5" ACC GCC TGG AGT TCT GGAA 3’

FW - 5’ CAA CCA ACA AGT GAT ATT CTC CATG 3’
IL-18 151 Zaheer et al. (2007)
REV -5’ ATC CAC ACT CTC CAGCTGCA 3’

FW - 5’ GAG GAT ACC ACT CCC AACAGACC ¥
IL-6 141 Godinez et al. (2008)
REV - 5’ AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA 3’

FW - 5’ CCA TGA CAC TCT GCAACCAAGT 3
MIP-1a 81 Godinez et al. (2008)
REV - 5’ TCC GGC TGT AGG AGAAGCA 3’

FW - 5’ TGT CAA TGC CTG AAG ACC CTG CC 3’
MIP-2 126 Huang. et al. (2007)
REV - 5" AAC TTT TTG ACC GCC CTT GAG AGT GG 3’

FW - 5’ GCC CTA AGG TCT TCAGCACCTT 3’

MCP-1 100 Chintakuntlawar et al. (2007)
REV - 5" TGC TTG AGG TGG TTG TGG AA 3’
FW - 5’ GCG CCT ATC GCC AAT GAG 3’

KC 91 Chintakuntlawar et al. (2007)

REV - 5" AGG GCA ACA CCT TCA AGC TCT 3’
FW -5’ AAC CTC AGA CAA AGC GTCAAATC 3’

TLR-2 65 Sutmuller et al. (2006)
REV - 5" ACC AAG ATC CAG AAGAGC CAAA 3
FW -5’ CTG CTC TCC TTT CTC AGG GGT 3’

gp91phox 113 Velayudham et al. (2006)
REV - 5’ GTG TGC AGT GCT ATC ATC CAA 3’

Tabela 2.1. Sequéncia de primers forward e reverse de cada gene. Genes-alvo, sequéncias dos primers forward e
reverse, tamanho do produto obtido em pares de bases e referéncia bibliografica das citocinas TNF-q, IL-1f e IL-6, das
quimiocinas MIP-1a, MIP-2, MCP-1 e KC, do receptor TLR-2, da subunidade gp91phox e do gene de controlo interno
HPRT.
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2.3.9.3 PCR convencional, purificacdo e clonagem do produto amplificado em
vectores plasmidicos
O cDNA (2pl) de cada gene foi amplificado por PCR convencional usando uma concentracao final
de 0.3uM de cada primer (forward e reverse), 1X tampao de reac¢do [160mM (NH4)2S04, 670mM
Tris-HCI pH 8.8, 0.1% Tween 20] (Bioline, UK), 2.5uM MgCl; (Bioline), 0.2mM dNTPs e 0.04U.pl!
da enzima Taq polimerase (Bioline) em um volume final de 18pul. Para a desnaturacdo, o cDNA
foi deixado 5 min a 94°C seguido por 30 ciclos de 20 segundos (seg) a 94°C, 30 seg a 59°C
(temperatura de anneling) e extensdo de 30 segundos a 72°C. A extensao final dos genes HPRT,
TNF-a e TGF-B decorreram durante 3 min a 72°C. Para o gene gp91phox, as condi¢des de
amplificacdo foram as seguintes: 10 min a 95°C, 40 ciclos de 10 seg a 95°C, 10 seg a 60°C e 25 seg
a 72°C, e uma extensdo final a 72°C durante 5 min. Os genes IL-1f, IL-6, MIP-10,/CCL3 e MIP-
2/CXCL2 foram amplificados nas seguintes condi¢des: 5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 94°C,
15 seg a 60°C e 30 seg a 72°C, e uma extensdo final a 72°C durante 3 min. Os genes KC/CXCL1 e
MCP-1/CCL2 foram amplificados nas condi¢des descritas anteriormente, diferindo apenas no
nimero de ciclos de amplificagdo (35 ciclos). Os fragmentos amplificados de cDNA foram
submetidos a electroforese em gel de agarose a 3% (p/v) (Sigma-Aldrich) ao qual se adicionou
brometo de etidio (concentracdo final 0.5ug.ml1) em tampao TAE 1X (0.04M Tris-HCI pH 8.0,
0.02M acetato de sédio, 0.002M EDTA) durante cerca de 80min a 100V. A presenca dos genes foi
confirmada através da sua visualizagdo no sistema UVIDOC (Alfagene, USA) sob luz ultravioleta,
por emissdo de fluorescéncia do brometo de etidio intercalado com DNA. Os produtos obtidos
foram purificados usando o kit comercial High Pure PCR Product Purification (Roche) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Este protocolo é realizado para remover sais, restos de primers
e nucleétidos ndo incorporados que podem interferir com a inser¢do do gene no vector
plasmidico. Resumidamente, adicionou-se e homogeneizou-se o produto de PCR com um tampao
de ligacdo contendo 3M guanidina-tiocianato, 10mM Tris-HCl e 5% etanol (v/v) pH 5.5, que

promove a retencdo do DNA a discos de fibra de vidro de colunas de purificacdo. Apds uma série
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de centrifugacdes e duas lavagens, o produto foi eluido em tampao de eluicdo (10mM Tris-HCI
pH 8.5). O produto purificado foi quantificado usando o espectrofotémetro NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientificc USA) e inserido num vector plasmidico pGEM®-T Easy Vector
(Promega). A enzima utilizada (Taq polimerase) durante a amplificagdo por PCR dos genes em
estudo apresenta actividade proofreading, ou seja, adiciona ao gene uma cauda 3’-A que se liga
aos terminais T no vector pGEM Easy linearizado. Para cada reaccdo, foi utilizado 5pl de 2X
tampdo de ligagdo, 1pl da enzima T4 DNA ligase, 1pul do vector pGEM®-T Easy Vector e a
quantidade apropriada do insert (DNA purificado), num volume final de 10pl, incubando-se de
seguida a 4°C, durante 12h.

A quantidade necessaria de insert para a reac¢do de ligacdo foi calculada de acordo com a

seguinte féormula:

ng insert usado = ng vector x tamanho do insert 0.5 (kb) x ratio insert:vector

tamanho de vector (kb)
A proporcao insert:vector foi optimizada para 9:1, a quantidade de vector utilizada foi 50ng e o
tamanho do vector em kb é de 3.015. A transformacido dos fragmentos ligados ocorreu em
células competentes (JM 109 High Efficiency Competent Cells; Promega). A suspensdo celular
(50ul) e 2pl da reacgdo de ligacdo foram colocadas no gelo durante 20 min. As células foram
posteriormente submetidas a um choque térmico a 42°C durante 45-50 seg e imediatamente
colocadas no gelo durante 2 min. A cada reaccdo contendo as células transformadas foi
adicionado 950ul de meio SOC (Promega). As células foram incubadas a 37°C com agitacdo (150
rotacdes por minuto) durante 1h30min. Cada cultura transformada (100pul) foi plaqueada em
placas de Luria broth (Lennox, Scharlau Microbiology, Spain) contendo 100pug.ml-! de ampicilina
(Sigma-Aldrich), 0.5mM de IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo, Sigma-Aldrich) e
80pg.ml-! de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-D-galactopiranosideo, Sigma-Aldrich) permitindo
a identificacdo dos recombinantes através da diferenciacdo de coldnias brancas e azuis. As placas

foram incubadas a 37°C durante cerca de 16-18h. As colénias de cor branca resultantes da
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interrupcdo da funcionalidade da sequéncia do gene que codifica a -galactosidase (lacZ) devido
a presenca dos plasmideos recombinantes com o insert correctamente clonado, foram colocadas
a crescer em 5ml de meio LB com ampicilina e agitagao (250 rotagdes por minuto), durante 12-
16h. O DNA plasmidico foi extraido usando o kit High Pure Plasmid Isolation (Roche) de acordo
com as instrucdes do fabricante. Resumidamente, a 1 ml suspensdo celular foi adicionado RNAse
para remover todo o RNA da amostra, tampao de lise para libertar o plasmideo das células
bacterianas e o tampdo de ligacdo que contém guanidina-HCl para promover a ligacdo do
plasmideo as fibras de vidro da coluna. Ap6s uma série de centrifugacdes a 20800xg e lavagens
com tampoes de lavagem, o plasmideo foi eluido (13000xg) em 10mM de Tris-HCIl, pH 8.5. A
confirmacdo da presenca os genes pretendidos foi realizada por PCR convencional e
electroforese em gel de 3% de agarose (Fig. 2.5a), como descrito anteriormente, e por
fragmentacdo do DNA plasmidico recombinante com a enzima de restricdo Bcn I, que corta em
sitios especificos do vector pGEM Easy-T, gerando quatro fragmentos ou bandas de diferentes
tamanhos (351pb, 696pb, 867pb + tamanho do insert e 1101bp). Assim, o plasmideo
recombinante (4ul) juntamente com 1ul da enzima de restricdo Bcn I (Fermentas, USA), 10ul de
1x tampdo Tango™ (33 mM de Tris-acetato, pH 7.9, 10mM de acetato de magnésio, 66mM de
acetato de potassio e 0.1mg.ml-! de BSA) e 4ul de agua Mili Q foi incubado durante 2h a 37°C. Os
fragmentos obtidos foram visualizados apds eletroforese (1h a 110V) em gel de agarose (1.5%)

(Fig. 2.5b).
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Figura 2.5. Géis de agarose com produtos de PCR e produtos da digestdo de DNA plasmidico. Exemplos da visualizacdo
em gel de agarose de 3 % do produto de PCR (a) e gel de 1.5 % da fragmentagdo do DNA plasmidico recombinante de
gp91phox com a enzima de restricdo Bcn I com as quatro bandas esperadas (b). M1, marcador Hyperladder V
(Bioline); 1, produto de PCR esperado de 113pb para o DNA plasmidico recombinante de gp91phox; B, branco; M2,
marcador GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas); 2, quatro fragmentos de restri¢do esperados para o DNA
plasmidico recombinante de gp91phox de 351pb, 696pb, 980bp (fragmento de 867pb + tamanho do insert de 113pb)
e 1101bp.

2.3.9.4 Construcao de curvas-padriao e PCR em tempo real para a quantificacdo absoluta
da expressao génica

As curvas-padrao para cada gene foram construidas ap6s a quantificacdo do DNA plasmidico
recombinante obtido por clonagem (NanoDrop 1000). Foram efectuadas diluicdes em série de
1:5 (de 250pg.pl-t a 0.016pg.ul1) e reacgdes independentes de PCR em tempo real, nas quais as
amostras das solucdes-padrdo foram utilizadas em duplicado. A partir das curvas-padrao
obtidas foi calculado a eficiéncia de amplificacdo (E=101/-DECLIVE — 1) para cada gene.
Consideraram-se aceitaveis os ensaios com percentagens de eficiéncia superiores a 90%. O PCR
em tempo real foi realizado num aparelho ABI GeneAmp 5700-sequence detection system
(Applied Biosystems, USA) num volume total de 20pl contendo 2ul de cDNA de cada amostra ou
de cada diluicdo do DNA plasmidico (padrao), 300nM dos primers forward e reverse especificos
de cada gene e 10ul de SYBR® PCR Master Mix (Applied Biosystems) que contém SYBR Green I

Dye, a DNA Polimerase AmpliTaq Gold, dNTPs, e tampdes optimizados. Cada amostra foi
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realizada em duplicado, com as seguintes condi¢des: 10 min a 95°C para a activacao da
AmpliTaq Gold, seguidos de um total de 40 ciclos de 15 seg a 95°C e 1 min a 60°C. O nimero de
copias de cada gene foi normalizado para o gene HPRT e os resultados foram expressos como o

numero de cdpias de cada gene por cada 1000 cépias de HPRT.

2.3.10 Analise estatistica

Em todo o estudo usaram-se, no minimo, triplicados de cada amostra e os dados foram
representados como médias e erros-padrao de pelo menos duas experiéncias independentes. O
teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi utilizado para comparar:
- os niveis de multiplicacdo do parasita em culturas de Leishmania (Leish) vs culturas de
Leishmania e sobrenadantes de culturas de Leishmania e PMN (Leish+sobre) vs culturas de
Leishmania e PMN (Leish+PMN);
- a producao de ido superdxido e migracao de PMN na presenca e na auséncia do parasita e
do também do agente quimiotatico (PMN vs PMN+Leish e PMN+fMLP vs PMN+L+fMLP);
- o nimero de cépias de cada gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno HPRT
em PMN (PMN) vs PMN-Leishmania (PMN+Leish);
- os valores de absorvancia da actividade enzimatica de sobrenadantes de PMN vs PMN-
Leishmania (PMN+Leish);
- a frequéncia de células das sub-populacdes de PMN na presenca e na auséncia do
parasita (PMN vs PMN+Leish);
- a frequéncia de PMN viaveis, necrdticos, apoptoticos na fase final e na fase inicial da
apoptose, na presenca e na auséncia do parasita (PMN vs PMN+Leish).
Considerou-se estatisticamente significativo um valor de p inferior a 0.05 (p<0.05). A analise

estatistica e os graficos foram gerados com o programa Graphpad Prism 5.0 (USA).
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2.4 Resultados

2.4.1 Promastigotas de L. infantum sido fagocitados por PMN e diferenciaram-se em
amastigotas

A observacdo por microscopia 6ptica de laminas de citospin de PMN incubados com parasitas de
L. infantum durante 1 e 3h, coradas com Giemsa, permitiu constatar que os promastigotas sao
fagocitados pelos PMN. Os promastigotas incorporados por neutréfilos sdo capazes de se
diferenciar morfologicamente na forma amastigota, caracterizada pela sua forma ovdide e
auséncia de flagelo (Fig. 2.6a,b). Os promastigotas ndo fagocitados mantém a sua estrutura
alongada, com um flagelo livre na parte anterior (Fig. 2.6b). Em ambas as formas, a posicdo e a
aparéncia morfolégica do nucleo e cinetoplasto mostravam-se tipicas de parasitas viaveis (Fig.
2.6a, b, f). Por outro lado, foram também observados parasitas intra e extracelulares
aparentemente destruidos (Fig. 2.6a). A percentagem de infeccdo dos PMN foi de 6.7£1.4% apds
1h de co-cultura. Com 3h de incubagao a percentagem aumentou para 9.4+1.6% (Fig. 2.6¢). Em
laminas de citospin com PMN coradas com DAPI (Fig. 2.6d) e L. infantum-GFP (Fig. 2.6e) foram
também observados por microscopia de fluorescéncia amastigotas intracelulares aparentemente

intactos (Fig. 2.6f).
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Figure 2.6. Fagocitose de L. infantum por PMN. Laminas de citospin de PMN incubados com promastigotas durante 1 e
3h foram observadas por microscopia dptica (ampliagdo 1000x). Os promastigotas foram fagocitados pelos PMN,
transformando-se na forma amastigota (a, b). Alguns parasitas ndo fagocitados mantém a sua forma alongada de
promastigotas (a, b). Observaram-se também parasitas intra e extracelulares aparentemente intactos e também
parasitas degradados (a, b). A percentagem de PMN contendo pelo menos um parasita intracelular foi calculada e no
grafico estdo representadas as médias e erros-padrdo de pelo menos 6 experiéncias independentes (c). Foram
observadas por microscopia de fluorescéncia (ampliagdo 1000x) laminas de citospin corados com DAPI de PMN (d)
incubados com promastigotas-GFP (e) (1000x). As imagens de fluorescéncia sobrepostas mostram um amastigota
intracelular intacto (f). n, neutréfilo; ai, amastigota intacto; pd, promastigota destruido; pi, promastigota intacto; ad,

amastigota destruido.

2.4.2 Os parasitas mantém a viabilidade mas a multiplicacido é inibida pela presenca de

PMN

A viabilidade dos amastigotas internalizados por PMN foi investigada apds transferir culturas de
PMN-L. infantum livres de promastigotas extracelulares para meio de Schneider completo e
NNN. Verificou-se que os amastigotas intracelulares diferenciaram-se novamente em
promastigotas viaveis. No entanto, o contacto prévio com PMN afecta a taxa de multiplicagao do
parasita. Quando comparada com culturas de promastigotas (p=0.0012) e com promastigotas

incubados com sobrenadantes de culturas de PMN-Leishmania (p=0.0043) a multiplicacdo dos

58



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

parasitas que estiveram em contacto com PMN foi significativamente inferior com 2 dias de
incubacdo. A diminuicdo da taxa de multiplicagdo foi também inferior em promastigotas
incubados com sobrenadantes de culturas de PMN-Leishmania, porém ndo ha diferencas
significativas quando comparado com o nivel de multiplicagdo de promastigotas (Fig. 2.7). Apds
quatro dias de incubagdo verificou-se um decréscimo na capacidade de multiplicagcdo do parasita
em todas as situacdes, havendo mesmo uma elevada concentracdo de promastigotas imdveis,
aparentemente inviaveis. Este facto deve-se provavelmente ao esgotamento do meio e/ou falta
de espaco de crescimento do parasita nas microplacas de 96 pocos. Ao fim de quatro dias de

incubacdo ndo se verificaram diferencgas significativas na multiplicagdo parasitaria nas

diferentes culturas.
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Figura 2.7. Niveis de multiplicagdo de promastigotas de L. infantum na presenga de PMN ou de sobrenadantes de co-
culturas de PMN-L. infantum. Promastigotas incubados ou ndo com PMN ou com sobrenadantes de co-culturas PMN-L.
infantum foram transferidos para microplacas com meio Schneider’s Drosophila completo. Apdés 2 e 4 dias de
incubagdo a 24°C, o nimero de promastigotas viaveis foi quantificado em camara de Neubauer. O crescimento do
parasita é expresso como o nimero de promastigotas méveis por ml. Usaram-se no minimo triplicados de cada
amostra e os dados representam as médias e erros-padrdo de duas experiéncias independentes. O teste ndo
paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar os niveis de multiplicacdo do parasita. * e § (p<0.05) indicam
diferencas significativas quando se compararam culturas de Leishmania (Leish) vs culturas de Leishmania e

sobrenadantes de culturas de Leishmania e PMN (Leish+sobre) ou culturas de Leishmania e PMN (Leish+PMN).

59



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

2.4.3 O contacto com parasitas de L. infantum inibe a migracdo de PMN

Ensaios de quimiotaxia realizados em placas foram executados para compreender a influéncia
do parasita na capacidade de migracdo dos PMN. O nimero de PMN que migraram num sistema
de Boyden modificado foi quantificado por observagdo das células num microscépio invertido.
Foi verificado que a funcao quimiotatica dos PMN é afectada pela presenca de parasitas
intracelulares (Fig. 2.8). Quando foram previamente expostos a L. infantum o nimero de PMN
que migraram do compartimento superior para o inferior da cdmara de Boyden modificada foi
significativamente reduzido (p<0.000). Apesar do ndmero de células migrantes ter aumentado
em ambas as situa¢des quando se adicionou ao meio o agente quimiotatico fMLP, o valor

permaneceu comparativamente inferior em culturas de PMN infectados (p<0.000).
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Figura 2.8. Migragdo de PMN na presenca de L. infantum. Culturas de PMN e PMN+Leishmania (PMN+Leish) foram
colocadas no compartimentro superior de uma camara de Boyden modificada, separada por uma membrana de 3um.
O compartimento inferior foi preenchido por fMLP (10-4 M) ou meio RPMIL. O niimero de PMN que migraram para o
compartimento inferior foi quantificado em 10 campos de um microscépio éptico invertido com uma ampliagdo de
1000x. Este ensaio foi executado 3 vezes e os dados representam médias e erros-padrdo de triplicados de cada
amostra. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar a migracdo de PMN na presenca e na
auséncia do parasita e também do agente quimiotatico. * (p<0.05) indica diferencas estatisticamente significativas

entre PMN vs PMN+Leish e PMN+fMLP vs PMN+L+fMLP.
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2.4.4 L. infantum induz a producao de ido superéxido mas a expressao da subunidade da

enzima NADPH, gp91phox, nio sofre alteracdes

A producdio de Oz por PMN incubados com L. infantum foi quantificada
espectrofotometricamente através da medi¢do indirecta de depésitos intracelulares de formazan
formados nos PMN apés a reducdo de NBT. Os depdsitos de formazam foram também
observados por microscopia 6ptica em culturas de PMN na presenca de Leishmania e em
culturas de PMN. As culturas de PMN apresentaram menor intensidade dos depdsitos (Fig. 2.9a)
quando comparada com as culturas de PMN-L. infantum (Fig. 2.9b). Adicionalmente, verificou-
se um aumento significativo (p=0.008) na producio de O, pelos PMN na presenca do parasita. A
adicao de fMLP, um indutor da respiracdo oxidativa, aos PMN também aumenta, como seria de
esperar, a producio de O,. Porém, apesar de na presenca do parasita os valores de absorvancia
serem ligeiramente superiores, ndo houve diferencas significativas em relacdo aos valores
apresentados pelos PMN néo infectados (Fig. 2.9¢).

Uma vez que o sistema da enzima NADPH oxidase intervém na formacao de ides superéxido em
células fagociticas, a expressdo de gp91phox, um dos componentes da NADPH oxidase, foi
quantificada por PCR em tempo real. Ndo houve diferencas significativas entre os niveis de
mRNA de gp91phox em PMN e PMN-Leishmania, apesar de haver uma ligeira diminuicao dos

niveis de expressao gp91phox nos PMN infectados (Fig. 2.9d).
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Figure 2.9. Respiracdo oxidativa e expressdo da subunidade gp91phox da NADPH oxidase. Culturas de PMN e co-
culturas de PMN-Leishmania foram estimuladas com PMA ou fMLP e incubadas com uma solu¢do de NBT. Apds um
periodo de 1h, as células foram contrastadas com safranina O e as particulas de formazan observadas em laminas num
microscépio dptico (1000x). As particulas de formazan geradas pela redugdo do NBT pelo Oz presentes nas células
estdo indicadas com setas nas figuras relativas as culturas de PMN (a) e PMN+Leishmania (b). Os cristais de formazan
foram solubilizados e a absorvancia lida a 570 nm (c). A expressdo de gp91phox foi quantificada por PCR em tempo
real, usando primers especificos, SYBR® Green I e padrdes plasmidicos de cDNA de gp91phox. Os resultados estio
representados como o nimero de copias de gp91phox por cada 1000 cépias do gene de controlo interno, HPRT. As
amostras foram processadas em triplicado e foram representadas médias e erros-padrdo de trés experiéncias
independentes. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar culturas de PMN (PMN) vs PMN-
Leishmania (PMN+L) e culturas de PMN com fMLP (PMN+fMLP) vs PMN-Leishmania e fMPL (PMN+L+fMLP). *
(p<0.05) indica diferencas estatisticas entre PMN e PMN+L.

