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Avaliacdo da resposta imune por células polimorfonucleares e mononucleares
humanas infectadas com formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis

RESUMO

O estabelecimento da leishmaniose tegumentar americana (LTA) é determinado pela espécie
do parasito, saliva do flebotomineo e pela imunidade do hospedeiro, envolvendo neutrofilos,
macrofagos, citocinas e moléculas coestimuladoras. Este trabalho teve como objetivo avaliar a
resposta imune por neutr6filos e mondcitos isolados do sangue de individuos saudaveis,
seguido de infeccdo com formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis.
Foram coletados 8 mL de sangue de 42 individuos sem histérico de LTA para a separacdo de
células mononucleares e de polimorfonucleares. As células foram infectadas com L. (L.)
amazonensis e testadas para fagocitose, producdo de Oxido nitrico e a expressdo de IL-8,
CXCR1, CCL3, CCR1 e INOS. Os neutréfilos apresentaram maior atividade fagocitica e
producdo de NO nos tempos iniciais de infeccdo e os macrdfagos nos tempos finais da
infeccdo, sendo que as duas células apresentaram expressao de IL-8, CXCR1, CCL3, CCR1 e
INOS, mas ndo houve diferenca estatisticamente significante. A maior atividade fagocitica e
producdo de NO pelos neutrofilos nas primeiras horas de infeccdo e pelos macrofagos mais
tardiamente, mostram que estas células podem estar auxiliando na inducdo da dicotomia da
resposta imune.

Palavras chave: Leishmaniose cutinea, macrdfagos, neutrofilos.



Evaluation of the immune response by human polymorphonuclear and
mononuclear cells infected with promastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis

ABSTRACT

The establishment of American cutaneous leishmaniasis (ACL) is determined by the species
of the parasite, the saliva of the sandfly, and by the host immunity, involving neutrophils,
macrophages, cytokines and costimulatory molecules. This work aimed to evaluate the
immune response of neutrophils and monocytes isolated from the blood of healthy
individuals, followed by infection with promastigotes of Leishmania (Leishmania)
amazonensis. It was collected 8 mL of blood of 42 individuals without ACL history for the
separation of mononuclear cells and polymorphonuclear cells. Cells were infected with L. (L.)
amazonensis and tested for phagocytosis, production of nitric oxide and expression of IL-8,
CXCR1, CCL3, CCR1 and INOS. Neutrophils showed increased phagocytic activity and NO
production in the early hours of infection in macrophages and end times of the infection, and
the two cells showed expression of IL-8, CXCR1l, CCL3, CCR1 and iNOS, but not
statistically significant. The highest phagocytic activity and NO production by neutrophils in
the early hours of infection and macrophages later show that these cells may be assisting in
the induction of the immune response dichotomy.

Keywords: Cutaneous leishmaniasis, macrophages, neutrophils.
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Capitulo |

Doenca

A leishmaniose tegumentar americana € uma doenca infecto-parasitaria, que acomete o
homem desde ao século | d.C. Esta doenca esta entre as endemias de maior importancia na
salde puablica no Brasil, devido a sua distribuicdo, formas clinicas e as dificuldades
encontradas no diagnostico e no tratamento (BASANO, 2004; DORVAL, 2006).

Epidemiologia

Mundialmente a LTA atinge cerca de 1 a 1,5 milhGes de pessoas por ano, considerada
assim um problema de saude publica. No Brasil a LTA foi detectada em 635.399 individuos
entre 0s anos de 1990 a 2013, merecendo atencdo, pois é de ampla distribuicdo no territorio

nacional, sendo que 13.188 casos foram registrados no Parana (BRASIL, 2013).

Agente etioldgico

Os protozodrios do género Leishmania da familia Trypanosomatidae (Figura 1)
causam as leishmanioses, através da picada de insetos vetores, os flebotomineos. No Brasil
sdo descritas sete espécies: Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) lainsoni,
Leishmania (Viannia) naiffi, Leishmania (Viannia) linderberg e Leishmania (Viannia) shawi.
Sendo a L. (V.) braziliensis e a L. (L.) amazonensis, mais amplamente distribuidas no
territorio nacional (DORVAL, 2006; BRASIL, 2013).

As leishmanias possuem duas formas, uma flagelada ou promastigota e outra
aflagelada ou amastigota. Nos hospedeiros mamiferos encontramos a forma intracelular,
amastigota, obrigatoria em células mononucleares. As amastigotas se multiplicam dentro dos
macrofagos que se rompem e liberam os parasitos que sdo fagocitados por outros macrofagos.
A forma infectante, promastigota, se encontra no trato digestorio do inseto vetor, e através da
picada sdo inoculadas no hospedeiro (GONTIJO, 2003; BRASIL, 2013).
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Familia |
Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas — Blastocrithidia Leishmania  Sauroleishmania Trypanosoma  Phyiomonas Endotrypamum
Subgénero Le ’-‘;'I”"‘”'“ Viannia
________________
| | | | | : | | |
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Figura 1. Taxonomia da familia Trypanosomatidae. Fonte: Ministério da Saude. Atlas de
Leishmaniose ~Tegumentar Americana Diagnostico Clinico e Diferencial. Editora MS,
Brasilia-DF, 2006.

Vetores

Os insetos vetores da LTA pertencem a Ordem Diptera, Familia Psychodidae,
Subfamilia  Phlebotominae, Género Lutzomyia. No Brasil as espécies de flebotomineos que
estdo envolvidas na transmissdo da leishmaniose envolvem a Lutzomyia flaviscutellata,
Lutzomyia whitmani, Lutzomya umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcome e
Lutzomyia migonei, sendo que a distribuicdo destes insetos varia de acordo com as regides do
pais (MARGONARI, 2010; BRASIL, 2013).

Formas clinicas

A leishmaniose cutanea pode se apresentar na forma clinica cutanea localizada que é
caracterizada por Ulceras de fundo granuloso e bordas salientes com possibilidade de
autocicatrizacdo (BRASIL, 2013).

A forma cutdnea disseminada apresenta mltiplas lesdes papulares com aparéncia
acneiforme que acomete varias regides corporais. A disseminacdo linfatica dos parasitos pode
levar a formacdo de lesbes nodulares em outras partes do corpo. A forma cutdnea difusa leva a
formacdo de placas e nddulos milltiplos ulcerados que recobrem areas cuténeas extensas,
ocasionada pela L. (L.) amazonensis. A forma mucosa apresenta metastases graves e

multilantes da mucosa nasobucofaringea, que podem ocorrer pela disseminacdo sanguinea e
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linfatica instalando-se nas mucosas, e também pode estabelecer apo6s tratamentos falhos
(CURTI, 2009; MARTINS, 2010; REIS, 2011; BRASIL, 2013).

Imunopatogenia

O desenvolvimento da LTA depende da espécie do parasito envolvido e da relacdo
parasito-hospedeiro (CURTI, 2009; MARTINS, 2010; BRASIL, 2013). As principais células
envolvidas no estabelecimento da infeccdo sdo os neutrofilos e macréfagos, sendo essencial o
recrutamento destas células para o local de infeccdo, pois sdo importantes no desenvolvimento
da resposta imune inata e adaptativa (BADOLATO, 1996; van ZANDBERGEN, 2002;
LASKAY, 2008; PETERS, 2008).

Os neutrofilos compdem a primeira linha de defesa contra infecgdes, com capacidade
fagocitica e producdo de oOxido nitrico (NO) que Ihes permite eliminar muitos parasitos,
expressando e secretando quimiocinas e citocinas que podem influenciar 0 microambiente no

sitio da infeccdo e consequentemente, a resposta imune contra Leishmania (LIEW, 1997).

Os macréfagos témimportante funcdo na resposta imune sendo que a interacdo entre
estas células e os parasitos representa a principal funcdo no estabelecimento da infecgdo
por Leishmania spp. Mesmo assim, apesar dos potentes mecanismos imunes, as leishmanias

podem infectar e se multiplicar dentro dessas células (LIASKOU, 2012).

O transporte de parasitos de neutr6filos para macréfagos ocorre devido a fagocitose de
neutrofilos infectados, ou seja, essas c€lulas funcionam como ‘“cavalo de Trdia”, pois nio
ativam os mecanismos leishmanicida e os parasitos sobrevivem e se multiplicam no meio
intracelular dos macréfagos. Porém, ha relatos de que quando ocorre o processo de fagocitose
de neutrofilos por macrofagos, os neutréfilos cedem parte de seu conteido antimicrobiano aos
macrofagos, aumentando assim sua atividade microbicida (AGA, 2002; LAUFS, 2002; van
ZANDBERGEN, 2002; FAURSCHOU, 2003; APPELBERG, 2006; BATISTA, 2013).

Neutrofilos e macrofagos expressam quimiocinas e seus receptores que podem induzir
ao controle ou susceptibilidade da LTA. A Interleucina-8 (IL-8) e CCL3 (MIP-1a) sdo
quimiocinas funcionais, mas quando expressas juntamente com o0s seus receptores CXCR1 e
CCR1, respectivamente, indicam que estd ocorrendo & estimulagdo e quimiotaxia destas

células. As quimiocinas IL-8 e CCL3 estdo envolvidas na migracdo de neutrofilos e
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macréfagos para o local da infeccdo, o que pode levar entdo ou ao controle ou a
susceptibilidade a doenca (RAMOS, 2005; GUERREIRO, 2011; LIASKOU, 2012).

A Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) que catalisa a producdo de Oxido nitrico, tem
também papel importante no desenvolvimento da resposta imune. O &xido nitrico faz parte
dos mecanismos oxidativos contra a Leishmania, que representa importante mecanismo na
eliminagdo do parasito (CERQUEIRA, 2002; SILVEIRA, 2008).

Assim, a atividade fagocitica, a producdo de Oxido nitrico, a expressdo de quimiocinas
e seus receptores e de INOS por macrofagos e neutrdfilos podem auxiliar a inducdo da
resposta imune contra a leishménia e o predominio da resposta do tipo Thl pode levar ao
controle da infeccdo e a resposta Th2 leva a susceptibilidade a doenca (CERQUEIRA, 2002;
GUERREIRO, 2011; REIS, 2011).

Diagndstico

O diagnostico da LTA depende da andlise epidemioldgica, clinica e laboratorial.

Sendo que a associacdo destas analises é necessaria para o diagnostico final (REIS, 2006).

O diagndstico clinico € feito a partir das lesdes e da anamnese do paciente. No
diagndstico laboratorial sdo realizados exames microscopicos, cultura de bidpsias, inoculagao
em animais, pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e pelos métodos imunoldgicos que
envolvem a intradermorreagdo de Montenegro, reacdo de imunofluorescéncia indireta e o

ensaio imunoenzimatico (GOMES, 2009).

Tratamento

A droga de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose tegumentar é o
antimoniato de meglumina, sendo recomendado 10 a 20 mg/kg/dia do medicamento, injetado
por via intravenosa ou intramuscular por 20 dias. As drogas de segunda escolha utilizadas
podem ser a anfotericina B ou a anfotericina lipossomal e as pentamidinas (ALMEIDA 2011;
BRASIL, 2013).

Os antimoniais pentavalentes ou antimoniato de meglumina interferem na

bioenergetica do parasito, mas levam a efeitos colaterais como nauseas, vomitos, febre,
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fraqueza, insuficiéncia renal aguda, alteracbes cardiacas e pancredticas (BEZERRA-
SOARES, 2004; BRASIL, 2013).

Existem também tratamentos alternativos, que envolvem a crioterapia, termoterapia,
terapia fotodindmica e laser de CO, (ALMEIDA, 2011; BRASIL, 2013).