2.4.5 Aumento da desgranulacdo/exocitose das enzimas MPO, NE and Cat G na presenca
de L. infantum

A actividade enzimatica da MPO e das proteases serinicas, NE e CatG, foi medida
espectrofotometricamente em sobrenadantes de neutréfilos incubados durante 1 e 3h com
parasitas de L. infantum, apds a adicdo de substratos especificos para cada uma das enzimas. A

absorvancia dos substratos clivados varia directamente com a concentracdo e actividade das
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enzimas que sio libertadas pelos PMN nos sobrenadantes das culturas. Foram observados niveis
significativamente elevados de absorvancia para a actividade da MPO, em sobrenadantes de
culturas de PMN-Leishmania com 1h (p=0.0032) e 3h (p=0.0043) (Fig. 2.10a) de incubacgao. Os
valores de absorvancia para a actividade da NE e CatG, quer para sobrenadantes de culturas de
PMN quer de culturas de PMN-Leishmania, foram aumentando com o tempo de incuba¢do com o
substrato. Ainda assim, foi verificado um aumento significativo da actividade de ambas as
proteases (p<0.000) em sobrenadantes de culturas de 1 e 3h de PMN-Leishmania e em todos os

tempos de incubag¢do com o substrato (Fig. 2.10b,c).
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Figura 2.10. Desgranulacdo/actividade enzimdtica de proteinas dos grdnulos primdrios. A actividade enzimatica foi
quantificada em sobrenadantes de PMN e PMN+Leishmania ap6s 1h e 3h de cultura, através de uma reacgido
colométrica enzima-substrato. Para a MPO usou-se como substrato H202 conjugado com TMB. A absorvancia do TMB
oxidado foi medida a 450nm. A actividade enzimatica da NE e CatG foi determinada usando substratos péptidicos
especificos que sdo clivados pelas respectivas enzimas, produzindo p-NA colorométrico que é quantificado a 405nm.
As reacgoes foram efectuadas em triplicado para cada situagdo e os valores de absorvancia obtidos ap6s 30 minutos
de incubagdo com o substrato, no caso da MPO (a), e em diferentes tempos de incubagdo para a NE (b) e CatG (c). Os
resultados sdo expressos como médias e erros-padrdo de pelo menos 3 experiéncias independentes. O teste nio
paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar estatisticamente os valores de absorvancia de sobrenadantes
com 1 e 3h de cultura * (p<0.05) indica diferengas estatisticamente significantes entre PMN e PMN-Leishmania

(PMN+Leish).
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2.4.6 Aumento do nimero de PMN viaveis e diminuicio do tamanho e complexidade de

PMN na presenca do parasita

A apoptose é um dos processos espontineos de morte celular dos PMN. Através da
exteriorizacdo de diversos receptores a superficie dos PMN e de mecanismos de sinalizac¢do, a
célula apoptotica é reconhecida e removida por macréfagos, impedindo ou diminuindo o dano
nos tecidos do hospedeiro que pode ocorrer devido ao excesso de resposta inflamatéria por
parte dos PMN (Elbim & Lizard 2009). A medida que as células se desintegram, a alteracio da
composicdo do folheto interno da membrana celular, devido ao aumento da fosfodilserina,
permite a ligacdo de moléculas de anexina V. Assim, a dupla marcagdo com anexina V-FITC e com
o corante vital PI permite diferenciar células apoptoéticas da fase inicial (anexina V-FITC* PI).
Estas células adquirem a cor verde quando observadas no microscépio de fluorescéncia usando
um filtro compativel com a fluoresceina (Fig. 2.11a) e encontram-se representadas no quadrante
inferior direito dos dot plot (Q4) (Fig. 2.12d,e) apds a analise por citometria de fluxo. Na fase
final da apoptose, em que as células sdo permeaveis ao PI, podendo ser consideradas necroéticas
(anexina V-FITC* PI*), para além da fluorescéncia verde as células adquirem igualmente a cor
laranja do PI (Fig. 2.11b,c), e estdo localizadas no quadrante superior direito (Q3) dos dot plot de
citometria. (Fig. 2.12d,e). As células negativas para a anexina e PI (anexina V-FITC- PI-) sdo
consideradas células viaveis e portanto ndo fluorescem (Fig. 2.11d), aparecendo no quadrante
inferior esquerdo dos dot plots (Q1) (Fig. 2.12d,e). As células que apenas emitem a cor laranja
quando observadas ao microscopio de fluorescéncia (Fig. 2.11a) sdo positivas para PI (anexina
V-FITC- PI*), sendo consideradas células necréticas secundarias. Nos dot-plots estas células

encontram-se representadas no quadrante superior esquerdo (Q2) (Fig. 2.12d,e).
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Figura 2.11. Detecgdo in situ da apoptose dos PMN na presenga de parasitas de L. infantum. Observacdo de PMN ao
microscépio de fluorescéncia (ampliagdo 1000x) apds uma dupla marcacdo com anexina V-FITC e o corante vital PI (a-
c). Observaram-se PMN na fase inicial de apoptose (anexina V-FITC*PI-) (a), na fase final da apoptose ou necréticos
(anexina V-FITC+PI*) (b e c) e PMN necroéticos (anexina V-FITC-PI*) (a). A imagem (d), observada ao microscépio

optico (ampliagdo 1000x), representa PMN que ndo apresentam fluorescéncia (anexina V-FITC-PI-).

Nao foram observadas diferencas significativas em relagdo a células marcadas com anexina-V
entre PMN e PMN cultivados com L. infantum, ou seja, a percentagem de células na fase inicial da
apoptose e na fase final da apoptose é estatisticamente igual na presenca ou na auséncia de
Leishmania (Fig.2.12f). No entanto, houve um aumento significativo das células viadveis
(p=0.0152) e uma diminui¢cdo dos PMN necroéticos secunddrios (p=0.0022) (Fig.2.12f). Quando
da aquisi¢cdao dos PMN, verificAmos a existéncia de uma grande variedade morfolégica nas células
adquiridas. Foram definidas duas grandes sub-populagdes celulares que variavam em volume
(FSC) e complexidade (SSC) celular (Fig. 2.12a,b) e que, na presenca ou na auséncia do parasita,
apresentavam numeros significativamente diferentes. Grande parte dos PMN adquiridos
encontrava-se na sub-populacdo 1 que apresentava um maior volume e complexidade celular.
Contudo, quando estas células sdo incubadas durante 1h com L. infantum apresentam uma
reducdo significativa (p=0.0411) (Fig. 2.12c). A relagdo contraria é verificada para as células da
sub-populagdo 2, que apresentam um tamanho e complexidade menores, mas que na presenga

do parasita aumentam drasticamente o seu namero (p=0.0022) (Fig. 2.12c).
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Figura 2.12. Fenotipagem dos PMN apoptéticos na presenca e na auséncia de parasitas de L. infantum. Os PMN foram
analisados morfologicamente (complexidade e tamanho) apds aquisi¢do das células num citometro de fluxo. (a) e (b)
sdo dot plots SSC (side scatter)/FCS (forward scatter) representativos de duas experiéncias independentes de culturas
de PMN e PMN+Leishmania (PMN+Leish). As médias e erros-padrdo das percentagens de triplicados de cada
subpopulagdo e de cada experiéncia foram representadas no grafico (c). O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi
usado para comparar as células da sub-populagdo 1 e subpopulagdo 2 na presenga e na auséncia do parasita. *
(p<0.05) indica diferencas estatisticamente significativas entre PMN e PMN+Leish. A apoptose foi analisada apds
uma dupla marcagdo com anexina V-FITC e o corante vital PI. (d) e (e) sdo dot plots da dupla marcagio,
representativos de duas experiéncias independentes de culturas de PMN e PMN+Leishmania (PMN+Leish). As médias
e erros-padrio das percentagens de triplicados de cada amostra estdo representadas no grafico (f). O teste ndo
paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar as células viaveis, necréticas, apoptéticas na fase
final/necroéticas e na fase inicial da apoptose, na presenca e na auséncia do parasita. * (p<0.05) indica diferencas

estatisticamente significativas entre PMN e PMN+Leish.
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2.4.7 A presenca do parasita regula negativamente a expressdo de quimiocinas, citocinas

e TLR2

A inducdo da producao de citocinas pelos PMN é normalmente precedida pelo aumento e
acumulacdo dos respectivos mRNA (Tamassia et al. 2007). Por outro lado, a actividade
proteolitica das proteases serinicas dos PMN esta envolvida na regulacdo da bioactividade e
libertacdo de citocinas e quimiocinas, podendo afectar a producdo destas proteinas (Pham
2008). Assim, optou-se por medir a expressao de quimiocinas CXC e CC, citocinas pro-
inflamatorias e TLR-2 em PMN expostos ao parasita por PCR em tempo real.

Como era esperado, observou-se a expressado residual de todos os genes nos PMN ndo infectados,
logo ap6s o seu isolamento, indicando que as células ndo estdo activadas pelo método de
isolamento dos PMN, incluindo a injeccdo de tioglicolato. A Uinica excep¢do foi para o gene
CCL2/MCP-1 em que as células expressaram uma quantidade consideravel de mRNA (6499+909
copias de CCL2/MCP-1/1000 coépias de HPRT) (Figure 2.13d). A expressio de mRNA das
quimiocinas CCL2/MCP-1 e CXCL1/KC revelou-se idéntica nos PMN nao infectados e infectados
(Fig. 2.13c, d) com 1 e 3h de incubag¢do. Mas por outro lado, os PMN exibiram um aumento
significativo de moléculas transcritas de CXCL2/MIP-2 (p=0.003) e CCL3/MIP-1a (p<0.000)
apés de 1h de exposicdo ao parasita (Fig. 2.13a, b). Porém, apés 3h de cultura a expressdo de
CCL3/MIP-1a. decresceu substancialmente (p=0.014) quando comparada com a expressdo em
culturas de PMN ndo infectados (Figure 2.13a). Este dltimo padrao foi também observado nas
citocinas estudadas (Fig. 2.13e,f,g). Com 3h de exposi¢do ao parasita, o nimero de cdpias de
TNF-a (p=0.006), IL-1B (p=0.004) e IL-6 (p<0.000) sofreu acentuada reducdo quando
comparado com o ndmero de cépias de mRNA nos PMN nao infectados. A expressdo de TLR-2 foi
significativamente inferior em PMN infectados e em ambos os tempos de incubacdo (p=0.009

com 1h e p=0.029 com 3h) (Fig. 2.13h).
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Figura 2.13. Expressdo de quimiocinas, citocinas e TLR-2 gene. A expressao dos genes CCL2/MCP-1 (a), CXCL1/KC (b),
CCL3/MIP1-a (c), CXCL2/MIP-2 (d), TNF-a (e), IL-1p (f), IL-6 (g) e TLR-2 (h) foi quantificada por PCR em tempo real
em PMN ap6s 1 e 3h de incubagdo com L. infantum usando primers especificos, SYBR® Green I e padrdes externos de
cDNA plasmidico para cada gene. Os dados estdo representados como médias e erros-padrido de pelo menos trés
experiéncias com trés replicados por amostra e expressos como o nimero de cdpias do gene por cada 1000 cépias do
gene de controlo interno, HPRT. O teste ndo-paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar o nimero de

copias do gene em PMN vs PMN-Leishmania. * (p<0.05) indica diferencas estatisticamente significativas entre PMN e

PMN+Leish
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2.5 Discussao

PMN sdo as primeiras células antimicrobianas efectoras que sido recrutadas para o local da
infeccdo para fagocitar e destruir os agentes patogénicos. A interac¢do entre microrganismos e
PMN tem vindo a suscitar elevado interesse entre os investigadores, uma vez que alguns agentes
patogénicos intracelulares conseguem sobreviver no ambiente intra e extracelular hostil criado
pelos PMN. Leishmania ssp. é um dos microrganismos que tem capacidade de sobreviver dentro
dos PMN, pelo que neste capitulo avalia-se a possivel interferéncia de L. infantum na actividade
funcional de PMN murinos. Apesar dos M® serem as células hospedeiras definitivas de
Leishmania, os PMN sdo também células importantes no inicio da infec¢do, servindo como
células hospedeiras provisorias ou intermedidrias do parasita (Santos-Gomes et al. 2000, Peters
et al. 2008, 2009). De facto, ao fim de 3h de incubacéo a percentagem de PMN infectados nio era
muito diferente da percentagem de M® peritoneais infectados (12.05%+1.4%), nas mesmas
condicdes (ver ponto 3.4.1 e Fig. 3.4 do capitulo 3). Além disso, alguns parasitas incorporados
pelos PMN adquirem a forma morfolégica de amastigota, mantendo a sua viabilidade e
capacidade de se transformarem in vitro novamente em promastigotas. Estes resultados
sugerem que apesar de os PMN serem capazes de incorporar promastigotas de L. infantum, e de
inibirem o seu crescimento, alguns dos parasitas, provavelmente os mais virulentos, sofrem o
processo de diferenciacdo morfolégica para a forma intracelular obrigatéria, mantendo-se
viaveis. Efectivamente, diversos estudos realizados com outras espécies de Leishmania
demonstraram que o parasita é fagocitado pelos PMN durante o estadio inicial da infeccio,
transformando-se em amastigota e mantendo a sua viabilidade (Grimaldi et al. 1984; Pimenta et
al. 1987; Wilson et al. 1987; Laurenti et al. 1996), sugerindo que Leishmania possui mecanismos
que permitem evitar a sua destruicao pela actividade litica dos PMN, permitindo assim a sua
transferéncia para a célula hospedeira definitiva. Ainda assim, nem todas os parasitas

sobreviveram ao contacto com os PMN, ja que alguns parasitas extra e intracelulares sofreram
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degradacdo celular. E possivel que estes parasitas degradados expressem menos factores de
viruléncia e por isso sejam mais susceptiveis a resposta imunitaria dos PMN. De facto, Gueirard
et al. (2008), mostraram que uma propor¢do de parasitas de L. donovani tinha a capacidade de
sobreviver dentro dos PMN, apds serem direccionados para fagossomas ndo-degradativos
dependentes do reticulo endoplasmatico, enquanto que os parasitas destruidos eram
encontrados em compartimentos com elevada actividade litica e dependentes dos lisossomas. A
persisténcia do parasita dentro dos compartimentos nao-liticos requere fosfoglicanos e
particularmente lipofosfoglicano (LPG), o fosfoglicano que se encontra em maior quantidade a
superficie de Leishmania e que é expresso durante a metaciclogénese e portanto, directamente
associado a viruléncia do parasita (Gueirard et al. 2008).

A inflitracdo dos PMN nos tecidos é crucial para a rapida remocdo dos microrganismos
patogénicos e portanto o recrutamento dos PMN é um elemento chave da resposta imunolégica
inata. Em resposta a sinais quimiotacticos do hospedeiro e/ou dos agentes patogénicos, que
podem incluir factores dos microrganismos, sinalizacdo via receptores toll-like, citocinas e
quimiocinas, os PMN sdo mobilizados para o local da infec¢ao (Nathan, 2006; Cascao et al. 2009).
Contudo, quando expostos a promastigotas de L. infantum, a funcdo quimiotatica dos PMN
parece estar regulada negativamente, mesmo quando um segundo estimulo, o indutor
quimiotatico fMLP, esta presente. Estes resultados sugerem que o parasita induz fortemente a
retencdo dos PMN no local da infeccdo. Outros agentes patogénicos como Echinococcus
granulosus e Borrelia burgdorferi, ou alguns dos seus factores soliveis impedem marcadamente
a mobilidade de PMN (Shepherd et al. 1991; Hartiala et al. 2008). Além disso, a incubagdo do
PMN humanos com a protease gp63 (glicoproteina de 63kDa), factor de viruléncia que se
encontra em grande quantidade na superficie celular de Leishmania, e a incubacdo de PMN
caninos com LPG de L. donovani causam a reducdo da actividade quimiotatica dos PMN
(Sgrensen et al. 1994; Panaro et al. 1996). A via pela qual L. infantum inibe a migra¢do dos PMN

fica por esclarecer mas pode-se assumir que o parasita, moléculas de superficie ou ainda
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proteinas libertadas podem estar a bloquear receptores da quimiotaxia ou suprimir a sua
expressdo nos PMN, prevenindo assim a ligacdo de moléculas quimiotaticas, como as
quimiocinas. Depois de contactar com o parasita, os PMN ficam activados e apresentam um pico
de actividade transcripcional que resulta na producao e libertagdo de mediadores inflamatérios
e quimiocinas (Lapinet et al. 2000; Scapini et al. 2000; Brenier-Pinchart et al. 2001). Os
mediadores inflamatérios e as quimiocinas modulam as funcdes dos PMN, mas também
estabelecem a ligacdo entre a resposta inata e a adaptativa e influenciando a actividade
subsequente de mondcitos/macroéfagos, células dendriticas e linfécitos (Kumar & Sharma 2010).
Durante a resposta inflamatdria, as quimiocinas do tipo CXC, como CXCL2/MIP-2 ou CXCL1/KC,
afectam principalmente a mobilizacdo de PMN, enquanto que as quimiocinas do tipo CC, como
CCL3/MIP-1a ou CCL2/MCP-1, apesar de participarem no processo de migracdo de PMN e
linfécitos, atraem predominantemente mondcitos/macréfagos (Brenier-Pinchart et al. 2001). A
adicdo de CCL2/MCP-1 e CCL3/MIP-1a a culturas de macré6fagos infectados com L. infantum,
induz a activagao celular com producdo de éxido nitrico (NO), que é uma molécula leishmanicida
importante no controlo do parasita (Brandonisio et al. 2002). Recentemente, a quimiocina
CCL3/MIP-1a expressa e produzida pelos PMN foi também associada a mobilizagdo das células
dendriticas para a derme de murganhos C57BL/6 infectados com L. major (Charmoy et al. 2010).
No presente estudo, o contacto de PMN murinos com promastigotas de L. infantum induziu a
expressdo inicial (1h) de CCL3/MIP-la e CXCL2/MIP-2, apontando para a activacdo e
recrutamento dos PMN e possivelmente de células dendriticas e mondcitos/macroéfagos para os
locais de infec¢do. Contudo, a diminuigdo significativa da expressdo de CCL3/MIP-1a, numa fase
posterior (3h), sugere a reducdo na migracio de PMN em resposta ao estimulo
inflamatério/infeccioso, privilegiando a necessidade de maximizar fun¢des anti-microbicidas,
tais como a producdo de espécies reactivas de oxigénio ou a libertagio do contetido dos
granulos. Para além do recrutamento leucocitario, as quimiocinas participam também na

activacdo celular, na imunidade mediada por células e na regulacdo da diferenciacdo das células
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T helper em modelos murinos de leishmaniose cutdnea e visceral (Brandonisio et al. 2002;
Antoniazi et al. 2004; Charmoy et al. 2010). Por esta razdo, as quimiocinas podem estar
sinergeticamente relacionadas com a expressdo de algumas citocinas. Por exemplo, as citocinas
pro-inflamatérias TNF-a e IL-1f libertadas por PMN e M® activados estao relacionados com a
sintese de quimiocinas em diferentes tipos de células, incluindo os PMN (Moser et al. 2004). Por
outro lado, a citocina IL-6, que tem um papel antagdnico, pode funcionar como indutor da
resposta inflamatoéria, mas também como um mediador anti-inflamatério, modula a producao de
TNF, sendo também estimulada ou inibida pela libertacdo ou supressdo de TNF (Jablonska,
2002). De facto, o presente estudo mostra a inibicao da expressido de CCL3/MIP-1a em PMN com
3h de infec¢do acompanhada pela diminuicdo do numero de c6pias de mRNA das citocinas pré-
inflamatoérias TNF-q, IL-1f3 e IL-6.

Os TLRs sao receptores transmembranares que desempenham um papel vital no
reconhecimento dos microrganismos (Parker et al. 2005). A activagdo dos PMN através dos TLR
estd intimamente associada a fagocitose, a producdo de superoéxido, citocinas e quimiocinas
(Hayashi et al. 2003; Parker et al. 2005). A sinalizacdo de TLR-2 através da via do adaptador
MyD88 activa o factor de transcricdo nuclear kB (NF-kB) que por sua vez regula a producao de
citocinas pré-inflamatorias e outras moléculas envolvidas na resposta inflamatéria.
Adicionalmente, a expressdo de TLR-2 na superficie de PMN é também regulada positivamente
por citocinas pré-inflamatdrias e factores de crescimento (Kurt-Jones et al. 2002). Este receptor
parece estar envolvido no reconhecimento de Leishmania e na consequente fagocitose deste
parasita (Flandin et al. 2006). Existem poucos estudos que explorem moléculas especificas ou
agonistas do parasita, reconhecidos na via de sinalizagao de TLR-2, mas sabe-se que o LPG de
Leishmania activa este receptor em macréfagos de murganhos, células humanas Natural Killer
(NK) e células mononucleares (Becker et al. 2003; de Veer et al. 2003; Kavoosi et al. 2009).
Recentemente, foi observada a activacdo de células dendriticas e linfocitos B murinos pela

proteina SIR2RP1 de L. infantum através da sinalizagdo TLR-2 (Silvestre et al. 2009). Os nossos
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resultados mostraram que a exposicdo de PMN murinos a parasitas de L. infantum parecem
causar uma reducao especifica da expressao deste receptor. A regulacido negativa de TLR-2 pode
ser associada a diminuicdo da expressdao de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias e a
inibicdo da migra¢do dos PMN, mas também com o aumento da producdo de O2. De facto, foi
verificado que o tratamento de PMN com diversos agonistas de TLR-2 e TLR-4 induz a
desregulacdo dos receptores das quiomiocinas CXCL1 (KC) e CXCL2 (MIP-2), juntamente com o
decréscimo da quimiotaxia e incremento da respiracdo oxidativa (Sabroe et al. 2005). Actividade
imunossupressiva foi também observada em PMN murinos infectados com Toxoplasma gondii,
com a inibi¢do do mecanismo dependente de TLR e a mobilizacdo de TNF-a do interior da célula
para a superficie dos PMN (Bennouna et al. 2006). De qualquer forma, os resultados deste
trabalho ndo excluem o reconhecimento de L. infantum por parte de PMN, através de
mecanismos de opsonizagdo, por outros TLRs ou até mesmo através de NLRs.