Justificativa

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca de importancia clinica, e
com ampla distribuicdo no Brasil e no Parana. Muitos estudos realizados até agora utilizam
modelos animais e linhagens de células com a utilizacdo de espécies de Leishmania que ndo
sdo encontradas no Brasil. Com relacdo a resposta imune contra a LTA, podemos verificar
que os neutrdfilos e macrofagos sdo descritos como um dos principais mediadores na resposta
imune inata e que vdo predispor o hospedeiro a uma resposta imune adaptativa voltada a
resisténcia ou a susceptibilidade a doenca. (BADOLATO, 2004; GOMES, 2012). Deste

modo, qual seria a participacdo destas células no desenvolvimento da resposta imune na
LTA?

Objetivo Geral

Avaliacdo da resposta imune induzida por neutrdfilos e macrofagos infectados com

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Objetivos especificos

1. Awvaliar a producdo de Oxido nitrico de neutrdfilos e macrofagos infectados com L.
(L.) amazonensis;

2. Analisar a capacidade fagocitica de neutrofilos e macréfagos infectados com L.
(L.) amazonensis;

3. Awvaliar a expressdo de RNAm das quimiocinas IL-8 e CCL3, de seus respectivos
receptores CXCR1 e CCR1 e da iNOS em neutrofilos e macréfagos infectados e

ndo infectados com L. (L.) amazonensis.
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RESUMO

Introducdo: A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca de importancia
clinica, e a resposta imune contra esta infeccdo envolve células mononucleares e
polimorfonucleares, quimiocinas, moléculas coestimuladoras. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a reposta imune desenvolvida por células mononucleares e polimorfonucleares de
individuos sem histérico de LTA ap0s a infecgdo por L. (L.) amazonensis.

Métodos: Apb6s a obtencdo das células provenientes de 42 pacientes, estas foram infectadas
com L. (L.) amazonensis e testadas para producdo de Oxido nitrico, fagocitose e a expressao
de IL-8, CXCR1, CCL3, CCR1 e iNOS.

Resultados: As células polimorfonucleares apresentaram maior producdo de NO e fagocitose
nos tempos iniciais de infeccdo e os macrofagos mais tardiamente. Ambas as células
analisadas expressaram IL-8, CXCR1, CCL3, CCR1 e iNOS, mas ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente diferentes.

Conclusdo: Neutrdfilos e macréfagos podem auxiliar no controle ou susceptibilidade a
infeccdo por L. (L.) amazonensis.

Palavras chave: Leishmaniose cutdnea, macrofagos, neutrofilos.
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INTRODUCAO

A leishmaniose tegumentar é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
um problema de saude publica, sendo registrados mundialmente cerca de 1 a 1,5 milhdes de
casos por ano.! No Brasil, seqgundo o banco de dados do Sistema Unico de Sadde, foram
registrados 635.399 casos de leishmaniose tegumentar americana (LTA) entre os anos de

1990 e 2013, sendo que 13.188 casos ocorreram no estado do Parand.!

Os protozoarios do género Leishmania sdo causadores das leishmanioses. No Brasil as
espécies amplamente distribuidas sdo a Leishmania (Viannia) braziliensis e a Leishmania

(Leishmania) amazonensis.t

A doenca pode apresentar diferentes formas clinicas dependendo da espécie do
parasito envolvido e da relacdo parasito-hospedeiro. A LTA causada por L. (L.) amazonensis
ocasiona lesbes cutaneas localizadas e caracterizadas por Ulceras de fundo granuloso e bordas
salientes com possibilidade de autocicatrizacdo. A outra forma cutdnea difusa, a qual leva a

formacdo de placas e nédulos miltiplos ulcerados podem recobrir areas cutdneas extensas.’=>*

Na LTA observa-se que o estabelecimento da infeccdo envolve a fagocitose e o

parasitismo de neutréfilos e macréfagos.®

O desenvolvimento da resposta imune contra a LTA estd relacionado com o
recrutamento de células mononucleares e polimorfonucleares para o local da infeccdo, e a
expressdo de quimiocinas e seus receptores por essas células, levam a resisténcia ou a

susceptibilidade a doenca.®®”’

Os neutrofilos compdem a primeira linha de defesa contra infecgbes, com capacidade
fagocitica e producdo de Oxido nitrico (NO) que Ihes permite eliminar muitos parasitos,
expressando e secretando quimiocinas e citocinas que podem influenciar o microambiente no

sitio da infeccdo e, consequentemente, a resposta imune contra Leishmania. ’

Os macrofagos tém importante funcdo na resposta imune sendo que a interacdo entre
estas células e os parasitos representa a principal funcdo no estabelecimento da infeccédo
por Leishmania spp. Mesmo assim, apesar dos potentes mecanismos imunes, as leishmanias

se multiplicam dentro destas células. ®
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Pela importancia clinica e epidemiologica da LTA no Brasil e pela capacidade de
neutrofilos e macréfagos em desenvolver ou controlar a doenca, este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade de neutrdfilos e macréfagos provenientes de individuos saudaveis,
sem historico de LTA e que ndo frequentavam areas endémicas. Estas células foram
verificadas quanto a producdo de Oxido nitrico (NO), capacidade fagocitica e expressdo de

RNAmM de quimiocinas, seus receptores e da iNOS, apds a infeccdo com L. (L.) amazonensis.

MATERIAIS E METODOS

Amostras de células humanas

Para a obtencdo de células polimorfonucleares e mononucleares foram coletados 8 mL
de sangue com heparina ou EDTA de individuos sem historia clinica de leishmaniose
tegumentar e que ndo residiam em areas endémicas.

Os individuos forneceram informagfes quanto ao nome, idade, sexo, endereco e
atividade de lazer. Todos os individuos assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido concordando em participar do projeto.

O projeto foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos - COPEP da Universidade Estadual de Maring4, conforme o parecer n® 406/2010,
em conformidade com a Resolugdo n° 196/1996-CNS.