A NADPH oxidase é um complexo enzimatico formado por duas subunidades membranares que
formam o citocrémo b558 (gp91phox e p22phox) e quatro proteinas do citosol (p47phox,
p67phox, p40phox e racl/rac2). Durante a fagocitose ou no decurso da estimulagao celular por
factores soluveis as sub-unidades do citosol sdo translocadas para a membrana celular,
estimulando a formagido do subcomplexo phox activo, ou da enzima activa que reduz o oxigénio
em O-. Posteriormente, o ido superéxido dara origem a outras espécies reactivas de oxigénio
anti-microbicidas como o H20; que juntamente com ides cloreto (Cl-) é convertido pela MPO em
acido hipocloroso (HCIO) e cloraminas. Este mecanismo oxidativo dos PMN tem um papel
marcante na resposta imunolégica inata (Nauseef, 2007). Neste trabalho, a presenca de L.
infantum induziu a exocitose de MPO activa e a producao e libertacdo de O, pelos PMN. No
entanto, a expressdo de gp91phox, uma das subunidades cataliticas da NADPH oxidase, ndo
reflecte o aumento de O;- observado nos PMN. Portanto, é provavel que a capacidade dos PMN
para produzir esta espécie reactiva de oxigénio pode ndo estar ligada directamente com a

quantidade de expressdo e concentracao intracelular de gp91phox. Estudos conduzidos em
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diferentes células fagociticas e linhas celulares mieléides humanas também mostraram que a
quantidade de gp91phox ndo estava directamente correlacionada com a capacidade funcional da
enzima NADPH. Niveis reduzidos de expressdo de gp91lphox podiam ser suficientes para
suportar a completa actividade da enzima (Yagisawa et al. 1996; Inoue et al. 2001). Foi também
observado um aumento da patogenia em figados de murganhos knockout para gp91phox
(gp91phox-/-) infectados com a espécie visceral L. donovani, sendo esta susceptibilidade
transitoria, ja que os animais acabam por resolver a infeccao(Murray & Nathan, 1999). Assim, é
possivel que mecanismos ainda nao descritos estejam envolvidos na regulacdo da actividade da
NADPH oxidase. De qualquer forma, os resultados sugerem que a respira¢do oxidativa é um
mecanismo inato dos PMN activado no inicio da infec¢do por L. infantum e a NADPH oxidase
devera estar envolvida no processo de activacido da respiracdo oxidativa, embora de uma forma
ainda nao totalmente esclarecida.

A producido de Oz pelos PMN, observada na presenca de L. infantum, juntamente com a
expressiva exocitose de MPO e proteases serinicas (NE e CatG) apontam para a activacao de
mecanismos oxidativos e ndo oxidativos nos PMN, provavelmente com o objectivo de destruir os
parasitas que permanecem no ambiente extracelular e os intracelulares. A NE tem um papel
relevante na resposta imunolégica do hospedeiro durante a infeccdo por L. major ja que é um
factor essencial na indugdo e actividade leishmanicida dos macréfagos pelos PMN (Ribeiro-
Gomes et al. 2007). Esta enzima é também libertada pelos PMN juntamente com outras
moléculas granulares e cromatina, fazendo parte da constituicido das NETs. Estas estruturas e
esta via alternativa de morte celular dos PMN estd na origem da destruicdo de promastigotas
extracelulares de L. amanzonensis (Guimaraes-Costa et al. 2009). As NETs também dependem da
libertacdo de espécies reactivas de oxigénio que resultam da actividade das enzimas NADPH
oxidase e MPO (Fuchs et al. 2007; Ermert et al. 2009; Patel et al. 2010). Porém, um estudo
recente com L. donovani sugere que a libertacdo das NETs é independente da producdo de Oy

pelos PMN e que L. donovani consegue evadir-se ao efeito leishmanicida das NETs (Gabriel et al.
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2010). De qualquer forma os resultados do presente trabalho obtidos através de citometria de
fluxo parecem também sugerir a desgranulacdo e possivel formacdo das NETs. A perda de
tamanho e complexidade dos PMN na presenca do parasita podera ser devida a exocitose dos
granulos celulares e este fendmeno, ao contrario do que se podia esperar, ndo esta associado a
morte celular por apoptose, uma vez que nao ha alteracdo nas células marcadas com anexina-V.
Os PMN apoptoticos sdo normalmente células ndo funcionais que perdem a capacidade de
realizar a respiracdo oxidativa e de desgranular, devido a falha nos seus mecanismos de
activagdo por diminuicdo e/ou alteracdo de receptores inflamatérios a superficie da célula, sdo
reconhecidos e removidos pelos M® (Filep & Kebir, 2009; Mikotajczyk et al. 2009). De acordo
com os resultados expostos, para além da producdo e libertacdo do contetido dos granulos,
verificou-se também a diminuicdo de células necroéticas secundarias, ou seja células que poderao
ter sofrido morte celular por outro processo diferente da apoptose, nomeadamente a NETose
(formacdo das NETs), mas também por outros mecanismos menos caracterizados como a
autofagia, a piroptose ou oncose (Cabrini et al. 2010), e um aumento significativo de células
viaveis. Assim, para que as funcdes defensivas dos PMN sejam completamente efectivas sera
necessario o prolongamento da sobrevivéncia dos PMN. Por outro lado, a inducdo da extensado
do tempo de vida dos PMN tem sido descrita como um mecanismo usado pelos microrganismos
intracelulares para manterem o nicho de sobrevivéncia e até de multiplica¢do. Este fendmeno foi
descrito durante a infeccdo in vitro de PMN com parasitas de L. major através da inibicdo da
apoptose espontanea dos PMN, evitando especificamente a transicdo da pro-caspase-3 a forma
enzimaticamente activa, a caspase-3 (Aga et al. 2002), uma das enzimas da cascata das caspases
responsavel pelo processo da morte programada das células. O aumento do tempo de vida dos
PMN é acompanhado pela producdo da quimiocina MIP-13 (CCL4) (van Zandbergen et al. 2004).
Apesar de alguns parasitas intra e extracelulares parecerem degradados, provavelmente como
consequéncia da destruicdo intra-fagossomal, da desgranulacdo e libertacdo de metabolitos

reactivos de oxigénio e enzimas liticas que podem estar incorporadas nas NETs, os
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sobrenadantes de culturas de PMN e L. infantum, nos quais poderiamos encontrar estas
moléculas, aparentemente ndo reduzem a multiplicagdo de promastigotas in vitro. Contudo, esta
aparente incapacidade dos sobrenadantes de PMN-Leishmania afectarem a taxa de multiplicacao
dos parasitas pode ser decorrente do prévio congelamento (-20°C) dos sobrenadantes. A
conservacdo dos sobrenadantes congelados podera ter inactivado possiveis factores
microbicidas dos PMN. Ainda assim, existem amastigotas intracelulares de L. infantum que
conseguem sobreviver dentro dos PMN. Estes parasitas, que podem reflectir um fenétipo de
maior viruléncia e podem estar dentro de compartimentos ndo-liticos dos PMN (Gueirard et al
2008), mantém a capacidade de se transformarem na forma morfolégica de promastigota,
replicando-se em condi¢cdes apropriadas de cultura e temperatura.

Resumindo, algumas das caracteristicas da imunidade inata dos PMN sdo activadas em contacto
com L. infantum, porém os parasitas mais aptos parecem poder causar a desregulacdo de alguns
dos principais mecanismos dos PMN que levam a activacdo de outras populagdes celulares,

comprometendo o vinculo entre a imunidade inata e a adaptativa.

77



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

2.6 Referéncias bibliograficas

Aga E, Katschinski DM, van Zandbergen G, Laufs H, Hansen B, Miiller K, Solbach W, Laskay T. 2002.
Inhibition of the spontaneous apoptosis of neutrophil granulocytes by the intracellular parasite

Leishmania major. ] Immunol. 169: 898-905.

Antoniazi S, Price HP, Kropf P, Freudenberg MA, Galanos C, Smith DF, Miiller I. 2004. Chemokine gene
expression in toll-like receptor-competent and -deficient mice infected with Leishmania major. Infect

Immun. 72: 5168-5174.

Becker I, Salaiza N, Aguirre M, Delgado ], Carrillo-Carrasco N, Kobeh LG, Ruiz A, Cervantes R, Torres AP,
Cabrera N, Gonzalez A, Maldonado C, Isibasi A. 2003. Leishmania lipophosphoglycan (LPG) activates NK
cells through toll-like receptor-2. Mol Biochem Parasitol. 130: 65-74.

Bennouna S, Sukhumavasi W, Denkers EY. 2006. Toxoplasma gondii inhibits toll-like receptor 4 ligand-
induced mobilization of intracellular tumor necrosis factor alpha to the surface of mouse peritoneal

neutrophils. Infect Immun. 74: 4274-4278.

Brandonisio O, Panaro MA, Fumarola I, Sisto M, Leogrande D, Acquafredda A, Spinelli R, Mitolo V. 2002.
Macrophage chemotactic protein-1 and macrophage inflammatory protein-1 alpha induce nitric oxide
release and enhance parasite killing in Leishmania infantum-infected human macrophages. Clin Exp Med.

2:125-129.

Brandonisio O, Panunzio M, Faliero SM, Ceci L, Fasanella A, Puccini V. 1996. Evaluation of
polymorphonuclear cell and monocyte functions in Leishmania infantum-infected dogs. Vet Immunol

Immunopathol. 53: 95-103.

Brenier-Pinchart MP, Pelloux H, Derouich-Guergour D, Ambroise-Thomas P. 2001. Chemokines in host-

protozoan-parasite interactions. Trends Parasitol. 17: 292-296.

Bustin SA, Beaulieu JF, Huggett ], Jaggi R, Kibenge FS, Olsvik PA, Penning LC, Toegel S. 2010. MIQE précis:
Practical implementation of minimum standard guidelines for fluorescence-based quantitative real-time

PCR experiments. BMC Mol Biol. 11:74.

Bustin SA, Benes V, Garson JA, Hellemans ], Huggett ], Kubista M, Mueller R, Nolan T, Pfaffl MW, Shipley
GL, Vandesompele ], Wittwer CT. 2009. The MIQE guidelines: minimum information for publication of
quantitative real-time PCR experiments. Clin Chem. 55: 611-622.

78



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Cabrini M, Nahmod K, Geffner ]J. 2010. New insights into the mechanisms controlling neutrophil survival.

Curr Opin Hematol. 17: 31-35.

Cascao R, Rosario HS, Fonseca JE. 2009. Neutrophils: warriors and commanders in immune mediated

inflammatory diseases. Acta Reumatol Port. 34: 313-326.

Charmoy M, Brunner-Agten S, Aebischer D, Auderset F, Launois P, Milon G, Proudfoot AE, Tacchini-Cottier
F. 2010. Neutrophil-derived CCL3 is essential for the rapid recruitment of dendritic cells to the site of

Leishmania major inoculation in resistant mice. PLoS Pathog 6: e1000755.

Chintakuntlawar AV, Astley R, Chodosh ]J. 2007. Adenovirus type 37 keratitis in the C57BL/6] mouse.
Invest Ophthalmol Vis Sci. 48: 781-788.

Choi HS, Kim JW, Cha YN, Kim C. 2006. A quantitative nitroblue tetrazolium assay for determining

intracellular superoxide anion production in phagocytic cells. ] Immunoassay Immunochem. 27: 31-44.

Denkers EY, Del Rio L, Bennouna S. 2003. Neutrophil production of IL-12 and other cytokines during
microbial infection. Chem Immunol Allergy. 83: 95-114.

de Veer M], Curtis JM, Baldwin TM, DiDonato JA, Sexton A, McConville M], Handman E, Schofield L. 2003.
MyD88 is essential for clearance of Leishmania major: possible role for lipophosphoglycan and Toll-like

receptor 2 signaling. Eur ] Immunol. 33: 2822-2831.

Ekman AK, Cardell LO. 2010. The expression and function of Nod-like receptors in neutrophils.
Immunology. 130: 55-63.

Elbim C, Lizard G. 2009. Flow cytometric investigation of neutrophil oxidative burst and apoptosis in

physiological and pathological situations. Cytometry A. 75: 475-481.

Ermert D, Urban CF, Laube B, Goosmann C, Zychlinsky A, Brinkmann V. 2009. Mouse neutrophil

extracellular traps in microbial infections. | Innate Immun. 1: 181-193.

Filep JG, El Kebir D. 2009. Neutrophil apoptosis: a target for enhancing the resolution of inflammation. ]
Cell Biochem. 108: 1039-1046.

Flandin JF, Chano F, Descoteaux A. 2006. RNA interference reveals a role for TLR2 and TLR3 in the
recognition of Leishmania donovani promastigotes by interferon-gamma-primed macrophages. Eur ]

Immunol. 36: 411-420.

Fuchs TA, Abed U, Goosmann C, Hurwitz R, Schulze I, Wahn V, Weinrauch Y, Brinkmann V, Zychlinsky A.
2007. Novel cell death program leads to neutrophil extracellular traps. J Cell Biol. 176: 231-241.

79



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Gabriel C, McMaster WR, Girard D, Descoteaux A. 2010. Leishmania donovani promastigotes evade the

antimicrobial activity of neutrophil extracellular traps. ] Immunol. 185:4319-4327.

Godinez I, Haneda T, Raffatellu M, George MD, Paixdo TA, Rolan HG, Santos RL, Dandekar S, Tsolis RM,
Baumler AJ. 2008. T cells help to amplify inflammatory responses induced by Salmonella enterica serotype

Typhimurium in the intestinal mucosa. Infect Immun 76: 2008-2017.

Grimaldi G Jr, Soares MJ, Moriearty PL. 1984. Tissue eosinophilia and Leishmania mexicana mexicana

eosinophil interactions in murine cutaneous leishmaniasis. Parasite Immunol. 6: 397-408.

Gueirard P, Laplante A, Rondeau C, Milon G, Desjardins M. 2008. Trafficking of Leishmania donovani
promastigotes in non-lytic compartments in neutrophils enables the subsequent transfer of parasites to

macrophages. Cell Microbiol. 10: 100-111.

Guimardes-Costa AB, Nascimento MT, Froment GS, Soares RP, Morgado FN, Concei¢ao-Silva F, Saraiva
EM. 2009. Leishmania amazonensis promastigotes induce and are killed by neutrophil extracellular traps.

Proc Natl Acad Sci U S A. 106: 6748-6753.

Hayashi F, Means TK, Luster AD. 2003. Toll-like receptors stimulate human neutrophil function. Blood.
102: 2660-2669.

Hartiala P, Hytonen ], Suhonen ], Leppédranta O, Tuominen-Gustafsson H, Viljanen MK. 2008. Borrelia

burgdorferi inhibits human neutrophil functions. Microbes Infect. 10: 60-68.

Huang X, Du W, Barrett RP, Hazlett LD. 2007. ST2 is essential for Th2 responsiveness and resistance to
Pseudomonas aeruginosa Keratitis. Invest Ophthalmol Vis Sci. 48: 4626-4633.

Inoue Y, Yagisawa M, Saeki K, Imajoh-Ohmi S, Kanegasaki S, Yuo A. 2001. Induction of phagocyte oxidase
components during human myeloid differentiation: independent protein expression and discrepancy with

the function. Biosci Biotechnol Biochem. 65: 2581-2584.

Jablonska E. 2002. Effect of soluble interleukin-6 receptor alpha and interleukin-6 secreted by
polymorphonuclear leukocytes on tumor necrosis factor-alpha expression and its production by

peripheral blood mononuclear cells. Mediators Inflamm. 11: 325-328.

Kavoosi G, Ardestani SK, Kariminia A. 2009. The involvement of TLR2 in cytokine and reactive oxygen
species (ROS) production by PBMCs in response to Leishmania major phosphoglycans (PGs). Parasitology.
136:1193-1199.

Kelly JM, Ward HM, Miles MA, Kendall G. 1992. A shuttle vector which facilitates the expression of

transfected genes in Trypanosoma cruzi and Leishmania. Nucleic Acids Res 20: 3963-3969.

80



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Kennedy AD, DeLeo FR. 2009. Neutrophil apoptosis and the resolution of infection. Immunol Res.43: 25-
61.

Kumar V, Sharma A. 2010. Neutrophils: Cinderella of innate immune system. Int Inmunopharmacol. 10:

1325-1334.

Kurt-Jones EA, Mandell L, Whitney C, Padgett A, Gosselin K, Newburger PE, Finberg RW. 2002. Role of
toll-like receptor 2 (TLR2) in neutrophil activation: GM-CSF enhances TLR2 expression and TLR2-
mediated interleukin 8 responses in neutrophils. Blood. 100: 1860-1868.

Lapinet JA, Scapini P, Calzetti F, Pérez O, Cassatella MA. 2000. Gene expression and production of tumor
necrosis factor alpha, interleukin-1beta (IL-1beta), IL-8, macrophage inflammatory protein lalpha (MIP-
lalpha), MIP-1beta, and gamma interferon-inducible protein 10 by human neutrophils stimulated with

group B meningococcal outer membrane vesicles. Infect Immun. 68: 6917-6923.

Laurenti MD, Corbett CE, Sotto MN, Sinhorini IL, Goto H. 1996. The role of complement in the acute
inflammatory process in the skin and in host-parasite interaction in hamsters inoculated with Leishmania

(Leishmania) chagasi. Int ] Exp Pathol. 77: 15-24.

Lehmann ], Enssle KH, Lehmann [, Emmendérfer A, Lohmann-Matthes ML. 2000. The capacity to produce
[FN-gamma rather than the presence of interleukin-4 determines the resistance and the degree of

susceptibility to Leishmania donovani infection in mice. ] Interferon Cytokine Res. 20: 63-77.

McFarlane E, Perez C, Charmoy M, Allenbach C, Carter KC, Alexander ], Tacchini-Cottier F. 2008.
Neutrophils contribute to development of a protective immune response during onset of infection with

Leishmania donovani. Infect Immun. 76: 532-541.

Mikotlajczyk TP, Skrzeczynska-Moncznik JE, Zarebski MA, Marewicz EA, Wisniewska AM, Dzieba M,
Dobrucki JW, Pryjma JR. 2009. Interaction of human peripheral blood monocytes with apoptotic
polymorphonuclear cells. Immunology 128: 103-1013.

Morohoshi Y, Matsuoka K, Chinen H, Kamada N, Sato T, Hisamatsu T, Okamoto S, Inoue N, Takaishi H,
Ogata H, Iwao Y, Hibi T. 2006. Inhibition of neutrophil elastase prevents the development of murine

dextran sulfate sodium-induced colitis. ] Gastroenterol. 41: 318-324.

Moser B, Wolf M, Walz A, Loetscher P. 2004. Chemokines: multiple levels of leukocyte migration control.
Trends Immunol. 25: 75-84.

Murray HW, Nathan CF. 1999. Macrophage microbicidal mechanisms in vivo: reactive nitrogen versus

oxygen intermediates in the killing of intracellular visceral Leishmania donovani. ] Exp Med. 189: 741-746.

81



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Mydel P, Shipley JM, Adair-Kirk TL, Kelley DG, Broekelmann TJ], Mecham RP, Senior RM. 2008. Neutrophil
elastase cleaves laminin-332 (laminin-5) generating peptides that are chemotactic for neutrophils. ] Biol
Chem. 283: 9513-9522.

Nathan C. Neutrophils and immunity: challenges and opportunities. 2006. Nat Rev Immunol. 6: 173-182.

Nauseef W. 2007. How human neutrophils kill and degrade microbes: an integrated view. Immunological

Reviews. 219: 88-102.

Panaro MA, Puccini V, Faliero SM, Marzio R, Marangi A, Lisi S, Brandonisio 0. 1996. Leishmania donovani
lipophosphoglycan (LPG) inhibits respiratory burst and chemotaxis of dog phagocytes. New Microbiol. 19:
107-112.

Papayannopoulos V, Zychlinsky A. 2009. NETs: a new strategy for using old weapons. Trends Immunol.
30: 513-521.

Parker LC, Whyte MK, Dower SK, Sabroe 1. 2005. The expression and roles of Toll-like receptors in the
biology of the human neutrophil. ] Leukoc Biol. 77: 886-92.

Patel S, Kumar S, Jyoti A, Srinag BS, Keshari RS, Saluja R, Verma A, Mitra K, Barthwal MK, Krishnamurthy
H, Bajpai VK, Dikshit M. 2010. Nitric oxide donors release extracellular traps from human neutrophils by

augmenting free radical generation. Nitric Oxide. 22: 226-234.

Peters NC, Egen ]G, Secundino N, Debrabant A, Kimblin N, Kamhawi S, Lawyer P, Fay MP, Germain RN,
Sacks D. 2008. In vivo imaging reveals an essential role for neutrophils in leishmaniasis transmitted by

sand flies. 321: 970-974.

Peters NC, Kimblin N, Secundino N, Kamhawi S, Lawyer P, Sacks DL. 2009. Vector transmission of

Leishmania abrogates vaccine-induced protective immunity. PLoS Pathog. 5: e1000484.

Pham CT. 2008. Neutrophil serine proteases fine-tune the inflammatory response. Int ] Biochem Cell Biol.

40:1317-1333.

Pimenta PF, Dos Santos MA, De Souza W. 1987. Fine structure and cytochemistry of the interaction
between Leishmania mexicana amazonensis and rat neutrophils and eosinophils. ] Submicrosc Cytol. 19:

387-395.

Quade M]J, Roth JA. 1997. A rapid, direct assay to measure degranulation of bovine neutrophil primary

granules. Vet Inmunol Immunopathol. 58: 239-248.

82



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Ribeiro-Gomes FL, Moniz-de-Souza MC, Alexandre-Moreira MS, Dias WB, Lopes MF, Nunes MP,
Lungarella G, DosReis GA. 2007. Neutrophils activate macrophages for intracellular killing of Leishmania

major through recruitment of TLR4 by neutrophil elastase. ] Immunol. 179: 3988-3994.

Rodrigues OR, Moura RA, Gomes-Pereira S, Santos-Gomes GM. 2006. H-2 complex influences cytokine

gene expression in Leishmania infantum-infected macrophages. Cell Inmunol. 243: 118-126.

Rosa R, Rodrigues OR, Marques C, Santos-Gomes GM. 2005. Leishmania infantum: soluble proteins

released by the parasite exert differential effects on host immune response. Exp Parasitol. 109: 106-114.

Rousseau D, Demartino S, Ferrua B, Michiels JF, Anjuere F, Fragaki K, Le Fichoux Y, Kubar J. 2001. In vivo

involvement of polymorphonuclear neutrophils in Leishmania infantum infection. BMC Microbiol. 1:17.

Sabroe I, Jones EC, Whyte MK, Dower SK. 2005. Regulation of human neutrophil chemokine receptor

expression and function by activation of Toll-like receptors 2 and 4. Immunology. 115: 90-98.

Santos-Gomes GM, Abranches P. 1996. Comparative study of infectivity caused by promastigotes of

Leishmania infantum MON-1, L. infantum MON-24 and L. donovani MON-18. Folia Parasitol. 43: 7-12.

Santos-Gomes GM, Campino L, Abranches P. 2000. Canine experimental infection: intradermal

inoculation of Leishmania infantum promastigotes. Mem Inst Oswaldo Cruz. 952: 193-198.

Scapini P, Lapinet-Vera JA, Gasperini S, Calzetti F, Bazzoni F, Cassatella MA. 2000. The neutrophil as a

cellular source of chemokines. Immunol Rev. 177: 195-203.

Shepherd JC, Aitken A, McManus DP. 1991. A protein secreted in vivo by Echinococcus granulosus inhibits

elastase activity and neutrophil chemotaxis. Mol Biochem Parasitol. 44: 81-90.

Silvestre R, Silva AM, Cordeiro-da-Silva A, Ouaissi A. 2009. The contribution of Toll-like receptor 2 to the
innate recognition of a Leishmania infantum silent information regulator 2 protein. Immunology. 128:

484-499.

Sgrensen AL, Hey AS, Kharazmi A. 1994. Leishmania major surface protease Gp63 interferes with the

function of human monocytes and neutrophils in vitro. APMIS. 102: 265-271.

Sukhumavasi W, Egan CE, Denkers EY. 2007. Mouse neutrophils require J]NK2 MAPK for Toxoplasma
gondii-induced IL-12p40 and CCL2/MCP-1 release.. ] Immunol. 179: 3570-3577.

83



Capitulo 2 - Interacgao in vitro entre neutréfilos e parasitas de L. infantum

Sutmuller RP, den Brok MH, Kramer M, Bennink EJ], Toonen LW, Kullberg B], Joosten LA, Akira S, Netea
MG, Adema GJ. 2006. Toll-like receptor 2 controls expansion and function of regulatory T cells. J Clin

Invest. 116: 485-494.,

Tamassia N, Cassatella MA, Bazzoni F. 2007. Fast and accurate quantitative analysis of cytokine gene

expression in human neutrophils by reverse transcription real-time PCR. Methods Mol Biol. 412: 455-471.

Urban CF, Ermert D, Schmid M, Abu-Abed U, Goosmann C, Nacken W, Brinkmann V, Jungblut PR,
Zychlinsky A. 2009. Neutrophil extracellular traps contain calprotectin, a cytosolic protein complex

involved in host defense against Candida albicans. PLoS Pathog. 5:e1000639.

van Zandbergen G, Klinger M, Mueller A, Dannenberg S, Gebert A, Solbach W, Laskay T. 2004. Cutting
edge: neutrophil granulocyte serves as a vector for Leishmania entry into macrophages. ] Immunol. 173:
6521-6525.

Velayudham A, Hritz [, Dolganiuc A, Mandrekar P, Kurt-Jones E, Szabo G. 2006. Critical role of toll-like
receptors and the common TLR adaptor, MyD88, in induction of granulomas and liver injury. ] Hepatol 45:

813-824.

Wilson ME, Innes DJ, Sousa AD, Pearson RD. 1987. Early histopathology of experimental infection with

Leishmania donovani in hamsters. ] Parasitol. 73: 55-63.

Yagisawa M, Yuo A, Yonemaru M, Imajoh-Ohmi S, Kanegasaki S, Yazaki Y, Takaku F. 1996. Superoxide
release and NADPH oxidase components in mature human phagocytes: correlation between functional

capacity and amount of functional proteins. Biochem Biophys Res Commun. 228: 510-516.

Zaheer A, Sahu SK, Wu Y, Zaheer A, Haas ], Lee K, Yang B. 2007. Diminished cytokine and chemokine
expression in the central nervous system of GMF-deficient mice with experimental autoimmune

encephalomyelitis. Brain Res. 1144: 239-247.

84



CAPITULO 3

Interacg¢io entre neutrofilos e macrofagos

durante a infecgao in vitro com L. infantum






Capitulo 3 - Interac¢ao entre neutrofilos e macréfagos durante a infecgao in vitro com L. infantum

3.1 Introducao

E amplamente aceite que em modelos murinos de leishmaniose, a activacdo dos macréfagos
(M®) por citocinas (por exemplo, IFN-y e TNF-a) leva a produgido de espécies reactivas de
oxigénio e nitrogénio que sdo responsaveis pela actividade leishmanicida, sendo a molécula de
6xido nitrico (NO) reconhecida como o principal microbicida em M® murinos (Bogdan et al.
2000; Dey et al. 2007). No entanto, sendo Leishmania um parasita intracelular obrigatdrio que se
multiplica dentro de M®, desenvolveu estratégias que permitem escapar a resposta imunitaria
inicial, inactivando, estimulando ou inibindo determinados fenétipos imunolégicos em
diferentes tipos de células do hospedeiro. Algumas das formas de subverter a resposta do
hospedeiro é expressar determinadas moléculas de superficie (por exp. LPG, gp63,
proteofosfoglicanos, etc.) e/ou libertar enzimas bloqueantes (por exp. ISPs, catepsinas,
metaloproteases, etc.) que reprimam a actividade microbicida dos M®, nomeadamente ao nivel
da producdo de mediadores citotéxicos como o NO (Olivier et al. 2005; Naderer & McConville
2008). O parasita também pode regular a expressao de citocinas e quimiocinas associadas ao
recrutamento celular, a resposta inflamatéria inicial, a apresentacdo antigénica e activacao dos
linfécitos T (Olivier et al. 2005; (Naderer & McConville 2008; Stager et al. 2010). A interacgao
dos PMN com os M®, durante o inicio da infeccdo por Leishmania, pode afectar claramente a
possivel progressdo ou resolucdo da doenca. Evidéncias demonstram que os PMN sdo células
hospedeiras transitérias de Leishmania até os M® migrem para o local de infec¢do, tornando-se
entdo a populacdo celular predominante (Santos-Gomes et al. 2000; Peters et al. 2008, 2009).
Portanto, os PMN podem providenciar um lugar temporario e seguro durante as primeiras horas
ou dias de infeccdo, provavelmente em compartimentos ndo liticos, que permitem as
Leishmanias mais virulentas adaptarem-se ao ambiente intracelular de células de mamifero e,
simultaneamente escapar a actividade microbicida dos M® (Laskay et al. 2003; van Zandbergen

et al. 2004; Gueirard et al. 2008). No entanto, estudos recentes mostraram que o contacto de M®
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infectados com PMN viaveis, provenientes de murganhos com diferentes backgrounds genéticos,
aumenta a eficicia da destruicdo de parasitas de L. braziliensis, L. chagasi e L. amazonensis
(Novais et al. 2009; de Souza Carmo et al. 2010). No caso da infeccdo por L. braziliensis, a
reducdo da carga parasitaria esta associada ao contacto directo entre M® e PMN com producao
de TNF-a e ido superoxido (Novais et al. 2009). Enquanto que a destruicdo de L. amazonensis na
presenca de PMN é independente do contacto M®-infectados PMN, mas mediado pela producao
de TNF-a e moléculas leishmanicidas como a NE e o factor de activacdo de plaquetas (de Souza

Carmo et al. 2010).

3.2 Objectivo

Este trabalho teve como objectivo avaliar a influéncia dos neutréfilos sobre os macréfagos
durante a infec¢do in vitro por L. infantum, através da andlise da capacidade fagocitaria,
expressdo de citocinas, quimiocinas e receptores toll-like por macréfagos, e producio de

metabolitos do 6xido nitrico.

3.3 Material e Métodos

3.3.1 Animais e parasitas

A escolha dos murganhos e respectiva estirpe, a sua proveniéncia, manutencdo e ainda os
procedimentos relativos ao isolamento e manutengao dos parasitas de L. infantum e L. infantum-

GFP estdo descritos no ponto 2.3.1 do Capitulo 2 desta dissertacao.
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3.3.2 Isolamento e purificacio de neutréfilos e macréfagos

PMN peritoneais foram isolados e purificados de acordo com o protocolo descrito no ponto 2.3.2
do Capitulo 2. Foi também efectuado em simultaneo o isolamento de M® peritoneais. Apds a
ultracentrifugacao (60000xg, 4°C, 1Th10min) da suspensdo celular peritoneal num gradiente
continuo de Percoll, foi retirada a camada inferior de células que correspondente a regido mais

rica em PMN e a camada superior de M® (Fig. 3.1).

Figura 3.1. Isolamento e purificacdo de neutrdfilos e macréfagos. O isolamento e purificacdo celular foram obtidos

apos ultracentrifugacdo das células peritoneais num gradiente continuo de Percoll em tubos de policarbonato.

Ambas as populagdes leucocitarias foram lavadas (300xg, 10 min a 4°C) e ressuspendidas em
meio RPMI completo. Regularmente, foi realizada a contagem dos M® purificados através da
coloracdo com azul de tripan em cadmara de Neubauer para a determinacdo da viabilidade da
populacdo de M®. A pureza da populagdo de M® foi determinada apds citocentrifugacao de
2x105 células em laminas de vidro, a 55xg durante 4 min (StatSpin® Cytofuge 2) e observacao
microscépica das laminas fixadas com metanol (VWR International) e coradas com Giemsa (1:7)
(Sigma-Aldrich). Em regra, a viabilidade dos M® isolados foi acima de 98%, enquanto a sua

pureza foi sempre superior a 90%. Os M® (5x10°> M®.ml! num volume final de 300pl) foram

89



Capitulo 3 - Interac¢ao entre neutrofilos e macréfagos durante a infecgao in vitro com L. infantum

incubados em camaras de cultura de 0.8 cm? associadas a laminas de permanox (Lab-Tek™
Chamber Slides; Thermo Fisher Scientific, USA), que é um material de plastico que facilita a
aderéncia de M® mas nao a dos PMN, durante 2h a 37°C em atmosfera humidificada contendo
5% de CO». Apés o periodo de incubacao, foi efectuada a lavagem das camaras de cultura com
300l tampdo PBS 1x morno e confirmada a aderéncia das células ao microscépio 6ptico

invertido.

3.3.3 Infeccao in vitro de neutroéfilos com L. infantum e co-cultura de macréfagos com

neutroéfilos infectados. Caracterizacio da capacidade fagocitaria dos macréfagos

Promastigotas e promastigotas-GFP foram incubados durante 1h em placas de cultura de 96
pocgos com ou sem 2x105 PMN numa proporg¢ao de parasita-PMN de 5:1, num volume total de
200pl, a 37°C e numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO; como descrito no ponto 2.3.3
do Capitulo 2. O contetido de cada poco contendo promastigotas na presenca ou nao de PMN foi
ressuspendido e adicionado as camaras de cultura contendo M® aderidos. A proporcao inicial de
PMN-M® foi de 2:1, enquanto a de Leishmania-M® foi de 10:1. Em algumas das camaras de
cultura, os M® aderidos foram também incubados com culturas de PMN-Leishmania em que os
parasitas ndo fagocitados foram previamente removidos por separacido magnética em colunas
através de uma seleccdo positiva dos PMN, utilizando o kit comercial Anti-Ly-6G MicroBead Kit
mouse (Miltenyi Biotec) de acordo com as instrucdes do fabricante descritas no ponto 2.3.4 do
Capitulo 2. As co-culturas M®-PMN-Leishmania foram incubadas durante 3 e 18 h a 37°C numa
atmosfera humidificada contendo 5% de CO;. Terminados os tempos de incubacdo, os
sobrenadantes foram centrifugados a 300g, 10 min a 4°C, para eliminar a maior parte de restos
celulares, PMN e promastigotas e congelados a -20°C para posterior quantificacdo de 6xido
nitrico. As camaras de cultura com os M® aderidos foram lavadas com PBS 1x morno e algumas

das laminas foram fixadas e coradas com metanol e Giemsa (1:7). A percentagem de M®
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infectados em co-culturas de M®-Leishmania e M®-PMN-Leishmania foi determinada pela
contagem dos M® infectados e M® totais em 10 campos microscopicos (1000x) de pelo menos
trés experiéncias independentes. Paralelamente, laminas de culturas de M® e promastigotas-
GFP foram fixadas durante 10 min com paraformaldeido (Sigma-Aldrich) a 2% (w/v) em PBS 1x
e colocadas com meio de montagem VECTASHIELD® contendo o corante nuclear DAPI (Vector

Laboratories). As laminas foram cobertas com lamelas e a observacao foi feita ao microscépio de

fluorescéncia (Axioskop20, Zeiss) para examinacao de parasitas intracelulares.

A expressio de mRNA de genes dos receptores toll-like (TLR-2 e TLR-4), da quimiocina
CCL2/MCP-1 e das citocinas IL-1f, IL-6, TNF-a e TGF-B foi quantificada em M® com ou sem
Leishmania e na presenca de PMN incubados ou nao com parasitas de L. infantum. Foi efectuada
a extraccdo de RNA, sintese de cDNA e clonagem dos genes em vectores plasmidicos para
posterior construcido de curvas-padrdo necessarias a quantificacdo absoluta da expressio dos
respectivos genes por PCR em tempo real. Resumidamente, a extraccdo de RNA total e sintese de
cDNA foi realizada apds a lise dos M® aderidos nas camaras de cultura, de acordo com as
instrucdes do fabricante e protocolo previamente resumido no ponto 2.3.9.1 do Capitulo 2. As
sequéncias do primer forward (FW - 5" ACA CTA CCA CAA TAA CCT TCC GGC TC 3’) e reverse
(REV - 5 ACA CTA CCA CAA TAA CCT TCC GGC TC 3’) do gene TLR-4 foram seleccionadas na
bibliografia existente (Huang et al. 2006), tendo em conta os critérios referidos no ponto 2.3.9.2
do Capitulo 2 e segundo as MIQE guidelines (Bustin et al. 2009, 2010). Para corrigir possiveis
ineficiéncias da reaccdo de transcricdo reversa, foi utilizado como controlo endégeno da
expressdo de genes, HPRT (housekeeping gene), como descrito no ponto 2.3.9.2 do Capitulo 2. A
partir do cDNA, o gene TLR-4 foi amplificado por PCR convencional usando as concentragoes dos

reagentes enumerados no ponto 2.3.9.3 do Capitulo 2. As condi¢des para o PCR convencional
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foram: um ciclo de desnaturagdo (5 min a 94°C) seguido de 35 ciclos de desnaturag¢do (30 seg a
94°C); 15 seg a 60°C (temperatura de anneling); extensao (30 seg a 72°C) e por fim a extensao
final (3 min a 72°C). O produto obtido de 109pb foi purificado e inserido no vector plasmidico
pGEM®-T Easy Vector (Promega). A transformacio dos fragmentos ligados ocorreu em células
competentes. O DNA plasmidico foi extraido, confirmando-se a presenca dos genes através de
electroforese em gel de agarose apds fragmentacdo do DNA plasmidico recombinante por
enzima de restricdo. As curvas-padrdo do gene TLR-4 foram construidas apds a realizacao de
diluicoes seriadas (de 250pg.ul-t a 0.01pg.ul-t) de DNA plasmidico e reacgdes independentes de
PCR em tempo real. Finalizando, todo o processo de PCR convencional, purificacdo e clonagem
do produto amplificado em vectores plasmidicos, construcdo de curvas padrdo e PCR em tempo
real (iCycler iQ™, Bio-Rad) para a quantificacdo absoluta da expressdo génica de TLR-4 e dos

outros genes foram realizados de acordo com a exposicdo efectuada nos pontos 2.3.9.3 e 2.3.9.4

do Capitulo 2.

Tendo em consideracdo a relevancia bioldgica da libertagcio de NO, em particular pelos
macro6fagos durante a infeccdo por Leishmania (Naderer & McConville 2008), o curto tempo de
vida e a baixa concentra¢do desta molécula, é um desafio encontrar um bom procedimento
técnico que seja capaz de detectar a sua presenca. Na célula, apés uma série de reacgcoes o NO é
metabolizado em ides nitrito (NO") e nitrato (NOs3’). Assim, a melhor forma de quantificar a
producdo NO é medir estes dois metabolitos. Actualmente, estdo disponiveis no mercado varios
kits comerciais colorimétricos (versdoes modificadas do método de Griess) que permitem
quantificar os dois ides em diversos fluidos biolégicos, mas também em sobrenadantes de

culturas in vitro.
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Neste trabalho, o NO foi estimado em sobrenadantes de culturas de M®, M® com Leishmania,
M® com PMN e M® com PMN e Leishmania usando o kit Nitrite/Nitrate colorimetric assay
(Cayman, USA). Esta metodologia tem como principio a conversdo dos ides NO3 presentes nos
sobrenadantes em ides NO; através da enzima nitrato reductase. A posterior adi¢do do reagente
de Griess converte NOz num composto de cor rosa/roxa (cromoéforo azo) (Fig. 3.2). A
absorvancia deste composto pode ser lida espectrofotometricamente e a partir da construcao de
uma curvao-padrdo com quantidades conhecidas de NO3- é possivel estimar a concentracdo dos
dois metabolitos em cada amostra. Resumidamente, para a preparacio da curva-padrdo de NOs-,
foi adicionado 100pl do padrio reconstituido a 900ul de tampéo do ensaio, ficando esta solucdo
a uma concentracdo de 200uM. Para obter concentragdes finais entre 35uM e 5uM, foram

efectuadas diluicdes seriadas do padrao de 1:1.167.
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Figura 3.2. Ensaio colorométrico para detec¢do de metabolitos de NO. Exemplo do resultado final do ensaio que
permite quantificar nitritos e nitratos (kit Nitrite/Nitrate colorimetric assay, Cayman) em sobrenadantes. Na placa
podem-se observar pogos com as dilui¢des seriadas do padrido de nitrato (0-35um), po¢os com as amostras e RPMI

diluidos em tampdo de ensaio (assay buffer), pogos com tampdao de ensaio e com amostras sem diluicdo.
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Colocou-se 80pl de cada uma das concentracdes numa placa de 96 pogos, como esta
exemplificado na Fig. 3.2. As amostras foram diluidas (1:20) em tampao de ensaio. Dado que o
meio RPMI contém niveis relativamente elevados de NOs, quando adicionado as amostras
podem elevar a absorvancia para valores maiores de que o limite superior de detec¢do (os
valores de absorvancia deverao situar-se entre 0.05 e 1.2), foi também diluido em tampao de
ensaio e utilizado como controlo. Tampao de ensaio (200ul), 80ul de RPMI (controlos) e as
amostras diluidas foram colocados em duplicado nos pogos. O co-factor e a enzima nitrato
reductase (10ul) previamente reconstituida em tampao de ensaio foram adicionados a cada
amostra, incluindo o padrao. A placa foi incubada durante 2h, findo as quais foram adicionados
50ul do reagente de Griess R1, seguidos de 5ul do reagente de Griess R2. Dez minutos depois a
absorvancia foi lida a 550 nm num leitor de placas Anthos 2010 (Biochrom). A curva-padrao foi
construida e os valores da concentracao da soma de NOz e NO3 foram extrapolados a partir da

seguinte férmula:

Absorvanciagsg,,- 200 pl
[Nitrato+Nitrito] (pM)= M50y A x dilui¢ao

Declive da recta Volume de amostra (pL)

em que y é o valor de intersec¢do da recta-padrao no eixo dos yy. Os valores finais foram obtidos
apoés subtrair a cada amostra os valores de concentracdo de NO,- e NO3- das amostras contendo
apenas RPMI. Todas as amostras foram examinadas em duplicado, incluindo as diluicdes do

padrao.
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3.3.6 Analise estatistica

Em todo o estudo foram utilizados no minimo triplicados (com excepc¢do do ensaio de 6xido
nitrico em que foram utilizados duplicados) de cada amostra e os dados foram representados
como médias e erros-padrdao de pelo menos trés experiéncias independentes. O teste ndo
paramétrico Mann-Whitney U foi utilizado para comparar:
- o numero de cépias de cada gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno HPRT
em M® de co-culturas de M® (Mo) vs M®-Leishmania (Mo+Leish), M® vs M®-PMN
(Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania (Mo+PMN+Leish) e M®-PMN vs M®-
PMN-Leishmania;
- a producdo de NO em sobrenadantes de co-culturas de M® (Mo) vs M®-Leishmania
(Mo+Leish), M® vs M®-PMN (Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania
(Mo+PMN+Leish) e M®-PMN vs M®-PMN-Leishmania;
O teste exacto de Fisher foi usado para comparar a percentagem de M® infectados com
Leishmania (Mo+Leish) e M® infectados com parasitas previamente incubados com PMN

(Mo+PMN+Leish).

Foi considerado estatisticamente significativo um valor de p inferior a 0.05 (p<0.05). A analise

estatistica e os graficos foram gerados com o programa Graphpad Prism 5.0 (USA).
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3.4 Resultados

3.4.1 A infeccao de macréfagos parece ser influenciada pela presenca inicial de
neutroéfilos previamente infectados com L. infantum

A microscopia de fluorescéncia permitiu verificar qualitativamente a infeccio de M® peritoneais

por promastigotas que expressam GFP e observar parasitas intracelulares (Fig. 3.3a, b, ¢, d).

Figura 3.3. Infeccdo de M@ com parasitas de L. infantum. Foram observadas por microscopia de fluorescéncia
(ampliagdo 1000x) laminas de M® corados com DAPI (a) incubados durante 3h com promastigotas-GFP (b). As
imagens de fluorescéncia (a) e (b) sobrepostas mostram promastigotas intracelulares (c). A imagem (d) representa a
observacdo das células com luz branca (microscopia éptica) e simultaneamente com o filtro de fluorescéncia
compativel com DAPI para se poder examinar os limites celulares em conjunto com os ntcleos dos parasitas

intracelulares.
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A percentagem de M® contendo pelo menos um parasita intracelular foi quantificada em
laminas de citospin coradas com Giemsa. Com 3h de incubacgio verificou-se que a percentagem
de M® infectados que foram colocados em cultura com PMN previamente incubados com L.
infantum e livres de parasitas ndo fagocitados foi ligeiramente superior (19.19+2.2%) aos niveis
apresentados por M® apenas incubados com o parasita (12.05+1.4%), ndo sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p=0.1207) (Fig. 3.4). Com 18h de incubacgao foi observada uma
subida acentuada de percentagem de M® infectados na presenca apenas do parasita
(88.49£2.60%) e um decréscimo significativo (p<0.0001) quando os M® sdo incubados com

PMN e Leishmania (5.11+£0,17%), (Fig. 3.4).
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Figura 3.4. Fagocitose de L. infantum por M @®. Foram observadas por microscopia éptica (ampliagdo 1000x) laminas
coradas com Giemsa de M® incubados durante 3h com culturas de PMN previamente expostos a L. infantum. A
percentagem M® contendo pelo menos um parasita intracelular foi calculada e os dados representam as médias e
erros-padrio de pelo menos trés experiéncias independentes. O teste exacto de Fisher foi usado para comparar M®
infectados com Leishmania (Mo+Leish) e M® infectados com parasitas previamente incubados com PMN

(Mo+PMN+Leish). * (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.
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o, lej

Figura 3.5. Co-culturas de M@ e PMN infectados. Foram observadas por microscopia 6ptica (ampliagdo 1000x)
laminas coradas com Giemsa de M® incubados durante 3h com culturas de PMN previamente expostos a L. infantum
mas livres de parasitas extracelulares. As imagens (a) e (b) mostram amastigotas fagocitados/internalizados por M®.
Na imagem (c) pode ser observado um amastigota extracelular. A imagem (d) e (e) exibem PMN a ser incorporados

por macroéfagos. mo, macréfago; Leish, L. infantum; pmn, neutrofilos.