Leishmania (L.) amazonensis

L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foi cultivada em meio 199 (Gibco, USA)
contendo 0,69 mM de L-glutamina (Sigma Aldrich Chemie, Alemanha) e suplementado com
10% de soro bovino fetal (Gibco, USA), 1% de urina humana, e antibidticos (100 Ul/mL
penicilina G (Sigma Aldrich Chemie, Alemanha) e 100 pg/mL estreptomicina (Sigma
Aldrich, USA) em estufa B.O.D. (Logen Scientific, Brasil) a 25°C, até fase estacionaria de

crescimento para obtencdo das formas promastigotas.
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Obtencdo de mondcitos e neutrofilos humanos

Para o isolamento das células foi utilizado Mono-Poly Resolving Medium (M-PRM;
MP Biomedicals; Franca), de acordo com a prescricdo do fabricante, com algumas
modificacdes.

A viabilidade celular foi avaliada pela adicdo de 10 pL da suspensdo celular e 10 pL
de azul de tripan 0,1% em lamina e analisada em microscopio Optico. Para a contagem celular
foi utilizado 190 pL de liquido de Turk e 10 pL de suspensdo celular em camara de Neubauer
e analisada em microscopio optico (Olympus CX21, Japéo).

Cultura de células mononucleares e polimorfonucleares e infeccdo com L. (L.)

amazonensis para determinacdo de oxido nitrico

As células foram adicionadas a placas de culturas de 24 pocos (1x10° células/mL) com
RPMI (pH 7,2 e 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Gibco, USA) e mantidas por 2 horas para
aderéncia em estufa (Nuaire, USA) com 5% de CO, a 37°C.

As células ndo aderentes foram lavadas com solugdo de Hanks, ficando cerca de 1x10°
células aderentes.® Promastigotas de L. (L.) amazonensis (1x10%/mL) foram adicionadas a
placa e mantidas com RPMI pH 7,2 e 10% de SFB em estufa a 37°C/5% CO,. Apos 6, 16, 30
e 42 horas o sobrenadante foi retirado, centrifugado a 300 g por 10 minutos e armazenado a -
20°C. Como controle de estimulacdo foi utilizado lipopolissacarideo de Escherichia coli
026:B6 (10 ng/mL) (Sigma Aldrich, Israel).

A dosagem de nitrito foi realizada pelo metodo colorimétrico baseado na reacdo de
Griess.’ Em placa de 96 pocos foram adicionados 50 pL de reagente de Griess e 50 pL de
amostra de sobrenadantes de cultura, incubadas por 15 minutos em temperatura ambiente e
protegido da luz. Todas as placas continham uma curva padrdo com nitrito de sédio (Sigma,
EUA) em concentracbes de 5, 10, 30 e 60 puM. A leitura foi realizada em leitora de
microplacas (Asys Hitech GmbH, Austria) a 540 nm.
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Cultura de células mononucleares e polimorfonucleares e infeccdo com L. (L.)

amazonensis para determinacdo do indice fagocitico

As células mononucleares e polimorfonucleares foram adicionadas a placas de 24
pocos (2x10° células/mL) com laminulas de 13 mm e incubadas com meio RPMI (pH 7,6)
(Gibco, USA) por 3 horas a 37°C/5% CO,. Apds o tempo de aderéncia, as células foram
lavadas com solucdo de Hanks, ficando aproximadamente 2x10° células® e receberam
promastigotas de L. (L.) amazonensis (2x10°) opsonizadas ou ndo com 10% soro humano
normal que para opsonizacdo foram previamente incubadas em banho-maria 37°C por 30
minutos (Novatecnica, Brasil).

O controle de estimulacdo utilizado foi 0 Zymozan A de Saccharomyces cerevisiae (5
mg/mL) (Sigma Aldrich, Suica), diluido em 900 pL de PBS e 100 pL de soro humano normal
e incubados por 30 minutos a 37°C para sensibilizacdo. Apds o material foi centrifugado
(Mikro 200R, Alemanha) 300 g durante 10 minutos para formacdo de “pellet” que foi
ressuspendido em meio RPMI.

Apds 1, 2, 3, 5, 8 e 16 horas de incubagdo as laminulas foram retiradas e coradas com
hematoxilina-eosina. Foram contadas 200 ceélulas com fagocitose por laminula como também
as particulas fagocitadas em cada célula. A leitura foi feita em microscépio Optico.

O indice fagocitico foi obtido pela porcentagem de células com fagocitose

multiplicada pelo nimero médio de particulas fagocitadas.

Cultura de células mononucleares e polimorfonucleares e infeccdo com L. (L.)

amazonensis para extracdo de RNA

As células mononucleares e polimorfonucleares foram adicionadas a placas de 24
pocos (1x10° células/mL) e incubadas por 2 horas a 37°C/5% CO, para aderéncia. Logo apds
as células ndo aderentes foram lavadas com solucdo de Hanks, ficando aproximadamente
1x10° células® Ambas as células foram infectadas com L. (L.) amazonensis (1x10°
células/mL) e um grupo de células foi mantido como controle, sem infeccéo.

As culturas de celulas mononucleares foram incubadas por 16 e 42 horas e as de
células polimorfonucleares foram incubadas por 6 e 30 horas com RPMI (pH 7,2 e SFB a
10%) a 37°C com 5% de CO,. Apds, o sobrenadante foi desprezado e as células aderentes foi
adicionado 1 mL de Trizol (Life Technologies, USA), homogeneizado e armazenado em
freezer -80°C até a extracdo de RNA.
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A extracdo de RNA seguiu a metodologia com Trizol de acordo com o fabricante. O
RNA foi quantificado em Nano Drop 2000 UV-VIS spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA).

Obtencéo e Amplificacdo de cDNA

A producdo da primeira fita de cDNA foi realizada por Superscript 11l segundo o
fabricante (Invitrogen, USA).

Para amplificacdo de cDNA primeiramente foi preparado o master mix do PCR
(Buffer 1X, 0,2 mM dNTP, 25 mM MgChk, 1 puM Primers, 1U Taq platinum, H,O)
(Invitrogen, USA) com volume total de 20 pL por amostra. ApOs a preparacdo do mix foi
adicionado 5 pL de cDNA e colocado em termocicladora.

Foram analisadas a expressdo da B-actina para controle enddgeno, e das quimiocinas
IL-8 e CCL3 e seus respectivos receptores, CXCR1 e CCR1, e da iNOS em neutrofilos e
macrofagos. O nimero de pares de base e as condicdes de amplificacdo sdo apresentados na
tabela 1.