No intuito de perceber se os parasitas incorporados pelos PMN seriam transferidos para os M®
e se a infec¢do macrofagica se mantinha, culturas de PMN e Leishmania em que se procedeu a
remoc¢do dos promastigotas extracelulares foram incubadas com M® durante 3h. A analise
microscopica de ldaminas coradas com Giemsa permitiu a observag¢io de parasitas dentro dos M®
(Fig. 3.5a,b) mas também amastigotas extracelulares com o nucleo e cinetoplasto aparentemente
intactos (Fig. 3.5c). Foi também observada a aparente fagocitose de PMN por M® visivelmente
intactos (Fig. 3.5d) e PMN que apresentavam picnose (condensa¢do da cromatina) e cariorrexia
nuclear (fragmentacdo do nucleo picnético) (Fig. 3.5e), processos que indiciam necrose celular.

Contudo, em nenhuma destas situacdes foram visualizados parasitas no interior dos PMN.
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3.4.2 A presenca inicial de neutréfilos e L. infantum afecta a expressio de receptores toll-

like em macrofagos

A expressdo de mRNA dos receptores celulares TLR-2 e TLR-4 foi quantificada por PCR em
tempo real em M® apo6s incubagdo de 3 e 18h com parasitas de L. infantum e PMN previamente
expostos, ou ndo, ao parasita. Verificou-se que apds 3h de incubacdo houve uma sobreexpressiao

significativa de TLR-2 (M® vs M®+Leish 3h, p=0.006) nos M® quando na presenca do parasita

(Fig. 3.6a).
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Figura 3.6. Expressdo de receptores toll-like. A expressdo dos genes TLR-2 (a) e TLR-4 (b) foi quantificada por PCR em
tempo real em M®, apds a incubagdo de 3 e 18h com L. infantum ou PMN infectados com L. infantum. Usaram-se
primers especificos, SYBR® Green | e padrdes externos de cDNA plasmidico para cada gene. Os dados sdo
apresentados como médias e erros-padrio de pelo menos trés experiéncias com trés réplicas por amostra e expressos
como o numero de cépias de cada gene por 1000 cépias do gene de controlo interno, HPRT. O teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney U foi usado para comparar o numero de cépias do gene em M® (Mo) vs M®-Leishmania (Mo+Leish),
M® vs MO-PMN (Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania (Mo+PMN+Leish) e M®-PMN vs M®-PMN-

Leishmania. Os simbolos *, §, y, ® (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.

Com 18h de incubacao observou-se uma elevagdo substancial do nimero de cépias deste gene
em M® nao infectados, havendo diferencas significativas entre este valor e os niveis bastante

inferiores obtidos na presenca do parasita (Mo vs Mo+Leish 18h, p=0.001) e na presenca de PMN
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(Mo vs Mo+PMN 18h, p=0.003) (Fig. 3.6a). A expressdo do gene TLR-4 nos M® com 3 e 18h de
cultura foi superior na presenca do parasita (Mo vs Mo+Leish 3h, p=0.003; 18h p=0.006) (Fig.
3.6b). Na presenca de PMN, a expressdo deste receptor é aumentada, atingindo valores
significativos as 3h (Mo vs Mo+PMN 3h p=0.036). Os niveis de expressdo do TLR-4 foram ainda
significativamente incrementados quando na presenca de PMN-L. infantum (Mo+PMN vs

Mo+PMN+Leish 3h p=0.009; Mo+Leish vs Mo+PMN+Leish 18h p=0.013) (Fig. 3.6b).

Os niveis médios de expressdao de TLR-2 foram bastante inferiores aos valores de TLR-4. O
minimo e o maximo registado para o nimero de cépias de TLR-2 situou-se entre 0.35+0.34 (Mo
3h) e 47.82+2.00 (Mo 18h), enquanto que valores situados entre 788.62+133.05 (Mo 3h) e

66749.40+£13892.82 (Mo 18h) foram observados para o receptor TLR-4 (Fig. 3.6a, b).

anti-inflamatdrias por macréfagos

A expressao dos genes de citocinas (IL-1f, IL-6, TNF-a e TGF-B) foi quantificada por PCR em
tempo real em M® apoés incubacio de 3 e 18h com parasitas de L. infantum e PMN previamente
expostos ou ndo ao parasita. Nos M® incubados durante 3h com o parasita (Mo vs Mo+Leish 3h)
observou-se aumento da expressdo de todas as citocinas (Fig. 3.7a, b, ¢, d), sendo este aumento
significativo para os genes IL-1B (p=0.001), TNF-«a (p=0.004) e TGF- (p=0.025) (Fig. 3.74, c, d).
Verificou-se uma redu¢do marcante da expressdo do gene IL-1f (p=0.001) em M® infectados
com parasitas previamente incubados com PMN (Mo+Leish vs Mo+PMN+Leish 3h) (Fig. 3.7a),
contudo o perfil oposto foi observado para as restantes citocinas. Os genes TNF-a (p=0.016) e IL-
6 (p=0.039) evidenciaram aumentos estatisticamente significativos (Fig. 3.7b, c, d). Apesar da
ordem de grandeza do nimero de cdpias variar bastante, os niveis de expressdo de todos os

genes foram significativamente superiores em M® cultivados durante 3h com PMN
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anteriormente expostos ao parasita (IL-18 p=0.001, IL-6 p=0.016, TNF-a p=0.003, TGF-$

p=0.019) quando comparado com a expressio em M® em cultura com PMN (Mo+PMN vs

Mo+PMN+Leish 3h) (Fig. 3.7a, b, c, d).
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Figura 3.7. Expressdo de citocinas. A expressao dos genes IL-1( (a), IL-6 (b), TNF-a (c) e TGF- (d) foi quantificada por

PCR em tempo real em M®, apés a incubagdo de 3 e 18h com L. infantum e PMN expostos a L. infantum. Usaram-se

primers especificos, SYBR® Green [ e padrdes externos de cDNA plasmidico para cada gene. Os resultados sdo

apresentados como médias e erros-padrdo de pelo menos trés experiéncias com trés réplicas por amostra expressos

como o numero de cépias do gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno, HPRT. O teste ndo-paramétrico

Mann-Whitney U foi usado para comparar o nimero de copias dos genes em M® (Mo) vs M®-Leishmania (Mo+Leish),

M® vs MO-PMN (Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania (Mo+PMN+Leish) e M®-PMN vs M®-PMN-

Leishmania co-culturas. Os simbolos *, §, y, ® (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.
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Apos 18h de cultura, a expressdo de IL-1[ sofreu um decréscimo significativo (p=0.039) em M®
incubados com Leishmania (Mo vs Mo+Leish 3h) (Fig. 3.7a). No entanto a relacdo inversa foi
observada para as restantes citocinas, IL-6 (p=0.002), TNF-a (p=0.004) e TGF-B (p=0.004) (Fig.
3.7b, ¢, d). VerificAamos também que a presenca de PMN induziu aumento substancial da
expressdo de todas as citocinas (IL-1f p=0.010, IL-6 p=0.001, TNF-a p=0.002, TGF-$ p=0.028)
em M® (Mo vs Mo+PMN 18h) (Fig. 3.7a, b, ¢, d). Unicamente a expressdao de mRNA de IL-1f3
decresceu significativamente em M® incubados com PMN e Leishmania (p=0.012) quando

comparado com co-culturas de M® e PMN (Mo+PMN vs Mo+PMN+Leish 18h) (Fig. 3.7a).

MCP-1 nos macréfagos

A expressdo da quimiocina CCL2/MCP-1 foi também quantificada por PCR em tempo real em M®
apds 3 e 18h de incubagio com parasitas de L. infantum e PMN previamente expostos ou nio ao
parasita (Fig. 3.8). Com 3h de cultura verificou-se a reducdo significativa da expressdo deste
gene (p=0.005) em M® cultivados com Leishmania (Mo vs Mo+Leish 3h). A presenca de PMN

induziu também um decréscimo (p=0.002) dos niveis de expressdo nos M®.
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Figura 3.8. Expressdo da quimiocina CCL2/MCP-1. A expressdo do gene CCL2/MCP-1 foi quantificada por PCR em
tempo real em M®, apds a incubagdo de 3 e 18h com L. infantum e PMN infectados com L. infantum. Usaram-se
primers especificos, SYBR® Green I dye e padrdes externos de cDNA plasmidico para cada gene. Os resultados estdo
apresentados como médias e erros-padrao de pelo menos trés experiéncias com trés réplicas por amostra e expressos
como o numero de cépias do gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno, HPRT. O teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney U foi usado para comparar o numero de cépias do gene em M® (Mo) vs M®-Leishmania (Mo+Leish),
M® vs MO-PMN (Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania (Mo+PMN+Leish) e M®-PMN vs M®-PMN-

Leishmania co-culturas. Os simbolos *, §, @ (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.

Nos M® incubados com PMN anteriormente incubados com Leishmania, o nimero de copias da
quimiocina era significativamente inferior (p=0.038) (Mo+PMN vs Mo+PMN+Leish 3h) quando
comparado com M® cultivados com PMN. O mesmo padrdo de expressdo (p=0.009) foi
observado as 18h nos grupos Mo+PMN e Mo+PMN+Leish (Mo+PMN vs Mo+PMN+Leish 18h).
Porém, em ambos os casos, os nimeros de copias de MCP-1 foram bastante mais elevados as 18h

(p=0.039) do que os nimeros registados com 3h de cultura.
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A producgao de NO foi analisada em sobrenadantes de culturas de M® com 3 e 18h de incubacao
com parasitas de L. infantum e PMN anteriormente cultivados ou ndo com parasita. A
quantificacdo de ides NO3 e NO (Fig. 3.9) foi efectuada através da adaptacdo do método de
Griess. Com 3h de incubacdo, as culturas de M® apresentaram concentragdes expressivas de
nitritos e nitratos (113.73+13.47 uM). No entanto, a produg¢do decresceu significativamente na
presenca da Leishmania (Mo vs Mo+Leish 3h) (p=0.027) e na presenca de PMN (Mo vs Mo+PMN
3h) (p=0.028). Apés 18h de cultura, a concentracdo de metabolitos de NO manteve-se
semelhante a verificada as 3h, mas consideravelmente diminuida nos sobrenadantes de culturas
de M® com PMN e Leishmania (p=0.015) quando comparado com culturas de M® e PMN
(Mo+PMN vs Mo+PMN+Leish 18h).
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Figura 3.9. Produgdo de 6xido nitrico. A libertagdo de metabolitos do 6xido nitrico, NO2- e NOs, foi quantificada em
sobrenadantes de culturas de M®, M® com Leishmania, M® com PMN e M® com PMN e Leishmania segundo as
instrugdes fornecidas pelo kit comercial Nitrite/Nitrate colorimetric assay (Cayman). Os dados estdo representados
como médias e erros-padrdo de trés experiéncias com duas réplicas por amostra. O teste ndo-paramétrico Mann-
Whitney U foi usado para comparar a concentra¢do de ides NO3- e NOs- em sobrenadantes de M® (Mo) vs M®-
Leishmania (Mo+Leish), M® vs M®-PMN (Mo+PMN), M®-Leishmania vs M®-PMN-Leishmania (Mo+PMN+Leish) e M®-
PMN vs M®-PMN-Leishmania co-culturas. Os simbolos * 6, ® (p<0.05) indicam diferengas estatisticamente

significativas.
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3.5 Discussao

Neste trabalho foram analisadas as interac¢des funcionais que se estabelecem entre M® e PMN
durante a infecgdo in vitro por L. infantum. A maioria dos estudos in vitro que analisam as
relacbes estabelecidas entre M®, PMN e Leishmania, utilizaram uma metodologia bastante
dispar da utilizada neste estudo. Nesses trabalhos, os M® sdo infectados com o parasita e
posteriormente incubados com PMN (Ribeiro-Gomes et al. 2004; Ribeiro-Gomes et al. 2007;
Afonso et al. 2008; Novais et al. 2009; de Souza Carmo et al. 2010). No presente estudo optdmos
por procurar reflectir a ordem natural dos acontecimentos. Os PMN sdo as primeiras células a
atingir o local de infec¢ao, podendo servir como hospedeiras provisérias ou intermediarias do
parasita, e os M® que usualmente ocorrem de seguida ao local da infecgdo, sdo as células
hospedeiras definitivas de Leishmania (Santos-Gomes et al. 2000; Peters et al. 2008, 2009).
Assim, em primeiro lugar, os PMN foram expostos aos parasitas e sé depois foram incubados
com os M®. Sdo igualmente escassos os trabalhos que relacionam TLRs e espécies viscerais de
Leishmania e o seu papel no reconhecimento de moléculas especificas e agonistas. Sabe-se que
os receptores TLR-2 e TLR-4 estdo envolvidos no reconhecimento de L. donovani e L. infantum e
na consequente activacdo da resposta imunitaria do hospedeiro a (Flandin et al. 2006; Chandra
& Naik 2008; Silvestre et al. 2009). Em 2007, Charmoy et al. observaram que durante a infec¢ao
de PMN com L. major os niveis de mRNA de TLR-2 eram significativamente superiores em
murganhos resistentes (C57BL/6) quando comparado com murganhos susceptiveis (BALB/c).
No presente estudo, apesar de haver diferencas significativas na expressao de TLR-2 entre
diferentes grupos nos dois tempos de incubagio, o reduzido nimero de cépias obtidas para este
receptor quando comparada com o ndmero largamente superior de cépias de TLR-4 parece
indicar que este ultimo receptor desempenha um papel relevante durante a infecgio,
nomeadamente no reconhecimento do parasita e possivelmente na posterior activacdo de

mecanismos da via NF-kB, que regula a expressdo de quimiocinas e citocinas e a consequente
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producdo de o6xido nitrico e espécies reactivas de oxigénio. Murganhos C57BL/10ScN, que
possuem uma deleccdo homozigética no gene que codifica o TLR-4, infectados por L. major
mostraram carga parasitaria e producao de citocinas anti-inflamatérias mais elevados (Kropf et
al. 2004a, 2004b), comprovando que o TLR-4 contribui para o controlo da infeccdo. Em 2008,
Whitaker et al. descreveram que o complexo proteoglicolipido P8, expresso a superficie de
amastigotas de L. pifoni, interagia com TLR-4 existente na superficie de macréfagos peritoneais e
induzia a expressao de mRNA de citocinas proé-inflamatoérias IL-1f3 e TNF-q, e a produgédo de IL-
12p40 e TNF-a. Paralelamente, para além da observacio in vivo de taxas elevadas de carga
parasitaria em murganhos TLR4-/-, M® derivados da medula dos murganhos TLR4-/- exibiram
diminuicdo da producdo de TNF-a durante a infec¢do in vitro com amastigotas de L. pifanoi
(Whitaker et al. 2008). No presente trabalho os M® que estiveram em contacto com o parasita,
PMN ou PMN previamente incubados com o parasita apresentaram regulacdo positiva deste
receptor, sugerindo a ocorréncia de reconhecimento de PAMPs do parasita pelos M®. Porém, a
inducdo da expressao deste receptor pode também ser consequéncia da interac¢do entre os M®
e os PMN durante a fagocitose destas ultimas células ou devido a componentes extracelulares
libertados pelos PMN, tais como espécies reactivas de oxigénio ou enzimas granulares,
nomeadamente a enzima NE. Apesar de esta enzima nao ter sido quantificada neste estudo, os
resultados do capitulo 1 mostraram que os PMN, na presenca de L. infantum, libertam grandes
quantidades de NE activa. Por outro lado, esta enzima libertada por PMN reduz in vivo a
multiplicacdo de L. major e induz a actividade microbicida dos M® de murganhos C57BL/6
através da activacdo da via TLR-4, com producdo de TNF-a (Ribeiro-Gomes et al. 2007). A
inducao de destruicdo de L. amazonensis em macréfagos humanos é também dependente da NE,
ocorrendo na presenca de PMN necroticos (Afonso et al. 2008). Contudo, recentemente, foi
demonstrado que um inibidor da peptidase serinica 2 (ISP2) presente na forma amastigota do
parasita pode controlar a actividade da NE evitando a activacdo da cascata de sinalizacio via

TLR-4, promovendo assim a sobrevivéncia e multiplicacdo do parasita em M@ murinos.
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(Eschenlauer et al. 2009; Faria et al. 2011). No entanto, os nossos dados ndo sugerem este
mecanismo, pois para além da elevada expressio de TLR-4 houve também uma reducgio
expressiva da carga parasitiria em M® que foram infectados com parasitas previamente
incubados com PMN. Estes resultados indicam a possivel actividade microbicida dos PMN, mas
também dos M®, possivelmente activados pela presenca dos PMN. Por outro lado, a observacao
microscopica permitiu verificar que parasitas intracelulares dos PMN sdo transferidos para os
M®, permanecendo aparentemente intactos. Contudo, duas questdes importantes ficaram por
esclarecer: 1. Estes parasitas sdo transferidos quando os PMN sao fagocitados pelos M®, como
sugerem os autores do modelo do cavalo de Tréia (Laskay et al. 2003; van Zandbergen et al.
2004) ou sao libertados pelos PMN ap6s a sua morte e sdo posteriormente fagocitados por M®
(Peters et al. 2008, 2009)? 2. Estes parasitas aparentemente intactos sdo capazes de voltar a
reinfectar novas células. Ainda assim, se assumissemos que alguns dos parasitas infectam Md
utilizando como vector os PMN, seria possivel que a elevada expressdo da citocina anti-
inflamatéria TGF-B verificada no inicio da infeccdo em M® incubados com PMN-L. infantum
estivesse associada a esta situacdo. Na verdade, ja foi demonstrado que a quantidade de TGF-f8
libertada por M® humanos apds a fagocitose de PMN infectados com promastigotas de L. major
é consideravelmente superior a concentracio medida quando os parasitas sio directamente
incorporados pelos M®, indicando a existéncia de um ambiente anti-inflamatério e
imunossupressor benéfico a sobrevivéncia do parasita (van Zandbergen et al. 2004). Porém, no
nosso estudo e apesar de os niveis de TGF-f3 serem superiores na presenca de PMN infectados,
nao houve diferencas significativas em relacdo a M® infectados s6 com o parasita. 0 mesmo
sucedeu com a percentagem de M® infectados as 3h. De acordo com os nossos resultados, na
fase inicial da infec¢do (3h) os M® incubados apenas com L. infantum também mostraram uma
elevada expressdo de TGF-[3 associada a regulacdo positiva da expressdao de mRNA das citocinas
pro-inflamatdrias TNF-a e IL-1[3, exacerbada pela presenca de PMN no caso de TNF-a e IL-6. As

citocinas TNF-qa, IL-1f e IL-6 sdo os primeiros mediadores pré-inflamatérios produzidos por M®
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activados através da via de sinalizacdo dos TLR (Dale et al. 2008). Na presenca de PMN e
Leishmania os M® exibem um fendtipo misto, com expressio de citocinas pré e anti-
inflamatoérias. De facto, durante a leishmaniose visceral humana, ocorre producdo de citocinas
activadoras de M® (IFN-y, TNF-a e IL-6) mas também citocinas imunossupressoras, como a IL-
10 (Peruhype-Magalhdes et al. 2006). As infeccdes experimentais murinas e caninas com
espécies viscerais também mostraram um perfil misto de citocinas inflamatérias e regulatérias
(Honoré et al. 1998; Rolao et al. 2007; Panaro et al. 2009; Menezes-Souza et al. 2010).

O contacto mais prolongado (18h) com PMN induz o aumento substancial da expressdo de
citocinas pelos M®, indicando que o tempo de contacto entre estas duas células, directamente
através de receptores na superficie celular ou por factores inflamatdérios libertados pelos PMN
(Dale et al. 2008; Soehnlein & Lindbom 2010), é um factor a ter em consideracao na inducao de
resposta imunolégica mista inflamatéria/imunossupressora. Paralelamente, a expressdo de
todas as citocinas em M®, sofre também um aumento na presenga do parasita, com excepcao da
IL-1B. A expressdo de mRNA de IL-1 parece te sida inibida pelo parasita, mesmo com uma
incubacio prévia com PMN. Sabe-se que LPG de L. donovani reprime a transcricio de mRNA de
IL-18 em mondcitos humanos através do bloqueio de uma sequéncia promotora (Hatzigeorgiou
et al. 1996) e estudos in vivo conduzidos em murganhos C57BL/6 alimentados com vectores
infectados por L. major mostraram que o recrutamento e possivel apoptose dos PMN nos tecidos
onde habitualmente o parasita se multiplica sdo acompanhados pela diminui¢do da produgao de
IL-1 (Peters et al. 2008). No presente estudo a inibicdo da expressdo de IL-1p parece ndo
influenciar a fagocitose do parasita pelos M®, ja que as 18h, apesar da percentagem de M®
infectados ser notoriamente inferior na presenca de PMN do que na sua auséncia, ndo existem
diferencas entre a expressao de IL-1f3 nas duas situagoes.

As quimiocinas sdo moléculas preponderantes no recrutamento e infiltracao de outras células do
sistema imunoldgico durante o processo infeccioso, podendo induzir um determinado fendtipo

inflamatério. A quimiocina da familia C-C, CCL2/MCP-1, induz predominantemente o
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recrutamento de mondcitos e linfécitos T (Brenier-Pinchart et al. 2001). Macréfagos infectados
com L. infantum e L. donovani tratados com CCL2/MCP-1 e também com CCL3/MIP-1a
produzem quantidades significativas de NO comparativamente aos ndo tratados (Bhattacharyya
et al. 2002; Brandonisio et al. 2002). Em mondcitos humanos, MCP-1 foi também associada a
activagdo dos mecanismos leishmanicidas e, consequente eliminacdo de amastigotas
intracelulares de L. major (Ritter & Moll 2000). Adicionalmente, estudos realizados com L.
donovani mostraram que as quimiocinas CCL2/MCP-1 e CCL3/MIP-1a conseguem estimular uma
resposta imunoldgica protectora do tipo Thl e, simultaneamente, inibir a resposta Th2,
induzindo a expressdo e producdo de IL-12p40 e inibicdo de TGF-$ e IL-10 por macroéfagos
peritoneais, aumentando a frequéncia de células CD4+ produtoras de IFN-y no baco e induzindo
a expressdo de sintetase indutora de NO (iNOS, do inglés inducible NO synthetase) no baco e
figado de animais infectados (Dey et al. 2007). Segundo os nossos resultados, no inicio da
infeccdo, o parasita e os PMN, inibem, de forma independentemente, a expressao da quimiocina
MCP-1 em M. Este decréscimo parece ser potenciado na presenca de co-culturas de M® e PMN
infectados. Com 18h de incubac¢do, observa-se a relagdo inversa, ou seja, isoladamente
Leishmania e os PMN induzem a sobreexpressdo desta quimiocina, permanecendo a inibicao da
expressdo desta quimiocina em M® cultivados com PMN infectados.

O ¢6xido nitrico produzido em M@ resulta da actividade iNOS e é um importante mediador
citotéxico de células efectoras, regulando a multiplicagdo parasitaria (Bogdan et al. 2000). No
entanto, alguns trabalhos referem que a produgdo de NO durante a infeccdo de macroéfagos por
Leishmania pode ser bloqueada (Melby et al. 2001; Kima 2007; Goto & Prianti 2009; Sarkar et al.
2011). Este facto parece estar de acordo com os resultados obtidos que apontam para a
diminuicdo inicial (3h) da producdo de NO por macréfagos na presenca de L. infantum. Factores
dos parasitas L. donovani e L. chagasi, como a proteina catepsina B, podem induzir directamente
a producdo de TGF-B. Por outro lado, a arginase produzida pelo parasita apds activagdo por um

factor inespecifico do hospedeiro que esta presente em varios tecidos (factor de crescimento [
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insulina-like) inibe a iNOS, e consequentemente a producdo de NO (Vendrame et al. 2007; Goto &
Prianti 2009). Foi também descrito que a internalizacdo de amastigotas via receptores PS pelos
macrofagos induz a libertacdo de IL-10 e TGF-, que por sua vez resulta na diminuicdo da
producdo de NO (Wanderley et al. 2006; Kima 2007). De facto, durante a infec¢do experimental
de leishmaniose visceral notou-se o decréscimo na expressio de mRNA de iNOS associado a
deficiente eliminacdo do parasita e consequente progressao da doenca (Melby et al. 2001). De
acordo com os nossos resultados, a presenca de PMN parece também induzir a inibicdo inicial da
producdo de NO pelos M®, que pode estar associado a fagocitose de algumas destas células via
receptores da apoptose, que por sua vez induzem a libertacdo de mediadores anti-inflamatérios,
como IL-10 ou TFG-f, que tém um efeito supressor na actividade dos M® (Mikotajczyk et al.
2009;Kobayashi 2010; Soehnlein & Lindbom 2010). Todavia, na presenca de PMN previamente
expostos ao parasita (3h) a quantidade de NO produzido por M® é sensivelmente igual quando
se encontram apenas na presenca do parasita ou de PMN. Com 18h de incubacdo as co-culturas
de M®-PMN-Leishmania apresentam quantidades de ides NO e NO;z significativamente
inferiores quando comparadas com culturas de M®-PMN. Este facto, juntamente com o
decréscimo da expressdo de MCP-1 e IL-1f indicia o desenvolvimento de um fenotipo anti-
inflamatoéria nos M® induzido por parasitas que foram primeiramente expostos aos PMN e que
podera estar relacionado com a prevengao do excesso de inflamagdo que advém da cooperacao
entre M® e PMN. No entanto, como a expressao desses genes e a producdao de NO ndo difere
entre M®+Leishmania e M®P+PMN+Leishmania é possivel que existam outros factores
implicados no decréscimo da percentagem de M® infectados em co-culturas M®-PMN-
Leishmania, nomeadamente a presenca de espécies reactivas de oxigénio, que sdo produzidas em
elevadas quantidades pelos PMN na presenca do parasita, como ficou demonstrado no Capitulo
2 desta dissertacdo ou a expressdo de outras citocinas que directamente activam factores

leishmanicidas nos M®, como é o caso da IL-12.
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A elevada concentracdo de NO presente em sobrenadantes de culturas de M® também ja foi
verificada anteriormente. Segundo Sarkar et al. (2011), M® de animais saudaveis em cultura
tendem a produzir continuamente espécies reactivas de azoto. No entanto, tal como referido
neste trabalho M® infectados de individuos com leishmaniose visceral apresentam niveis de NO

significativamente inferiores.

Os resultados apresentados neste capitulo sdo em algumas situa¢des semelhantes a bibliografia
existente, mas noutras bastante discrepantes, e este facto deve-se sobretudo a diferenca na
metodologia utilizada, mas também por este trabalho ser o primeiro até ao momento que
relaciona M® e PMN na infeccdo com a espécie visceral zoonotica L. infantum. Resumindo, os
nossos resultados sugerem que no contexto da via de estimulacido do TLR-4 de M® por L.
infantum ocorre tanto a supressiao como a estimula¢do da inflamag¢ao aguda, com modulacao da
expressdo de quimiocinas e citocinas pré e anti-inflamatoérias, que é potenciada pela presenca
inicial de PMN. Este parasita parece também bloquear a produgdo de NO. No entanto, na fase
mais tardia da infeccdo e na presenca de PMN, este bloqueio, associa-se a niveis reduzidos da
citocina pro-inflamatéria IL-1 e da quimiocina MCP-1, parecendo induzir no hospedeiro um
fenotipo anti-inflamatério, possivelmente para evitar o excesso de resposta inflamatéria que
advém das relacoes de cooperacdo que se estabelecem entre PMN e M®. No entanto, o
decréscimo drastico do parasitismo macrofagico devera estar associado a outros factores
imunoldgicos que podem ser potenciados pela cooperacdo dos M® com os PMN ou pela
interaccdo dos PMN com o parasita. Todavia, ficam por aprofundar os mecanismos moleculares
envolvidos nestas interac¢des, sendo por isso necessario tentar perceber como Leishmania
suprime ou estimula a resposta inflamatéria dos M®, sabendo que essa analise ndo podera ser

aprofundada sem ter em conta o papel inicial dos PMN.
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4.1 Introdugao

0 papel dos PMN durante as infec¢Ges in vivo com Leishmania spp. tem sido, nos ultimos anos,
alvo de grande interesse da comunidade cientifica, mas estd também envolto em controvérsia,
uma vez que ja foram atribuidas a esta populacdo celular fung¢des protectoras mas também de
responsabilidade na progressdo da doenca. Umas das estratégias para explorar o impacto destas
células durante a infeccdo com Leishmania é depletar os PMN com anticorpos especificos. Até ao
momento, apenas trés anticorpos monoclonais, RB6-8C5, NIMP-R14 e 1A8, foram descritos e
utilizados na deplecgdo in vivo de PMN. Infelizmente, nenhum deles é comercializavel e apenas
dois (RB6-8C5, NIMP-R14) tém sido extensivamente utilizados em estudos de infeccdo com
varias espécies de Leishmania e em murganhos com diferentes caracteristicas genéticas (Lima et
al. 1998; Tacchini-Cottier et al. 2000; Rousseau et al. 2001; Ribeiro-Gomes et al. 2004; Chen et al.
2005; McFarlane et al. 2008; Peters et al. 2008, 2009; Novais et al. 2009; Thalhofer et al. 2011).
A funcdo prejudicial dos PMN foi identificada em estudos conduzidos em murganhos C57BL/6
depletados. Trabalhos efectuados com L. major demonstraram um decréscimo significativo no
numero de parasitas no local da infeccdo associado a uma regulagio positiva da citocina pro-
inflamatéria IL-1 e activacdo celular mediada por linfécitos (Peters et al. 2009). Na estirpe de
murganho susceptivel, BALB/c, infectada por L. major, a deplec¢do dos PMN reduziu a produgao
de IL-4, preveniu o aparecimento de lesdes cutaneas e diminuiu a carga parasitaria (Tacchini-
Cottier et al. 2000). Pelo contrario, outros autores salientam o papel protector e
imunomodulatério dos PMN na fase inicial da infec¢do por L. major, ja que a depleccdo induz a
acumulagcdo de mRNA de IL-4 em murganhos BALB/c (Chen et al. 2005). A exacerbacao da
patologia (lesdes e carga parasitaria) foi também observada em murganhos resistentes C57BL/6
(Lima et al. 1998; Ribeiro-Gomes et al. 2004; Chen et al. 2005) e susceptiveis BALB/c infectados
com L. braziliensis (Novais et al. 2009). Em estudos com L. donovani e BALB/c depletados foi

observado aumento do numero de parasitas e desenvolvimento de uma resposta Th2
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(McFarlane et al. 2008), sugerindo que os PMN favorecem o controlo da leishmaniose visceral.
Na realidade, a deplec¢do dos PMN, durante a fase aguda de murganhos BALB/c infectados com
L. infantum levou ao abrandamento da remocdo de promastigotas extracelulares no local da
infeccdo (Thalhofer et al. 2011) e ao aumento da densidade parasitaria no baco (Rousseau et al.
2001). No entanto, na fase crénica (30 dias) ndo houve qualquer efeito nos érgaos viscerais do

hospedeiro como consequéncia da deplec¢io (Rousseau et al. 2001).

4.2 Objectivo

Este trabalho teve como finalidade avaliar in vivo o papel dos PMN durante o inicio da infec¢do
experimental por L. chagasi, através da imunofenotipagem das populagdes leucocitarias
recrutadas para o local da inoculacdo dos parasitas, da determinacdo da presenca do parasita e
da quantificagdo da expressao de citocinas em 6rgaos internos apds deplec¢do de PMN.

Embora com nomes especificos diferentes, ndo foram encontradas diferencas imunolégicas,
moleculares e bioquimicas entre L. infantum (Velho Mundo) e L. chagasi (Novo Mundo)
(Mauricio et al. 2000; Coelho-Finamore et al. 2011), sendo actualmente consideradas uma tnica
espécie de Leishmania. Neste capitulo optdmos por utilizar a designacdo L. chagasi, ja que

utilizdmos uma estirpe brasileira.

4.3 Material e Métodos

4.3.1 Animais e parasitas

Neste estudo foram utilizados murganhos (Mus musculus) machos com 6 a 8 semanas,
pertencentes a estirpe C57BL/6, provenientes do biotério do Centro Multidisciplinar para

Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério em Sdo Paulo, Brasil. Os
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animais foram mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas Gong¢alo Moniz (CPqGM), FIOCRUZ,
Salvador, Brasil, sob condi¢des climaticas e de nutricio controladas e adequadas. Todos os
procedimentos em que foram utilizados animais tiveram aprovagio prévia do Comité de Etica
local relativo ao bem-estar e utilizacdo de animais de experiéncia (CEUA-CPqGM/FIOCRUZ).
Para o estudo foram usados promastigotas virulentos de L. chagasi (MHOM/BR/00/BA262)
recolhidos na fase de crescimento estacionaria de sub-culturas com menos de quatro passagens
(Santos-Gomes & Abranches 1996). Os promastigotas foram mantidos em meio liquido
Schneider (LGC Biotecnologia, Brasil) suplementado com 100 U.ml! penicilina, 100 mg.ml-!

estreptomicina (Invitrogen, USA) e 10% de FBS (Invitrogen).

4.3.2 Preparacio de antigénio soliavel de L. chagasi

O antigénio (Ag) solavel foi preparado a partir de culturas de promastigotas de L. chagasi com
concentracdo superior a 107 parasitas.mll. Os promastigotas foram lavados duas vezes em
tampdo PBS 1x (LGC Biotecnologia) a 1800xg, durante 15 min a 4°C. O sedimento foi
ressuspendido num ml de PBS 1x. O processo de lise celular foi efectuado através de uma série
de 10 ciclos de congelagdes a -20°C e descongelacdes a temperatura ambiente. A suspensao foi
centrifugada (1800xg, 15 min, 4°C) e o sobrenadante com o conteudo proteico soluvel foi
quantificado no espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific). O Ag foi
conservado a -20°C até a sua utilizacdo e quando necessario, quantificado e diluido em RPMI

(LGC Biotecnologia) 10% FBS para uma concentragdo de 20ug.ml-1.
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4.3.3 Constituicdo dos grupos de animais, depleccao de PMN, infeccio experimental e

recolha de drgios

Foram definidos trés grupos experimentais, o grupo controlo de animais saudaveis (S), o grupo
de animais infectados com L. chagasi (1) e o grupo de animais depletados com anticorpo RB6-
8C5 e infectados com L. chagasi (DI). Cada grupo de murganhos foi constituido por quatro
animais. Os animais do grupo DI foram injectados intraperitonealmente (i.p.) com 250pg do
anticorpo RB6-8C5 diluido em 100pul de solugdo salina fisiolégica (NaCl 0.9%). Este anticorpo,
gentilmente cedido pelo Prof. Doutor Jorge Pedrosa (Instituto de Investigagdo em Ciéncias da
Vida e Sadde, Universidade do Minho), liga-se a uma proteina da superficie dos granuldcitos
(Grl ou Ly-6G/Ly-6C). Segundo Chen et al. (2005), o tratamento com esta dose de anticorpo
induz uma acentuada neutropenia em murganhos BALB/c e C3H/HeJ] que se mantém durante 5
dias. O grupo I recebeu como controlo uma injeccao i.p. de 25pug de imunoglobulina IgG (purified
rat IgG2a, k isotype control, Biolegend, USA). Dezoito horas apds a deplecgao, os grupos DI e |
foram infectados por via intradérmica na derme de ambas as orelhas com 5x10¢ promastigotas
de L. chagasi na fase estacionaria, previamente diluidos em solucao salina, num in6culo de 10pl.
A infeccdo intradérmica pretende simular a transmissao natural do parasita, uma vez que nos
reservatorios a derme da orelha é frequentemente utilizada pelo fleb6tomo vector como local de
picada (Belkaid et al. 2000; Baldwin et al. 2007; Quinnell & Courtenay 2009). O grupo controlo

foi injectado com 10ul de solugdo salina.
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C. Marques

Figura 4.1. Infeccdo intradérmica de parasitas L. chagasi. A infecgdo com 5x106 promastigotas de L. chagasi num

in6culo de 10yl foi efectuada na derme da orelha de murganhos C57BL/6.

Todo o procedimento anterior foi realizado com os animais anestesiados com 100ul de uma
solucdo anestésica de 2,2,2-tribomoetanol (Sigma) 2.5%, vulgarmente designada de avertina,
que corresponde sensivelmente a uma dose de 100mg.kg!. Trés horas, 24h e 144h apéds a
infeccdo, os animais foram sacrificados por inalacdo de CO; e as orelhas e ganglios cervicais
superficiais de quatro animais por grupo foram removidos. A orelha direita e os ganglios
cervicais foram conservados em RPMI incompleto, enquanto a orelha esquerda foi conservada
em 1ml de RNAlater (Applied Biosystems/Ambion, USA) durante 16h a 4°C e posteriormente
mantidas a -80°C para preservacdo das moléculas de RNA. Realizaram-se esfregacos em laminas
de sangue recolhido da cauda dos murganhos que foram posteriormente fixadas e coradas com
Diff-Quick (American Scientific Products, USA). O calculo da percentagem de granulécitos,
monocitos e linfocitos presentes nos esfregacos foi obtido a partir da contagem de 100

leucécitos totais em cada amostra.
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4.3.4 Imunofenotipagem da populacio leucocitaria no local da infeccio

A caracterizagdo imunofenotipica das populagdes leucocitarias presentes na pele de animais
saudaveis, infectados e depletados e infectados foi avaliada por citometria de fluxo através da
expressdo dos marcadores celulares. Apos a recolha, as orelhas direitas foram colocadas em
10ml de numa solucdo de alcool etilico a 70% e posteriormente deixadas a secar numa placa de
petri durante cerca de 10 min a temperatura ambiente. Os folhetos ventrais e dorsais foram
separados e colocados num poco de placas de 24 pocos (Thermo Fisher Scientific/Nunc) com
1ml de uma solucdo de RPMI incompleto contendo 0.5pg.ml! da enzima DNase I
(Deoxyribonuclease 1, Sigma) e 0.33mg.ml! da enzima Liberase CI (Roche). Estas enzimas
auxiliam na desintegracdo dos tecidos para uma melhor recupera¢do de células individuais
(single-cell suspension). As placas foram incubadas a 37°, durante 1h em atmosfera com 5% de
CO2. De seguida, a suspensdo e cada orelha (folheto dorsal e ventral) foram colocadas em
homogeneizadores de amostras bioldgicas (medicons, BD Biosciences) (Fig. 4.1b) e foram
homogeneizados durante 5 min no aparelho Medimachine (BD Biosciences) (Fig. 4.2b) de modo
a obter células individualizadas. A suspensdo celular foi recuperada com o auxilio de uma
seringa e os medicons foram lavados com 9ml de RPMI 10% FBS para obter o maior nlimero de

células.

Figura 4.2. Sistema de desagregacdo de amostras bioldgicas. (a) Medimachine (BD Bioscience) e (b) medicons (BD

Bioscience).
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A suspensdo celular obtida foi centrifugada (300xg, a 4°C, 10 min) e filtrada trés vezes com um
filtro de 40pm (BD Bioscience), para remocdo de agregados tecidulares presentes na suspensao
celular. A contagem de leucoécitos foi realizada em solugdo de Tiirk’s, na cdmara de Newbauer,
sendo as células posteriormente ressuspendidas em RPMI 10% FBS, na concentragio de 106ml-1,
Cem microlitros da suspensdo celular (105 células) foram colocados numa placa de fundo em V
(Thermo Fisher Scientific/Nunc) e novamente centrifugados (1 min, 4°C, 300xg). Para
certificarmos que as marcacgdes positivas observadas pela citometria eram devidas unicamente a
interaccdo entre a porcdo do anticorpo especifico que se liga ao antigénio na superficie celular,
as células foram pré-incubadas 5 min no gelo com um 10ul de um anticorpo monoclonal que
bloqueia os receptores Fc, Fcy II (CD32) e Fcylll (CD16) (Anti-Mouse CD16/CD32 Purified,

eBioscience, USA) diluido (1:50) em tampdo de FACS (PBS 1x 0.5% FBS).

Concentracgio Diluicio

Anticorpo monoclonal

. Especificidade
(Biolegend) P final (pg.ml-1) (v/v)
Anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1)-PerCP Granuldcitos 0.6 1:330
Anti-mouse F4/80-PE Macrofagos 0.6 1:330
. 3 s 1:330
Anti-mouse DC marker (33D1)-FITC Células dendriticas 1.5
Anti-mouse CD3-PerCP/Cy5.5 Linfocitos T e células NK 0.6 1:330

Tabela 4.1. Anticorpos monoclonais especificos utilizados na imunofenotipagem de leucdcitos da pele. Designagao,
especificidade, concentracdo e diluigdo final dos anticorpos monoclonais conjugados com fluorocrémos usados na
caracterizacdo imunofenotipica da populagio leucocitaria da pele de animais saudaveis, infectados e depletados e

infectados com L. chagasi.
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Seguidamente as células foram marcadas individualmente (marcagdes simples) com anticorpos
monoclonais conjugados com um fluorocrémo (Biolegend), especificos para determinadas
populacdes leucocitarias. A sua designacao, especificidade, concentragao final e diluicdo usada
num volume final de 100ul em tampao de FACS estio descritas na tabela 4.1. A marcacao celular
foi efectuada no escuro, no gelo e durante 30 min e foi seguida por duas lavagens (1 min, 4°C,
300xg). As células foram ressuspendidas em 200ul de tampao de FACS e posteriormente
adquiridas num citometro FACSort® (BD Biosciences) usando o software CellQuestPro (BD
Biosciences). Os graficos dot plot de SSC (do inglés side scatter, que indica a
granulosidade/complexidade celular) e FSC (do Inglés forward scatter, que indica o tamanho das
células) (Fig. 4.3) permitiram excluir restos celulares e células mortas, definindo a populagao de
células da orelha a estudar. Células ndo marcadas foram utilizadas para calibrar o citémetro,
compensando a autofluorescéncia e definindo os limites de cada populagdo. A analise dos dados

foi realizada com o programa Cyflogic 1.2.1 (CyFlo Ltd.).
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Figura 4.3. Grdfico representativo dot plot SSC (side scatter)/FCS (forward scatter). Exemplo representativo da

definigdo da populagdo de leucécitos de acordo com a granulosidade (SSC) e tamanho (FSC) das células da pele.
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4.3.5 Isolamento (single-cell suspension) e cultura de células ganglionares

Os ganglios cervicais foram gentilmente macerados com o auxilio do émbolo de uma seringa de
10ml (VWR), sobre uma placa de petri com um filtro celular de 40um (BD Biosciences). A
suspensado celular obtida foi centrifugada (300xg, a 4°C, 10 min) e filtrada trés vezes com o filtro
de 40 pm, para remocdo de agregados de tecidos adiposos presentes na suspensido. Apos
contagem das células viaveis através da coloragdo com azul de tripan em cdmara de Newbauer,
as células foram ressuspendidas em RPMI, 10% FBS na concentracdo de 10¢mll. Cento e
cinquenta microlitros da suspensdo (1.5x105 células) foram colocados em placas de cultura de
fundo plano (Thermo Fisher Scientific/Nunc) com 50pl de Ag solavel de L. chagasi (1pg) ou 50ul
de meio RPMI 10% FBS. Ap6s 72h de incubag¢do a 37°C, com 5% de CO,, as células foram
recolhidas em tampao de lise (RNeasy Mini Kit, Quiagen) para posterior extraccdo de RNA e
sintese de cDNA para quantificacdo de citocinas por PCR em tempo real. Por tltimo, guardaram-

se os sobrenadantes para determinagdo da producdo de granzima B por ELISA.