O material amplificado foi analisado em eletroforese de gel de agarose a 2%, revelado
com brometo de etidio e visualizado em transluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia, Brasil).
A intensidade de banda expressa em cada quimiocina, seu receptor e na iINOS foi analisada

pelo Image J.

Analise estatistica

Para a andlise da determinacdo de nitrito foi utilizada analise de variancia e para a
avaliacdo da fagocitose e analise da intensidade de banda produzida pelas quimiocinas, seus
receptores e pela INOS foi utilizado o teste de Mann Whitney pelo programa Bioestat 5.3,

com nivel de significdncia de 95% (P<0,05).

RESULTADQOS

Caracteristicas dos individuos estudados

Na tabela 2 estdo descritas as caracteristicas dos 48 individuos utilizadas nesta

pesquisa. Estes 48 individuos foram divididos em 16 para cada um dos experimentos
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realizados (producdo de Oxido nitrico, indice fagocitico e expresséo de RNAmM de quimiocinas

seus receptores e da INOS).

Determinacdo de 6xido nitrico pela dosagem de nitrito

Ao avaliar a cinética de producdo de nitrito, que representa a producdo de &xido
nitrico, os macrofagos apresentaram maior producdo em 42 horas, mas ndo houve diferenca
estatistica (P>0,05) (Figura 1). Os neutrofilos apresentaram maior producdo de NO até 16
horas de infeccdo e em 30 e 42 horas observou-se uma queda nesta producdo. Quando
comparamos 0s tempos de 6 e 42 horas observamos diferenca estatistica (P=0,006) (Figural).

Quando foram comparados os niveis de nitrito entre os macrofagos e neutrofilos ndo

houve diferenca estatistica nos tempos analisados (P>0,05).

indice fagocitico

Os macrdfagos apresentaram maior indice fagocitico em 5, 8 e 16 horas, e menor
indice fagocitico em 1, 2 e 3 horas, porém ndo houve significancia estatistica (P>0,05). Ao
analisarmos os neutréfilos podemos observar que em 1, 2 e 3 horas o indice fagocitico foi
maior, e em 5, 8 e 16 horas o indice fagocitico foi menor (P<0,001) (Figura 2).

Na avaliagdo da fagocitose para os macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis
opsonizadas e para os macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis ndo opsonizadas, nos
tempos iniciais e finais de infeccdo, foi observado diferenca estatistica apenas entre 1 e 16
horas (P<0,01) (P<0,04), respectivamente. E ao avaliar os neutréfilos infectados com
promastigotas opsonizadas e o0s neutrofilos infectados com promastigotas ndo opsonizadas
também mostraram diferenga estatistica entre 1 e 16 horas (P<0,001) (Figura 2).

Ao comparar 0s macrofagos infectados com promastigotas opsonizadas com 0s
macrofagos infectados com promastigotas ndo opsonizadas e os neutrdfilos infectados com
promastigotas opsonizadas com os neutrofilos infectados com promastigotas ndo opsonizadas,
ndo foram encontradas significancia estatistica (P>0,05) (Figura 2).

Quanto a comparacdo do indice fagocitico entre macrofagos e neutrofilos infectados
com L. (L.) amazonensis opsonizadas ou ndo, observamos que 0s neutrofilos nos tempos
iniciais de infeccdo (3 e 5 horas) fagocitaram mais, apresentando diferenca estatistica
significante (P<0,001), e os macrofagos apresentaram maior indice fagocitico em 8 e 16

horas, apresentando diferenca estatisticamente significante (P<0,001).



26

Expressdo de RNAmM de quimiocinas e seus receptores e iINOS em neutrdfilos e

macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis

N&o foram encontradas diferengas estatisticas (P>0,05) na avaliagdo de expressdo de
RNAm para quimiocinas, seus receptores e INOS pelas células mononucleares e
polimorfonucleares, infectadas ou ndo com L. (L.) amazonensis dos 16 individuos estudados.

Houve expressdo de RNAm de IL-8, CCL3 e CCR1 em todos os tempos de incubacdo
por neutréfilos e macrofagos. Quanto a expresséo de RNAm de CXCRL1 foi vista a expressdo
em todos os horérios analisados, exceto em macréfagos incubados em 42 horas, tanto em
células infectadas como em células ndo infectadas. E na expressdo de RNAm de INOS houve
expressdo apenas em macrdofagos infectados em 16 e 42 horas.

Na figura 3, esta demonstrada a densidade média relativa entre a expressdo de
quimiocinas, seus receptores ¢ INOS com a [-actina, 0s quais ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante (P>0,05).

Discussao

Neste trabalho foram utilizadas células humanas, pois representam mais a realidade ja
gue na comparacdo de alguns trabalhos sdo observadas diferenca na resposta imune entre
células humanas e células animais.’® Apesar da regido noroeste do Parand ser considerada
endémica para a leishmaniose tegumentar, as células utilizadas neste trabalho foram
provenientes de individuos sem histérico de leishmaniose tegumentar, e para excluir a
possibilidade de infeccdo sem sintomas, no questionario aplicado aos participantes da
pesquisa, podemos Vverificar que estes relataram ndo frequentar as areas endémicas, como rios
e matas.

O estabelecimento da infeccdo por Leishmania é determinado pela espécie do parasito
e pela imunidade do hospedeiro. A resposta imunologica ndo estd muito bem esclarecida, pois
se trata de um mecanismo muito complexo, onde estdo envolvidas alem da saliva do
flebotomineo, as citocinas, moléculas coestimuladoras e células como neutrofilos e
macrofagos tém sido estudadas e mostram que desempenham papel importante na
infecgdo. 1111213
A fagocitose € um processo ativo dependente de energia para incorporacdo de

particulas em vesiculas, que se fundem com lisossomos, onde as particulas que foram
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ingeridas sdo destruidas. Para o inicio da fagocitose em neutrofilos e macréfagos ha
necessidade de receptores especfficos para 0s micro-organismos.4°

Neutréfilos infectados com L. (L.) amazonensis opsonizadas ou ndo apresentaram
maior atividade fagocitica nas primeiras horas de infeccdo e os macrofagos mais tardiamente.