4.3.6 Quantificacio da expressio de citocinas em células ganglionares

A expressdo de mRNA das citocinas IL-1f3, IL-6, TNF-a, TGF-f3, interferao (IFN)-y e IL-17 foi
quantificada nas células ganglionares de animais saudaveis, animais infectados com L. chagasi e
animais depletados com RB6-8C5 e infectados com L. chagasi estimuladas in vitro com Ag de L.
chagasi. Apés extraccdo de RNA, foi efectuada a sintese de cDNA e a clonagem dos genes em
vectores plasmidicos para posterior construcido de curvas-padrao e quantificacdo absoluta da
expressdo dos respectivos genes por PCR em tempo real. Resumidamente, a extraccio de RNA
total foi efectuada apo6s a lise das células, de acordo com as instrugdes do fabricante e protocolo
previamente resumidos no ponto 2.3.9.1 do Capitulo 2. Um micrograma de cada amostra de RNA
total e 0.5pg de primer Oligo (dT)iz1s (Invitrogen), num volume final de 15pl foram

desnaturados a 70°C durante 5 min e colocados imediatamente a 4°C. A sintese de cDNA foi
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iniciada com a ligacdo do primer Oligo (dT)12-1s8 durante 5 min a 25°C, seguida da reac¢do de
transcricdo a 37°C, durante 60 min, na presenca de 3ul da enzima ImProm-II™ Reverse
Transcriptase (RT), 12pl de ImProm-II™ 5x Reaction Buffer, 3mM de MgCl, (Promega), 0.5mM
de desoxirribonucledtidos (ANTPs) (Invitrogen) e 60U da enzima recombinante Ribonuclease
inhibitor (RNAseOUT) (Promega) num volume final de 60pl. Por dltimo, as amostras foram
aquecidas a 70°C, durante 15 min, para inactivagdo da enzima RT, arrefecidas a 4°C e
conservadas a -20°C até a sua utilizacdo. Em cada reacgao foi incluido um controlo negativo
(amostra sem RNA). As sequéncias do primer forward e reverse para os genes IFN-y (FW - 5’ CAA
TGA ACG CTA CAC ACT GCATC 3’; REV - 5’ CGT GGC AGT AAC AGC CAG AA 3") e para IL-17 (FW -
5 GCT CCA GAA GGC CCT CAG A 3’; REV - 5 AGC TTT CCC TCC GCA TTG A 3), foram
seleccionadas na bibliografia existente (Rosa et al. 2005; Gonidez et al. 2008), tendo em conta os
critérios referidos no ponto 2.3.9.2 do Capitulo 2 e segundo as MIQE guidelines (Bustin et al.
2009, 2010). Para corrigir possiveis ineficiéncias da reac¢ao de transcricdo reversa foi utilizado
como controlo endégeno da expressao de genes, HPRT (housekeeping gene), tal como descrito no
ponto 2.3.9.2 do Capitulo 2. A partir do cDNA, os genes IFN-y e IL-17 foram amplificados por PCR
convencional usando as concentragdes dos reagentes enumerados no ponto 2.3.9.3 do Capitulo
2. As condigdes para o PCR convencional para IFN-y foram: um ciclo de desnaturacao (5 min a
94°C) seguido de 30 ciclos de desnaturacdo (20 seg a 94°C); 30 seg a 59°C (temperatura de
anneling); extensao (30 seg a 72°C) e por fim a extensao final (3 min a 72°C). Relativamente a IL-
17, as condicoes de amplificagdo foram as seguintes: 5 min a 94°C, 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 15
seg a 60°C e 30 seg a 72°C seguida de uma extensao final a 72 °C durante 3 min. Os produtos de
PCR obtidos de 72pb para o IFN-y e 142 pb para a IL-17 foram purificados e inseridos no vector
plasmidico pGEM®-T Easy Vector (Promega). A transformacio dos fragmentos ligados ocorreu
em células competentes. O DNA plasmidico foi extraido, confirmando-se a presenc¢a dos genes
através de electroforese em gel de agarose apds fragmentacdo do DNA plasmidico recombinante

por enzima de restricdo. As curvas-padrdo dos genes IFN-y e IL-17 foram construidas apés a
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realizacdo de dilui¢cdes seriadas (de 250pg.ul't a 0.01pg.ul't) de DNA plasmidico e reacgdes
independentes de PCR em tempo real. Todo o processo de PCR convencional, purificagdo e
clonagem do produto amplificado em vectores plasmidicos, construcdo de curvas padrao de IFN-
y e IL-17 e dos outros genes foram realizados de acordo com a descricdo exposta nos pontos
2.3.9.3 e 2.3.9.4 do Capitulo 2. O PCR em tempo real para a quantificacdo absoluta da expressao
génica foi realizado no aparelho iCycler iQ™ (Bio-Rad), mantendo-se as condi¢des de
amplificacdo descritas em 2.3.9.4 do Capitulo 2. A solucdo de amplificacdo utilizada neste
trabalho foi a Maxima™ SYBR Green/Fluorescein qPCR Master mix (2X) (Fermentas) que
contém, para além da Hot Start Taqg DNA Polimerase e SYBR® Green I, os tampdes optimizados.
Possui também fluoresceina que serve como referéncia interna para normalizar o sinal
fluorescente de SYBR® Green I. Os volumes e concentracdes de todos os componentes

necessarios para o PCR em tempo real foram idénticos aos mencionados no ponto 2.3.9.4.

4.3.7 Quantificacido da producio de granzima B por células ganglionares

Os linfécitos T citotoxicos (Tc) e células NK possuem granulos que contém moléculas com
capacidade citolitica, importantes na resposta imunolégica, como é o caso da proteina perforina
e as proteases serinicas, granzima A e granzima B. A granzima B é a principal responsavel pela
inducdo da fragmentacdo do DNA das células alvo nos processos citotéxicos mediados
principalmente por células NK e pelos linfécitos Tc (Boivin et al. 2009). A producdo de granzima
B foi quantificada em sobrenadantes de culturas ex vivo das células ganglionares estimuladas
com Ag de L. chagasi de animais saudaveis, animais infectados com L. chagasi e animais
depletados com RB6-8C5 e infectados com L. chagasi. A técnica empregue foi ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) e para tal usou-se o kit comercial Mouse Granzyme B ELISA Ready-
SET-Go!® (eBioscience). Resumidamente, cada poco de uma placa de alta afinidade proteica

(Corning Costar 9018) foi revestido com 100ul do anticorpo de captura (anti-granzima B
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purificada) diluido (1:250) em tampao de revestimento. A placa foi selada e incubada 16h a 4°C.
Apo6s uma série de lavagens com tampdo de lavagem (PBS 1x, Tween-20 a 0.05%), os pogos
foram bloqueados com 200ul de diluente 1x durante 1h, a temperatura ambiente. De seguida
prepararam-se dilui¢des seriadas (1:2) do padrido (proteina recombinante) e apdés uma nova
série de lavagens colocaram-se na placa e em duplicado 100ul de cada diluicdo do padrao (de
5000pg.ml-! a 39.06pg.ml1) e 100ul dos sobrenadantes de cada amostra. A placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 2h, lavada varias vezes e novamente incubada durante 1h a
temperatura ambiente com 100ul do anticorpo de deteccdo especifico (anti-granzima B
conjugada com biotina) previamente diluido (1:250) no diluente 1x. Apds lavagem da placa
foram adicionados a cada pogo 100ul da enzima peroxidase avidina-HPR diluida em diluente 1x.
Depois de 30 min de incubacdo foi efectuado mais um conjunto de lavagens e colocados em cada
poco 100ul da solugdo contendo o substrato da enzima (tetrametilbenzidina, TMB). Ap6s 15 min
de incubacdo, a reaccido foi terminada com 50l de uma solu¢do 2N de H,SO4. A absorvancia a
450nm foi medida no leitor de placas Anthos 2010 (Biochrom, UK). A concentragdo da proteina
nas amostras foi determinada através da curva-padrido construida a partir dos valores de

concentragdo conhecidos e os valores de absorvancia do padréo.

4.3.8 Deteccio e quantificacdo do parasita no local de infeccio e nos ginglios cervicais

A deteccdo do parasita na orelha e nos ganglios cervicais foi realizada através da observacdo de
laminas de citospin. Pretendiamos também quantificar a carga parasitaria nos mesmos 6rgios
apods extraccdo de DNA e quantificacdo por PCR em tempo-real. Ldminas de citospin foram
obtidas apds centrifugacido de 106 células ganglionares e 105 células da pele (300xg, 4°C, 5min)
em 500ul de RPMI, FBS 10%, numa citocentrifuga CT-2000 (Cientec, Brasil). As ldminas foram
posteriormente fixadas e coradas com Diff-Quick (American Scientific Products, USA) e

observadas ao microscopio 6ptico com ampliacdo de 1000x (Olympus, Germany) para detec¢do
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do parasita. Consideraram-se positivas as laminas que continham pelo menos 1 parasita na
forma promastigota ou amastigota, extra ou intracelular. Células ganglionares (106) e da pele
(10%) foram centrifugadas (300xg, 4°C, 5min), recolhidas em tampao TEN (0.15M NacCl, 50mM
EDTA, 0.1M Tris-HCl) e congeladas a -20°C para posterior extrac¢do de DNA e quantificacdo da
carga parasitaria por PCR em tempo real. Infelizmente, ndo foi possivel realizar durante o tempo
util para o desenvolvimento desta dissertagdo a extrac¢do de DNA e o PCR em tempo real, mas
sabendo que o DNA é uma molécula relativamente estavel, este estudo podera eventualmente
ser realizado no futuro. Células ganglionares (106) foram também centrifugadas (300xg, 4°C,
durante 10 min), ressuspendidas em 5ml de meio Schneider completo (FBS 10%) e incubadas a
24°C. As culturas foram examinadas semanalmente por microscopia d6ptica (Olympus) para

observacdo de promastigotas viaveis.

4.3.9 Andlise estatistica

Em todo o estudo usaram-se, no minimo, triplicados (duplicados apenas na caracterizagdo
imunofenotipica) de cada amostra e os dados foram representados como médias e erros-padrio
de duas experiéncias independentes. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi utilizado para
comparar:
- a frequéncia de células da pele marcadas com Grl, F4/80, 33D1 e CD3 de animais
saudaveis (S) vs animais infectados (I), animais saudaveis (S) vs animais depletados e
infectados (DI) e animais infectados (I) vs animais depletados e infectados (DI); foi
também comparada em cada grupo de animais a percentagem de células que expressam
cada marcador nos diferentes dias (3h vs 24h; 3h vs 144h; 24h vs 144h).
- o nimero de cépias de cada gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno HPRT

em células ganglionares de animais saudaveis (S) vs animais infectados (I), animais
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saudaveis (S) vs animais depletados e infectados (DI) e animais infectados (I) vs animais
depletados e infectados (DI) estimuladas com Ag de L. chagasi.
- a concentracdo de granzima B em sobrenadantes de células ganglionares de animais
saudaveis (S) vs animais infectados (I), animais saudaveis (S) vs animais depletados e
infectados (DI) e animais infectados (I) vs animais depletados e infectados (DI)
estimuladas com Ag de L. chagasi;

Considerou-se estatisticamente significativo um valor de p inferior a 0.05 (p<0.05). A andlise

estatistica e os graficos foram gerados com o programa Graphpad Prism 5.0 (USA).

4.4 Resultados

4.4.1 Confirmacio da depleccio de granulécitos/PMN

Diversos estudos inseridos no projecto Mouse Phenome da Jackson Laboratory (2011)
(http://phenome.jax.org) confirmaram que em varias estirpes de murganhos a populacdo de
granulécitos do sangue (PMN, eosinéfilos e basoéfilos) é constituida principalmente por PMN.
Assim, assumimos que ao injectar murganhos com o anticorpo RB6-8C5 estamos a depletar
maioritariamente a populacdo de PMN. No intuito de confirmar este facto, realizaram-se, em
todos os animais de cada grupo e ap6s 3h, 24h e 144h de infeccdo esfregacos de sangue em
laminas e fizeram-se contagens do niimero de granuldcitos relativamente a 100 leucdcitos totais
presentes no esfregaco. Contaram-se também o numero de mondcitos e linfécitos. Como
podemos verificar no grafico (Fig. 4.4a) o tratamento com o anticorpo RB6-8C5 ou anti-Grl
induziu acentuada diminuicdo de granulécitos em animais depletados as 3h (4.11+0.894%) e
24h (3.513%0.571%) quando comparado com animais infectados (3h: 42.62+2.653%; 24h:
14.86+1.635%) e saudaveis (3h: 40.12+2.689%; 24h: 24.23+2.388%). Ainda assim, os valores

apresentados pelo grupo S sdo um pouco superiores (3h) aos registados num estudo de 2011
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inserido no projecto Mouse Phenome (http://phenome.jax.org) com murganhos machos

C57BL/6], saudaveis, com 8 semanas (23.64%) de idade. VerificAmos também que, com 6 dias de
infeccdo (144h), os valores da percentagem de granulécitos aumentam nos murganhos
depletados (144h: 19.55+2.270%), aproximando-se dos valores verificados para os grupos S
(144h: 27.01+£2.381%) e I (144h: 15.75%£0.396%) (Fig. 4.4a), apontando para a recuperacdo dos
PMN. Relativamente aos monécitos (Fig. 4.4b) e linfocitos (Fig. 4.4c) verificAmos que as 3h pos-
infeccdo a percentagem destas populagdes é superior no grupo DI (mondcitosan: 27.44+4.007%;
linfécitossn: 68.29+4.127%) do que nos grupos I (monoécitossn: 14.56+1.414%; linfocitossn:
42.82%£1.952%) e S (mondcitossy: 13.23+1.660%; linfocitossn: 46.65+1.348%), provavelmente
para compensar a auséncia de granuldcitos provocada pela deplec¢do. Ainda em relagio a estas
duas populacdes celulares, parece nao haver grande variagdo percentual entre os trés grupos

com 24h e 144h ap6s a infecgdo (Fig. 4.4b,c).
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Figura 4.4. Percentagem de leucdcitos no sangue. A percentagem (%) de granulécitos (a), mondcitos (b) e linfocitos (c)
foi calculada a partir da observagdo e contagem de células ao microscépio 6ptico de esfregagos de sangue da cauda de
murganhos saudaveis (S), de animais infectados (I) e depletados e infectados (DI) com 3h, 24h e 144h de infecgdo por
L. chagasi. Os graficos representam médias da contagem de 100 células totais por cada esfregaco/animal de duas

experiéncias independentes.
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4.4.2 0 parasita é detectado na orelha e nos ganglios cervicais de murganhos depletados

de PMN

Para detectar o parasita foram observadas culturas de células ganglionares colocadas a 24°C em
meio de Schneider completo. Apés 7 dias de incubagdo, as culturas de células de ambos os
grupos | e DI apresentavam promastigotas méveis. No entanto, a observacdo de laminas de
citospin ao microscdpio 6ptico ndo permitiu a observacdo de parasitas na forma promastigota,
amastigota, intra ou extracelular. Foram também analisadas ldminas de citospin de células da
orelha dos grupos DI e 1. Trés horas apds a infec¢cdo, ambos os grupos de animais apresentaram
laminas positivas. No grupo depletado, a positividade das laminas manteve-se durante 24h apds
a infec¢do, uma vez que as 144h nao foram observados parasitas. No grupo infectado, as 1aminas

foram positivas as 3h, negativas as 24h, voltando a apresentar parasitas 144h apés a infecgao.

Detecgao de parasitas de L. chagasi

3h 24h 144h
Infectados (I) + - +
orelha
(laminas citospin)
depletados e
infectados (DI) v v ;
Infectados (1) - - -
ganglios cervicais
(laminas citospin) b ) ) )
infectados (DI)
ganglios cervicais Infectados (1) + + +
(culturas em meio
liquido Schneider) e
+ + +

infectados (DI)

Tabela 4.2. Deteccdo de parasitas de L. chagasi. A presenca do parasita foi assinalada a partir da observagdo ao
microscépio éptico (1000x) de laminas de citospin de células da orelha e dos ganglios cervicais de animais DI e I, apds
3h, 24h e 144h de infeccdo com L. chagasi. Culturas em meio de Schneider de células ganglionares foram também
monitorizadas para deteccdo de promastigotas viaveis. As observagodes registadas na tabela sdo representativas de

duas experiéncias independentes. +, positivo; -, negativo.
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caso, apenas a forma amastigota do parasita é observada. Os resultados destas observacoes
estdo resumidas no quadro 4.2. Nao foi possivel realizar a quantificacdo do parasita na pele e nos
ganglios cervicais por PCR em tempo real, a tempo dos resultados serem apresentados neste
estudo, mas ja que as amostras foram preservadas, esse trabalho ira ser efectuado futuramente,

para completar os resultados expostos aqui.

4.4.3 A dindmica da populacio leucocitaria parece nao ser alterada devida a presenca do

parasita ou pela depleccio de PMN

Para caracterizar a populacdo leucocitaria e a influéncia da depleccdo na dindmica leucocitaria
na pele da orelha, as células foram marcadas individualmente com anticorpos especificos de
antigénios celulares de diferentes tipos de leucécitos. O anticorpo monoclonal anti-Grl marca
essencialmente granuldcitos, o anti-F4/80 é normalmente usado como marcador de M®
murinos, o anti-33D1 liga-se a moléculas de antigénio 33D1 de células dendriticas e por ultimo,
0 CD3 é altamente expresso em linfécitos T e células NK. Os resultados mostraram que em todos
os grupos de animais e em todos os tempos pds-infeccdo, as células CD3+* encontravam-se em
maior percentagem (Fig. 4.5d). O marcador que apresentou menor numero de células positivas
foi 0 33D1 (Fig. 4.5c) havendo, portanto, um ndmero relativamente baixo de células dendriticas
na pele de animais dos grupos DI, I e S. (Fig. 4.5b). Para todos os marcadores, nao houve
diferencas significativas entre as células positivas dos trés grupos de animais DI, [ e S. Ainda
assim, com 3h de infec¢do e como seria de esperar, a percentagem de células Grl+* € inferior no
grupo DI, comparativamente ao grupo I e S, devido ao processo de deplec¢do dos granuldcitos
com o anticorpo anti-Grl que decorreu antes da infeccdo. A percentagem de células Grl+* neste
grupo (DI) vai aumentando com o tempo de infec¢ao, sendo significativamente superior 144h
apés a infecgdo (3h vs 144h: p=0.0286; 24h vs 144h:p=0.0286) (Fig. 4.5a). O mesmo padrao

também foi observado para células F4/80+ no grupo DI, em que 144h apés a infeccio, o niumero
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de células positivas aumenta significativamente em relacdo a observagdo inicial (3h vs 144h:

p=0.0286) (Fig. 4.5b).
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Figura 4.5. Caracterizacdo imunofenotipica da populagdo leucocitdria no local de infecgdo. A imunofenotipagem das
células da derme da orelha foi realizada por citometria ap6és marcag¢do simples com anticorpos anti-Grl (a), anti-
F4/80 (b), anti-33D1 (c) e anti-CD3 (d). Os graficos representam médias e erros-padrdo de duplicados de cada
amostra de duas experiéncias independentes. O teste ndo paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar em
cada grupo de animais a evolugdo da percentagem de células que expressam cada marcador (3h vs 24h; 3h vs 144h;

24h vs 144h). * (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.
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4.4.4 A auséncia inicial de PMN e a presenca de L. chagasi afectam a expressio de

citocinas nos ganglios cervicais superficiais

Apoés a recolha dos ganglios cervicais verificAmos que alguns dos animais dos grupos I e DI
apresentavam linfadenopatia (aumento do volume do 6rgdo) acentuada (Fig. 4.6). Este
incremento pode estar associada a uma resposta celular local, pelo que é importante analisar a
expressdo das citocinas nas células deste 6rgdo. A expressio de mRNA de IL-1f, IL-6, TNF-q,
TGF-B, IFN-y e IL-17 foi quantificada por PCR em tempo real apds extrac¢iao de RNA e sintese de
cDNA de células ganglionares de animais saudaveis, infectados e depletados e infectados com L.

chagasi, cultivadas in vitro durante 72h, na presenca de Ag solavel do parasita.

C. Marques

Figura 4.6. Gdnglio cervical aumentado. Exemplo de um ganglio cervical superficial retirado de um animal depletado

com 144h de infecgdo por L. chagasi.

Apo6s 3h de infeccdo foi verificado que as células ganglionares dos animais do grupo DI
estimuladas com o Ag soluvel de L. chagasi apresentaram um aumento da expressao de todas as
citocinas, sendo este aumento significativo para IL-1§, TNF-a, TGF-$ e IL-17 quando comparado
com os animais saudaveis (IL-1f p=0.0127, TNF-a p=0.0022, TGF-$ p=0.0002, IL-17 p=0.0302) e
infectados (IL-1f p=0.0075, IL-6 p=0.0074, TNF-a p=0.0002, TGF-B p=0.0044, IL-17 p=0.0099)
(Fig. 4.7a,b,c,d,f). Ndo se verificou qualquer alteracio significativa da expressdo de citocinas

entre os grupos | e S ap6s 3h de infeccdo (Fig. 4.7). O perfil de expressdo de TNF-a e TGF-f3 foi, ao
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longo do periodo experimental, muito semelhante e decorridas 24h verificou-se um acréscimo
notoério do niimero de cdpias destas citocinas em células estimuladas de animais infectados com
L. chagasi, comparativamente aos animais saudaveis (TNF-a p=0.0011, TGF-B p=0.0002) ou
depletados (TNF-a p=0.0004, TGF-B p=0.0004) (Fig. 4.7c,d). O grupo DI apresentou valores
superiores de mRNA de TGF-f3 quando comparado com os valores do grupo S (p=0.0434), apesar
de, como ja foi referido, a expressdo ser significativamente inferior ao grupo 1 (Fig. 4.7d). Na
mesma altura, a expressao de IL-6 nas células ganglionares de ambos os grupos infectados (I e
DI) foi estatisticamente superior do que nas células de animais saudaveis (S vs [ p=0.0110; S vs
DI p=0.0387) (Fig. 4.7b). Decorridos 6 dias (144h) da infeccado, apenas as citocinas IFN-y e [L-17
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (Fig. 4.7e,f). As células do grupo DI
expressaram um reduzido ndmero de moléculas de mRNA de IFN-y do que as dos grupos I
(p=0.0019) e S (p=0.0044) (Fig. 4.7¢). No entanto, o grupo DI apresentou um nimero de copias

de IL-17 substancialmente superior ao grupo I (p=0.0122) (Fig. 4.7f).
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Figura 4.7. Expressdo de citocinas. A expressdo dos genes IL-1f (a), IL-6 (b), TNF-a (c) e TGF-B (d), IFN-y e IL-17 foi
quantificada por PCR em tempo real em células ganglionares de animais saudaveis, animais infectados e animais
depletados com RB6-8C5 e infectados com L. chagasi estimuladas com Ag soluvel de L. chagasi. Usaram-se primers
especificos, SYBR® Green I e padrdes externos de cDNA plasmidico para cada gene. Os dados sdo apresentados como
médias e erros-padrado de duas experiéncias independentes com trés réplicas por amostra. Os valores foram expressos
como o numero de cdpias do gene por cada 1000 cépias do gene de controlo interno, HPRT. O teste ndo-paramétrico
Mann-Whitney U foi usado para comparar o nimero de cdpias dos genes de animais saudaveis (S) vs animais
infectados (I), animais saudaveis (S) vs animais depletados e infectados (DI) e animais infectados (I) vs animais

depletados e infectados (DI). Os simbolos *, §, ® (p<0.05) indicam diferencas estatisticamente significativas.
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4.4.5 A producio de granzima B por linfécitos ganglionares durante a infeccio por L.

chagasi é afectada pela depleccio de PMN

A producdo de granzima B medida em sobrenadantes de culturas de células ganglionares de
animais saudaveis, infectados, e depletados e infectados com L. chagasi estimuladas com Ag
soluvel do parasita, encontra-se representada na Fig. 4.8. Com 3h de infec¢do verificou-se
aumento significativo da libertacdo desta enzima em células do grupo DI (103.6+6.971pg.ml-1)
em relagdio ao grupo S (p=0.0247) que apresentou uma concentracdo média de
69.28+8.887pg.ml-l. Apés 24h, a producdo de granzima B foi similar entre todos os grupos
analisados. No entanto, apds 6 dias (144h) de infeccdo verificou-se um acréscimo substancial
desta protease serinica no grupo DI (258.3+58.38 pg.ml-1) em compara¢do aos sobrenadantes
dos grupos I (p=0.0022) () e S (p=0.0304) que apresentaram, respectivamente, concentracdes de

75.86x7.264pg.ml-1e 101.6xpg.ml-1.