Segundo Castellano et al'®

a opsonizacdo do parasito leva a facilitacdo do processo da
fagocitose, pois pela ligacdo de moléculas de C3b e C3bi, 0 mecanismo oxidativo ndo €
ativado e a entrada do parasito na célula é facilitada. Porém, nossos resultados mostraram que
a fagocitose por neutréfilos e macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis opsonizadas ou
ndo, ndo apresentaram diferenca estatistica, ou seja, a opsonizacdo das promastigotas ndo
facilitou o processo de fagocitose.

ApoOs o processo da fagocitose, as promastigotas se transformam em amastigotas e as
células liberam sinais de ativacdo que estimulam as atividades microbicidas das células, como
a liberacdo de oxido nitrico que tem importante papel na sinalizacdo celular e como molécula
efetora e pode agir também no controle da leishmaniose murina.’’ Os neutrdfilos
apresentaram maior producdo de Oxido nitrico em 16 horas, e em 30 e 42 horas observou-se
uma queda. Alguns trabalhos demonstram que os neutréfilos sdo importantes no combate
inicial ao parasito e na emissdo de sinais capazes de dar inicio a imunidade adaptativa, pois
possuem papel ativo no controle de infecgdes. 819

Ndo foi observada diferenca estatistica, na producdo de Oxido nitrico, pelos
macréfagos entre os diferentes tempos de infeccdo. Nossos resultados corroboram com os de
Diniz?° que demonstrou producdo de NO nos macréfagos infectados com L. (L.) braziliensis,
mas ndo encontrou diferenca entre 0s grupos analisados, que englobavam pacientes com
leishmaniose mucosa, leishmaniose cutanea, subclinicos e individuos sadios. Isto sugere que
os derivados oxidantes do NO podem ndo ser criticos no controle da infeccdo, embora
Morato'® tenha demonstrado que a produgdo de NO por macréfagos humanos pode ser baixa,
mas relevante no controle da infeccdo. Outros fatores podem estar agindo no inicio da
infeccdo ou estdo atuando juntamente com o NO para promover a resposta imune contra o
parasito.

A comparacdo da anélise da expressdo de IL-8, CCR1, CCL3, CXCRL1 e INOS entre
as células polimorfonucleares e mononucleares infectadas com L. (L.) amazonensis ou ndo,
ndo mostrou diferenca estatistica significante. A analise da expressdo por PCR em tempo real

poderia esclarecer melhor estes dados.
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Nos neutréfilos a expressdo das quimiocinas IL-8, CCL3 e de seus receptores
respectivamente, CXCR1, CCR1 nos indicam um provavel recrutamento de mais neutréfilos
para o local da infecgdo, o que pode levar a um controle ou exacerbacdo da doenca.?!?2

A expressdo de quimiocinas e seus receptores nos macrofagos infectados ou ndo por L.
(L.) amazonensis, exceto nas 42 horas para 0 CXCR1, demonstra a quimiotaxia de mondcitos
e neutréfilos para o local da infeccdo. Estes fatos favorecem a morte das espécies de
Leishmania ou a progressdo da doenca.?®: 23

A expressdo de iINOS e a producdo de NO pelos macrofagos infectados com L. (L.)
amazonensis em 16 e 42 horas, reforca o relatado por Machado®*, quanto a expressio de iNOS
vista em lesOes de pacientes com LTA acompanhada da produgéo de NO.

Nossos resultados mostram que os neutrofilos apresentaram maior fagocitose no inicio
da infeccdo e deste modo poderiam estar atuando como cavalo de Trdia para os macrofagos, e
as duas ceélulas agindo conjuntamente para o desenvolvimento da resposta imune. A maior
atividade dos macrofagos mais tardiamente pode indicar sua acdo mais direta na promogdo da
resposta imune especifica contra a LTA. As atividades mostradas por neutrofilos e
macréfagos podem entdo estar induzindo a dicotomia da resposta imune a partir da infeccao.

A expressdo de quimiocinas e seus receptores, e INOS tanto nos neutréfilos como nos
macréfagos, demonstram que estas células estdo sendo estimuladas e sofrendo quimiotaxia e
consequentemente participando e induzindo a dicotomia (Thl e/ou Th2) da resposta imune

contra a LTA.®



29

Referéncias

1. BRASIL 2013, Ministerio da Saude. Secretaria de Atencdo a Saude. Manual de
vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana, 2013;3: 1-182.

2. Ministério da Salde. Departamento de informatica do Sistema Unico de Sadde:
Leishmaniose tegumentar americana: casos confirmados notificados no Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo SINAN NET.
http//dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/dh?sinannet/lta/bases/itabrnet.def [acesso
em Novembro 2014).

3. GONTHNO B, CARVALHO MLR. Leishmaniose tegumentar americana. Revista da
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2003; 36: 71-80.

4. DORVAL MEMC, OSHIRO ET, CUPOLLILO E, CASTRO ACC et al. Ocorréncia
de leishmaniose tegumentar americana no Estado do Mato Grosso do Sul associada a
infeccdo por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Revista da Sociedade Brasileira
de Medicina Tropical, 2006; 39: 43-6.

5. LASKAY T, VAN ZANDBERGEN G, SOLBACH W. Neutrophil granulocytes as
host cells and transport vehicles for intracellular pathogens: Apoptosis as infection-
promoting factor. Immunobiology, 2008; 213: 183-91.

6. van ZANDBERGEN G, HERMANN N, LAUFS H, SOLBACH W et al. Leishmania
promastigotes release a granulocyte chemotactic factor and induce interleukin-8
release but inhibit gamma interferon inducible protein 10 production by neutrophil
granulocytes. Infection and Immunity, 2002; 70: 4177-84.

7. SCAPINI P, LAPINET-VERA JA, GASPERINI S, CALZETTI F et al. The neutrophil

as a cellular source of chemokines. Immunological Reviews, 2000; 177: 195-203.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

30

RIBEIRO-GOMES FL, OTERO AC, GOMES NA et al. Macrophage Interactions
with Neutrophils Regulate Leishmania major Infection. The Journal of Immunology,
2010; 172: 4454-62.

GREEN LC, WAGNER DA, GLOGOWSKI J, SKIPPER PL, WISHNOK JS,
TANNENBAUM SR. Analysis of nitrate, nitrite and [15N] nitrate in biological fluids.
Analytical Biochemistry, 1982; 126: 131-8.

MORATO, CI. Avaliacdo da modulacdo da infeccdo de macréfagos humanos com
Leishmania (Viannia) braziliensis por leucotrienos. Dissertacdo (Mestrado). Medicina
Tropical e Salde Publica. Universidade Federal de Goias, 2013: 1-153.

ROGERS KA, DEKREY GK, MBOW ML, GILLESPIE RD et al. Type 1 and type 2
responses to Leishmania major. Elsevier, 2002; 209: 1-7.

.REIS LC, BRITO MEF, SOUZA MA, PEREIRA VRA. Mecanismos imunolégicos
na resposta celular e humoral na leishmaniose tegumentar americana. Revista de
Patologia Tropical, 2006; 35: 103-15.

BATISTA MA. Avaliagdo in vitro, da resposta imune de neutréfilos de camundongos
C57BL/6 estimulados com diferentes espécies de Leishmania. Dissertacdo (Mestrado)
- Curso de Ciéncias Bioldgicas, Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Ouro Preto, 2013: 1-94.

GENESTRA M, ECHEVARRIA A, CYSNE-FINKELSTEIN L, VIGNOLIO-ALVES
L et al Effect of amidine derivatives on nitric oxide production by Leishmania
amazonensis promastigotas and axenic amastigotes. Elsevier, 2003; 8: 1-6.
TRINDADE, EL. Andlise comparativa da enzima Oxido nitrico sintase constitutiva
(cNOS) em diferentes espécies de Leishmania causadoras da leishmaniose tegumentar
americana. TCC (Graduacdo) - Curso de Biomedicina, Universidade Federal do Para,

Belém, 2009: 1-47.



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

31

CASTELLANO, LRC. Resposta imune anti-Leishmania e mecanismos de evas&o.
VITAE Academia Biomédica digital, 2005; 25: 1-10.

LIEW FY, COX FEG. Nonspecific defence mechanism: the role of nitric oxide.
Elsevier, 1991; 12: 17-21.

NOVAIS FO, SANTIAGO RC, BAFICA A, KHOURI R, AFONSO L et al
Neutrophils and macrophages cooperate in host resistance against Leishmania
braziliensis infection. The Journal of Immunology, 2009; 183: 1-12.

FALCAO, SAC. Avaliacio da interagdo entre neutrdfilos e Leishmania braziliensis.
Tese (Doutorado) — Patologia Experimental, Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.
Universidade Federal da Bahia, 2013: 1-77.

DINIZ AG. Mondcitos e macrofagos participam da protecdo e da patologia associada
a infeccdo por Leishmania braziliensis. Tese (Doutorado) — Imunologia, Ciéncias da
Saude. Universidade Federal da Bahia, 2012: 1-77.

TAVARES NM. Avaliagdo dos mecanismos de controle da infeccdo por Leishmania
amazonensis em neutrofilos humanos: o papel do LTB,4. Tese (Doutorado). Patologia
Humana, Centro de Pesquisas Gongalo Muniz. Universidade Federal da Bahia, 2013:
1-85.

SAFAIYAN S, BOLHASSANI S, NYLEN S, AKUFFO H et al. Contribution of
human neutrophils in the development of protective immune response during in vitro
Leishmania major infection. Parasite Immunology, 2011; 33: 609-20.

COELHO, ZCB. Avaliacdo in vitro dos mecanismos imunossupressores induzidos por
Leishmania amazonensis na resposta imune de individuos sadios. Dissertacao
(Mestrado). Patologia, Departamento de Patologia e Medicina Legal. Universidade

Federal do Ceara, 2004: 1-75.



24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

32

MACHADO PRL, CARVALHO L, ARAUJO MIAS, CARVALHO EM. Mecanismos
de resposta imune &s infecgdes. Anais Brasileiros de Dermatologia, 2004; 79: 647-64.
GUERREIRO R, SANTOS-COSTA Q, AZEVEDO-PEREIRA JM. As quimiocinas e
0S seus receptores, caracteristicas e fungdes fisiologicas. Acta Médica Portuguesa,
2011; 24: 967-76.

FUJISAWA T, KATO Y, ATSUTA J, TERADA A et al. Chemokine production by
the BEAS-2B human bronchial epitelial cells: Differential regulation of eotaxin, 1L-8,
and RANTES by Th2-and Thl- derived cytokines. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 2000; 105: 126-33.

NAGASE H, MIYAMASU M, YAMAGUCHI M, FUJISAWA T et al. Expression of
CXCR4 in Eosinophils: Functional Analyses and Cytokine-Mediated Regulations. The
Journal of Immunology, 2000; 164: 5935-43.

CHUI R, ZIS-DOROVINI K. Regulation of CCL2 and CCL3 expression in human
brain  endotelial cells by cytokines and lipopolysaccharide. Journal  of
Neuroinflammation, 2010; 7: 1-12.

TAKAHASHI M, KITAHASHI T, ISHIGAMORI R, MUTOH M et al. Increased
expression of inducible nitric  oxide synthase (INOS) in  N-nitrosobis(2-
oxopropyl)amine-induced hamster pancreatic carcinogenesis and prevention of cancer
development by ONO-1714, aniNOS inhibitor. Carcinogenesis, 2008; 29: 1608-13.
GOIDIN D, MAMESSIER A, STAQUET MJ, SCHMITT D et al. Ribossomal 18S
RNA Prevails over Glyceraldehyde-3- Phosphate Dehydrogenase and b-actin Genes as
Internal Standard for Quantitative Comparison of mRNA Lewvels in Invasive and
Noninvasive Human Melanoma Cell Subpopulations. Analytical Biochemistry, 2001;

295:17-21.