Granzima B .
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1
280+ 3 infectados (I)
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1
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Figura 4.8. Producdo de granzima B. A libertacdo de granzima B foi quantificada em sobrenadantes de culturas de
células ganglionares de animais saudaveis (S), animais infectados (I) e animais depletados com RB6-8C5 e infectados
com L. chagasi (DI) estimuladas com Ag de L. chagasi. O ensaio foi realizado pela técnica de ELISA, segundo as
instrucdes fornecidas pelo kit comercial Mouse Granzyme B ELISA Ready-SET-Go!® (eBioscience). Os dados estdo
representados como médias e erros-padrido de duas experiéncias com trés réplicas por amostra. O teste ndo-
paramétrico Mann-Whitney U foi usado para comparar a concentragdo de granzima B em células de animais saudaveis
(S) vs animais infectados (I), animais saudaveis (S) vs animais depletados e infectados (DI) e animais infectados (I) vs

animais depletados e infectados (DI). Os simbolos *, § (p<0.05) indicam diferencgas estatisticamente significativas.
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4.5 Discussao

Apods o contacto com agentes externos patogénicos, os PMN para além de iniciarem a resposta
inflamatéria local contra os microrganismos, interagem com as restantes populacdes
leucocitarias (macrdéfagos, células dendriticas, linfécitos) através do contacto directo ou da
secrecao de mediadores, orquestrando a resposta imunolégica inata e adquirida (Kumar &
Sharma 2010). A depleccdo dos PMN é uma das principais estratégias para analisar o papel
destas células na defesa do hospedeiro e tem sido usada com alguma frequéncia, sobretudo em
modelos experimentais de leishmaniose cutdnea (Lima et al. 1998; Tacchini-Cottier et al. 2000;
Ribeiro-Gomes et al. 2004; Chen et al. 2005; Peters et al. 2008, 2009; Novais et al. 2009). No
capitulo 2 e 3, a funcdo dos PMN durante a infeccdo por L. infantum foi caracterizada in vitro. No
presente capitulo pretendemos avaliar o papel destas células nas fases iniciais da infeccao por L.
chagasi, no modelo experimental murino, através da caracterizagdo da dindmica e do estado de
activacdo imunolégica no local da infec¢do e em 6rgaos internos.

A depleccdo dos PMN foi certificada pela andlise de esfregacos de sangue, o que permitiu
confirmar que a populacdo de mondcitos e linfocitos ndo diminui com o tratamento com o
anticorpo RB6-8C5, ja que estas populagdes e, também as células dendriticas podem, ainda que
em menor extensdo, expressar Grl (Daley et al. 2008). A injec¢do Unica e de dose baixa do
anticorpo monoclonal RB6-8C5 depleta a populacdo de granulécitos (nos quais a maioria sdo
PMN) durante 3-5 dias, deixando intactas outras populag¢des celulares (Chen et al. 2005;
Thalhofer et al. 2011). Apesar de ndo se terem observado diferencas significativas entre os
grupos de murganhos (DI, I e S), a populagdo Grl+ estd diminuida nas células da pele do grupo
DI, comparativamente aos grupos I e S, no inicio da infec¢do (3h), observando-se um aumento
gradual e significativo deste marcador. Esta observacdo confirma a depleccdo inicial e
restabelecimento posterior dos PMN (6 dias). O facto de as frequéncias celulares Gr1+, F4/80+

33D1+ e CD3* em todos os tempos pds-infeccdo, no grupo S, apresentarem valores similares aos
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outros 2 grupos (DI e I) pode estar relacionado com o desencadear de uma reaccao inflamatéria
com recrutamento celular induzida pelo processo mecanico de injectar. De facto, Peters et al.
(2008, 2009) observaram que a picada do fleb6tomo e a injeccdo intradérmica com agulha
causaram a acumula¢do de PMN no local da picada (orelha), independentemente da presenca de
parasitas de L. major. Esta infiltracdo sugere que factores endégenos libertados durante o
trauma tecidular induzem, so6 por si, o recrutamento de PMN. Assim, no nosso estudo teria sido
importante imunofenotipar a populagdo leucocitaria da pele de murganhos que nao tivessem
sido sujeitos a qualquer tipo de picada. Por outro lado, seria também interessante analisar a
expressdo de quimiocinas, normalmente associadas ao recrutamento e imunidade celular, e de
citocinas no local da infecgdo ja que, segundo os nossos resultados, as células que apresentaram
maior frequéncia celular foram as CD3* que englobam maioritariamente as células NK e
linfécitos T. No entanto, é nossa inten¢do vir a realizar este estudo, uma vez que as orelhas
esquerdas de todos os animais foram recolhidas e os 6rgdos foram preservados em RNAlater.
Ainda em relacdo a imunofenotipagem das células da orelha verificAmos, inesperadamente, que
havia uma baixa frequéncia de células positivas para o marcador de células dendriticas (33D1).
Na infec¢do por L. major, os parasitas sdo observados na pele de murganhos C57BL/6 sobretudo
no interior de células dendriticas (de Trez et al. 2009). Porém, esta é uma populacio bastante
heterogénea de células apresentadoras de antigénio que podem nao expressar o antigénio 33D1.
De qualquer forma, parece que a dindmica da infeccdo por L. infantum/chagasi é bastante dispar
dos modelos de infeccdes cutaneas e um estudo recente (Thalhofer et al. 2011) vem provar esta
afirmacdo. Nesse estudo, os autores observaram por citometria de fluxo que apds 6h de infeccao,
os PMN Ly6G* de murganhos BALB/c sdo as principais células com parasitas intracelulares de L.
infantum/chagasi transfectados com o marcador fluorescente mCherry, e sdo substituidos 2 dias
apos a infecgdo por M® (F4/80+CD11+ Ly6G- CD11c’). Durante o periodo de execucdo desta tese
ndo foi possivel quantificar a carga parasitaria no local da infeccdo, porém, essa analise sera feita

brevemente por PCR em tempo real, uma vez que as células foram conservadas. Ainda assim, as
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laminas de citospin das células da orelha analisadas neste estudo permitiram observar parasitas
3h apés a infeccdo em ambos os grupos DI e I, 24h pés-infeccdo no grupo DI e 144h pds-infeccao
no grupo l. Devido ao reduzido nimero de células infectadas, como consequéncia provavel dos
tratamentos enzimaticos (DNAse e Liberase CI) a que estas células foram sujeitas, ndo foi
possivel determinar a carga parasitaria e fazer um estudo que permitisse quantificar as
principais células hospedeiras em cada grupo (DI e I) e em cada periodo (3h, 24h e 144h).
Porém, constatamos que ap6s 3h de infec¢do o promastigota continua no local de inoculagdo em
ambos os grupos, ndo tendo ocorrido a fagocitose de todas as formas parasitarias inoculadas.
Por outro lado, o reduzido nimero de parasitas extracelulares observados pode ser resultante
das centrifugacdes relativamente baixas a que a suspensao de células foi sujeita, e que impedem
que parasitas extracelulares sejam depositados no sedimento juntamente com as células. As 24h
pi, o parasita deixa de ser detectado nas células dérmicas do grupo I, mas estd presente no local
da infeccdo em murganhos DI. A diminuicdo de PMN Gr1+, que estdo por um lado envolvidos no
processo de internalizacdo do parasita e por outro no recrutamento de células fagocitarias
profissionais, como macréfagos e células dendriticas, tem como consequéncia a diminuicdo do
processo de fagocitose e de remo¢do do parasita. Foi registado recentemente que o atraso na
remocao de promastigotas do local de infeccao de murganhos BALB/c durante as primeiras 24h
de infeccdo e apos depleccdo neutrofilica decorre da participacdo de PMN na eliminacao inicial
do parasita (Thalhofer et al. 2011). No nosso estudo, 6 dias apds a infeccdo verificou-se a
situacdo inversa, ou seja, o parasita ressurgiu no local de infeccdo do grupo I mas deixou de ser
detectado no grupo DI. Esta auséncia do parasita no local de infeccdo dos animais depletados
pode estar relacionada com o aumento significativo de leucécitos Grl* e F480+. Esta
subpopulacdo pode englobar células fagocitarias que efectuaram a remoc¢ao do parasita. Ainda
que a deteccdo do parasita nas células da orelha tenha sido diferente as 24h e 144h entre os
grupos DI e I, verificAmos que culturas de células ganglionares de ambos os grupos e ao longo do

todo o tempo experimental apresentaram promastigotas vidveis, apontando para a migracdo de
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leucdcitos parasitados, para estes Orgdos. No entanto, a carga parasitdria devera ser
extremamente reduzida, uma vez que o parasita ndo foi detectado por microsocpia éptica nas
laminas de citospin.

0 aumento substancial no volume dos ganglios cervicais (linfadenopatia) de alguns animais dos
grupos DI e I aponta para a existéncia de elevada actividade imunitaria celular. Assim, foi
analisada a expressao de citocinas proé-inflamatérias (IFN-y, IL-18, IL-6, IL-17 e TNF-a) e, anti-
inflamatoria e reguladora (TGF-[3) nas células ganglionares reestimuladas com Ag solavel de L.
chagasi, sendo este trabalho o primeiro que analisa estas citocinas em ganglios cervicais, nas
primeiras horas de infeccdo intradérmica e neste modelo experimental, durante a depleccdo de
PMN. Foi também quantificada a granzima B nos sobrenadantes das células ganglionares. Esta
protease serinica é um marcador da citotoxicidade mediada por células e é libertada
predominantemente por linfécitos Tc (CD8+*), mas também por células NK. Na realidade os
grupos DI e I apresentam padrdes de expressdo de citocinas e producdo de granzima B bastante
distintos entre si. Nas primeiras horas de infec¢do (3h), a auséncia de PMN leva ao aumento
significativo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias mas também de TGF-3. Esta resposta
celular inicial no grupo depletado sugere que o atraso de uma resposta imunolégica inicial dos
PMN propicia a activacdo de outras células. E provavel que os parasitas sejam maioritariamente
fagocitados por outras células apresentadoras de Ag, como as células dendriticas e M®, que
rapidamente migram para os ganglios cervicais levando a activacdo de outras células
mononucleares, com expressao e producdo de citocinas ou outros mediadores imunolégicos. Um
estudo in vitro que conjugou o uso da tecnologia de microarrays e a bioinformatica (Ettinger &
Wilson 2008) mostrou que em co-culturas com 4h de M® infectados e linfécitos T naive (ndo
activados) humanos houve uma regulagio positiva de genes e vias de sinalizacdo que se iniciam
com citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, mas também com a citocina reguladora anti-
inflamatdria TGF-B. No nosso estudo, a exocitose dos granulos com libertagdo significativa de

granzima B foi observada no grupo DI, indicando a activagio de func¢des efectoras das células NK
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ou linfécitos CD8*. No entanto, ndo podemos eliminar a hip6tese desta enzima poder estar a ser
produzida por outras células, tais como os préprios PMN, M® activados, células dendriticas e
linfécitos T CD4+, como ja foi anteriormente descrito (Grossman et al. 2004; Wagner et al. 2008;
Boivin et al. 2009). No grupo I, a activacdo celular parece ser mais tardia (24h), com
sobreexpressao de TNF-a acompanhada por niveis elevados de TGF-f. Independentemente da
depleccdo, parece haver sempre uma resposta mista em termos de expressao de citocinas. Este
facto ja foi anteriormente observado em infec¢des com L. infantum, em trabalhos publicados pela
UEI de Leishmanioses (Rosa et al. 2006; Roldo et al. 2007), mas também de outros autores
(Peruhype-Magalhdes et al. 2006; Ettinger & Wilson 2008) e que pode estar relacionado com a
regulacdo da resposta imunitaria do hospedeiro, evitando uma resposta inflamatéria exagerada
que provoque danos tecidulares. Mesmo com o restabelecimento da populacdo neutrofilica
(144h), o perfil de citocinas nas células ganglionares reestimuladas com Ag de L. chagasi é
diferente entre o grupo DI e I. No grupo I, a elevada expressdo de IFN-y leva a supor que ha
expansdo de células Th1/Tc1 que pode ser ttil no controlo da doenga, uma vez que o controlo da
leishmaniose visceral é dependente da producio desta citocina por linfécitos CD4+, CD8+ e NK
cells (Liese et al. 2008; Goto & Prianti 2009). No grupo DI, esta citocina estd diminuida, mas
surpreendentemente, ha aumento da exocitose de granzima B e da expressdo de IL-17. Esta
citocina, é produzida por linfécitos Th1l7, que inclui as células CD4+, CD8* e y§, e por células
CD14+ (sobretudo mondcitos/macréfagos, mas também por granuldcitos e células dendriticas)
(Lopez Kostka et al. 2009; Boaventura et al. 2010), estando envolvida no recrutamento de PMN e
na sua regulacdo homeostatica (Xu & Cao 2010). No modelo experimental de leishmaniose
cutanea, a IL-17 promove a infiltracdo de PMN mas estd associada a exacerbacdo da doenca
(Lopez Kostka et al. 2009). A co-existéncia das células Th17 e PMN nas lesoes de leishmaniose
mucocutanea causadas por L. braziliensis parece também ser favoravel a patogénese da doenca
(Boaventura et al. 2010). Por outro lado, na leishmaniose visceral humana causada por L.

donovani, a IL-17 juntamente com a IL-22 contribuem para uma resposta imunolégica
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protectora (Pitta et al. 2009). No presente trabalho, apesar da populacio de PMN ja ter
recuperado, a sua auséncia no inicio da infec¢do pode ter induzido a expressdo de IL-17 nas
células ganglionares do grupo depletado no intuito de recrutar PMN. Mas como esta expressdo
vem associada a diminui¢cdo de IFN-y, podemos assumir que talvez torne o hospedeiro mais
susceptivel, favorecendo o desenvolvimento da infec¢do. No entanto, estas conjecturas sé
poderdo ser comprovadas quando realizarmos a quantificacdo do parasita e compararmos a
carga parasitaria na pele e ganglios cervicais nos grupos DI e L. Por outro lado, é bastante dificil
relacionar este trabalho com outros estudos de deplec¢do em infecgcdes com espécies viscerais, ja
que estes foram levados a cabo em animais BALB/c com mais de 14 dias de infeccdo e os érgaos
estudados foram o bago, figado e medula (Rousseau et al. 2001; McFarlane et al. 2008). No nosso
estudo pretendiamos analisar o papel dos PMN na fase inicial da infeccdo, uma vez que o
contacto inicial dos PMN com o parasita influencia o decurso da resposta imunitaria durante a
infeccdo e consequente a ligacao entre a resposta inata e a adaptativa.

Os nossos resultados permitiram verificar que a auséncia de PMN, apesar de ndo influenciar o
fenétipo leucocitario no local de infeccdo, retarda a remocao dos parasitas e a possivel migracao
de leucoécitos parasitados para os 6rgaos internos, nomeadamente para os ganglios cervicais.
Nos ganglios, a deplecgdo teve consequéncias notorias no perfil de citocinas no inicio da infec¢ao
com o0 aumento da expressdo de citocinas pré e anti-inflamatérias que resultou numa resposta
imunolégica mista, normalmente associada a imunidade de L. infantum no modelo experimental,
e ainda na possivel activagdo de linfécitos Tc ou NK. A activagdo destas células volta a ser notada
numa fase mais adiantada da infec¢do. No entanto, mesmo quando a populacdo de PMN ja esta
restabelecida, a depleccdo inicial parece nao ser favoravel ao hospedeiro, ja que apesar da
expressdo da citocina regulatéria de PMN, IL-17, ter um aumento significativo juntamente com a
producdo do marcador citotéxico, granzima B, a expressdo de IFN-y, citocina que esta
normalmente associada ao controlo da leishmaniose visceral, é bastante reduzida. Embora os

dados presentes neste trabalho sejam limitativos, podemos concluir que os PMN tém de facto
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um papel na imunidade celular nas fases iniciais na infec¢do por L. chagasi, influenciando o perfil

de citocinas expressas nos principais drgdos ocupados pelo parasita no inicio da infeccao.
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Conclusoes finais

CONCLUSOES FINAIS

O objectivo desta dissertacdo de doutoramento foi aprofundar o papel desempenhado pelos
neutrofilos no inicio da infec¢do por L. infantum, esclarecendo a sua fun¢do no desenvolvimento
da imunidade inata e adaptativa para melhor compreender a patogénese da doenca. Os
principais resultados obtidos com os estudos in vitro e in vivo realizados encontram-se

resumidos nas Figuras A e B e permitiram-nos comprovar que:

- Os PMN sao capazes de internalizar promastigotas de L. infantum e inibir, de forma selectiva, a
capacidade de multiplicagdo parasitaria; parte dos promastigotas, provavelmente os mais
virulentos, possuem a capacidade de se diferenciar na forma intracelular obrigatéria, o

amastigota, mantendo-se viaveis;

- Os parasitas intracelulares (provavelmente os mais virulentos) dos PMN sao transferidos para

0s M® exibindo morfologia normal;

- A regulacdo negativa da fung¢do quimiotatica dos PMN aponta para a retenc¢ao destas células no

local da infecg¢ao;

- A diminuicdo da populacio de PMN necroéticas secundarias e o aumento de PMN viaveis
incrementa as probabilidades de sobrevivéncia e multiplicacdo das formas intracelulares do

parasita, ao mesmo tempo que as fun¢des imunitarias dos PMN continuam activas;

- A inducdo da expressio de quimiocinas pelos PMN no inicio da infeccdo contribui para o
recrutamento e activagdo de novos PMN, de células dendriticas e mondécitos/macréfagos para o

local de infecgao;

- Os PMN poderdo ter um papel importante na remoc¢ao inicial do parasita e no recrutamento de

células fagocitarias profissionais, como macréfagos e células dendriticas para o local de infec¢ao;
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- No inicio da infeccdo, os mecanismos nao oxidativos da imunidade inata dos PMN sdo
activados, produzindo e libertando O,- e efectuado a exocitose de MPO activa e das proteases
serinicas NE e CatG, contribuindo para a destruicdo dos parasitas que permanecem no ambiente

extracelular;

- Independentemente da quantidade inicial de PMN recrutados para o local de infeccdo, ocorre
migracdo de leucdcitos parasitados da pele para 6rgdos internos, nomeadamente para os
ganglios cervicais. Porém, a rapida activacdo de outras células mononucleares, com expressao e
producdo de citocinas pré e anti-inflamatérias e outros mediadores imunitarios, como a

granzima B é dependente dos PMN;

- A carga parasitaria e a indugdo da expressao da citocina anti-inflamatéria TGF-f3 por M®, na
fase inicial da infeccdo, sdo independentes da presenca de PMN; porém, a TGF-3 estd associada a

diminuicdo da produc¢ao de NO;

- Na fase mais tardia da infec¢io, a inibicdo da expressdo da quimiocina CCL3/MIP-1a leva a
reducdo da migracdo de PMN em resposta ao estimulo inflamatério/infeccioso, privilegiando a
necessidade de maximizar outras funcées anti-microbicidas, tais como a libertagdo do contetddo

dos granulos;

- A reducdo da expressdo de quimiocinas, na fase mais tardia da infeccdo, esta relacionada
sinergeticamente com a regulacdo negativa da expressio de citocinas pré-inflamatorias e de

TLR-Z;

- O contacto prolongado com o parasita internalizado por PMN inibe a expressao de IL-1f3 e de
MCP-1 em M® e reduz a producido de NO, potenciando o desenvolvimento de uma resposta anti-

inflamatoria;

- Na auséncia de PMN, os parasitas sdo fagocitados por outras células apresentadoras de Ag,

como as células dendriticas e M® que migram para os ganglios cervicais;
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- Na auséncia de PMN, e com o decorrer da infeccdo a expressao da citocina IL-17 e a libertacdo
da protease serinica granzima B, associadas a diminuicdo da expressdo da citocina IFN-y nos

ganglios cervicais, influenciam o recrutamento e a regulacdo homeostatica dos PMN;

Para além disso também constatamos que:

- O papel relevante que o receptor TLR-4 desempenha no reconhecimento do parasita pelos M®,

é potenciado pela interaccao com PMN;

- Em murganhos, o anticorpo monoclonal RB6-8C5 depleta especificamente os PMN, mantendo

intactas outras populagdes leucocitarias, salientando o elevado nivel de eficacia deste anticorpo.

Concluindo, os PMN tém uma posicdo crucial durante a infeccdo com L. infantum,
desempenhando um papel fundamental na resposta inflamatéria aguda e na regulacdo da

infeccdo cronica, estabelecendo ligacdo entre a resposta imunoldgica inata e adaptativa.

Este trabalho contribui para a clarificagio dos mecanismos utilizados por L. infantum para
subverter a ac¢do da resposta imunolégica no hospedeiro vertebrado e estabelecer a infecgao.
Face aos escassos estudos que relacionam PMN e o agente da LVZ, L. infantum, este trabalho
podera ser mais um contributo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, mais

eficientes no tratamento da leishmaniose canina e visceral.

Todavia é imperativo que nos préximos estudos sejam abordados outras matérias relacionadas
com a actividade dos PMN, tais como os factores de viruléncia do parasita e a interaccdo dos
PMN com outras células envolvidas na resposta imunitdria inicial como é o caso das células

dendriticas, NK e Th17. O modo como estes factores podem influenciar ou regular os
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mecanismos imunolégicos dos PMN é um novo e fascinante campo de investigacdo que é

importante explorar.

O recurso a novas tecnologias, como a marcacdo das células com fluorocrémos fluorescentes

para observacdo de imagens da interac¢do destas células em tempo real e o uso de ferramentas

de imagem intravital que permite seguir a infecg¢do in vivo e evita o sacrificio de animais, é

crucial para abranger completamente a versatilidade e especificidade dos PMN na infec¢io por L.

infantum.
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Figura A. Esquema representativo dos principais resultados obtidos nos estudos in vitro.
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Figura B. Esquema representativo dos principais resultados obtidos nos estudos in vivo.
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