33

Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos e condigdes de reagdo para amplificagdo de B-actina, 1L-8, CXCR1, CCL3, CCR1 e iNOS em neutrdfilos e

macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis.

CICLOS
Sequéncia dos iniciadores Produto do PCR  Desnaturacéo Anelamento Extenséo Referéncia
IL-8 S’ATGACTTCCAAGCTGGCCGTGELTS 289 pb 95°C -9min  40ciclos: 94°C - 30s  72°C —5 min FUJISAWA,
5 TCTCAGCCCTCTTCAAAAACTTCTC3’
54°C-30s 2000
72°C — 5 min
CXCR1 5’CAGATCCACAGATGTGGGATS 468 pb 95°C —5min  30ciclos: 94°C-30s  72°C-10 NAGASE, 2000
5’AGCAGCCAAGACAAACAAACT®
56°C — 30's min
72°C—-30s
CCL3  SATGCAGGTCTCCACTGCTGCCCTTS 274 pb 1 ciclo: 35 ciclos:94°C- 1 min CHUI, 2010
5’GCACTCAGCTCCAGGTCGCTGACAT3’ o .
94°C — 8 min 55°C — 30
95°C -30s 72°C — 45
72°C —3 min
CCR1 S’TGCGAAACTCCAAACACCACAG-3” 346 pb 95°C —5min  30ciclos: 94°C-30s  72°C-10 NAGASE, 2000
5’CCCAGTCATCCTTCAACTTG3’
56°C — 30's min
72°C—-30s
INOS STTCCCCCAGCGGAGTGATGGS 382 pb 95°C -3 min  35ciclos: 94°C — 15 72°C - 10 TAKAHASHI,
5’ GTACCAGCCATTGAAGGGGC3’ .
60°C - 25 min 2008
72°C—-30s
p-actina 5’GGCGACGAGGCCCAGAY’ 463 pb 94°C —5min  30ciclos: 94°C-30s  72°C-10 GOIDIN, 2001
5’CGATTTCCCGCTCGGC3’
62°C—30's min

72°C—-30s
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Tabela 2. Dados epidemiolégicos dos individuos sem historico de leishmaniose tegumentar

americana.

Variawel Total (%)
Género

Feminino 85%
Masculino 15%
Faixa Etaria

18 — 30 anos 72,5%
31 — 81 anos 27,5%
Moradia

Maringa 87,5%
Marialva 5%
Iguatemi 2,5%
Atividade de Lazer

Academia 30%
Caminhada 17,5%
Cinema e Leitura 17,5%
Handebol, Futebol ou Bateria 2,5%

Sem atividade

20%
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Figura 1. Cinética da producdo de Oxido nitrico em células humanas infectadas. Células
mononucleares e polimorfonucleares foram isoladas de 16 individuos saudaveis e infectadas
com L. (L.) amazonensis, incubadas por 6, 16, 30 e 42 horas em CO; a 5%. Os sobrenadantes
foram analisados quanto a producdo de nitrito. O grafico apresenta média = SD da andlise em
quadriplicata da producdo de nitrito, estes dados foram analisados estatisticamente pela
analise variancia, considerando um nivel de significAncia de 95% (P<0,05). m macréfagos o

neutrofilos.
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Figura 2. Cinética do indice fagocitico em células mononucleares e polimorfonucleares
infectadas. Macrofagos e neutrofilos isolados de 16 individuos saudaveis e infectados com L.
(L.) amazonensis, incubados por 1, 2, 3, 5, 8 e 16 horas em CO; 5% avaliadas quanto a
fagocitose. Este grafico representa a media = SD das células quanto a fagocitose nos cinco
tempos avaliados, estes dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Mann Whitney,
considerando um nivel de significincia de 95% (P<0,05). o Macrofagos + L. (L.)
amazonensis. m Macrofagos + L. (L.) amazonensis opsonizadas. A Neutrofilos + L. (L.)
amazonensis. ¥ Neutrofilos + L. (L.) amazonensis opsonizadas. * P<0,001 em neutrofilos

infectados com L. (L.) amazonensis opsonizadas ou ndo, em 1, 2 e 3 horas.
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Figura 3. Densidade relativa da intensidade de banda da expressdo de RNAm. Os gréaficos representam
a densidade média relativa obtida das intensidades de banda da expressao de RNAm de I1L-8, CXCR1,
CCL3, CCRI e iNOS comparadas com a B-actina. Este grafico representa a média + SD das células
isoladas dos 16 individuos, estes dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Mann
Whitney, considerando um nivel de significancia de 95% (P<0,05).. A. - IL-8. B. - CXCRL1. C.
— CCL3. D. - CCRL1. E. - INOS.
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CAPITULO 111

CONCLUSOES

O presente estudo sobre avaliagdo da resposta imune por células polimorfonucleares e
mononucleares humanas infectadas com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
demonstrou que:

1. A maior producdo de Oxido nitrico e a fagocitose pelos neutréfilos nos tempos iniciais
de infeccdo pela L. (L.) amazonensis, sugere que estas células podem estar agindo
como cavalo de Troia para os macrofagos. Diferentemente, o0s macrdfagos
apresentaram maior producdo de NO e fagocitose mais tardiamente. Juntamente estes
dados indicam que a estimulagdo destas células e sua quimiotaxia podem estar
auxiliando no desenvolvimento da dicotomia da resposta imune;

2. A expressdao de quimiocinas, de seus receptores, e da INOS, mostrou que estas
moléculas podem estar envolvidas na inducdo da resposta Thl e/ou Th2 devido a

quimiotaxia e estimulacdo de neutréfilos e macréfagos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O uso de células humanas na avaliagdo da resposta imune, e o uso de diferentes
espécies de Leishmania pode permitir um melhor entendimento da imunopatogenia da LTA.
Deste modo, poderd promover o desenvolvimento de modelos experimentais para novos

diagndsticos e novos tratamentos.



