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RESUMO

O desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Th1 é o evento chave para
prevenir a infeccdo murina por Leishmania e esta interligada a producéao de IL-12 por
mondcitos, células dendriticas, macrofagos e neutrofilos. A sinalizagdo via IL-12
aumenta a producao de IFN-y por células T, favorecendo o perfil Th1 da resposta
imune e o fenétipo de resisténcia a infeccao. A leishmania, no hospedeiro vertebrado,
reside em células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), o qual também é
responsavel pela eliminacao do parasito. A participagdo de células indiferenciadas do
SFM na produgéo de IL-12 vem sendo discutida. Foi demonstrado recentemente que
uma populagéo de fagdcitos mononucleares, derivados de cultura de medula éssea e
expressando o marcador ER-HR3 produzia grande quantidade de IL-12p40 apos
estimulagao in vitro com formas prociclicas ou metaciclicas de L. (L.) major. A
producdo de IL-12 na infecg¢do por L. (L.) major por fagdcitos em diferentes estagios
de maturagao in vivo ainda nao esta claro. Neste trabalho, avaliamos o envolvimento
de células em diferentes estagios de maturacdo em linfonodos drenantes apds 48 h
de infeccao por L. (L.) major em camundongos BALB/c, quanto a producao de IL-
12p40. Verificamos que células CD31" (precursores de fagocitos mononucleares)
estdo ausentes nos linfonodos drenantes do sitio do inéculo € que o numero de
células ER-HR3" (fagécitos mononucleares em estagio intermediario de maturacgao),
células ER-MP58" (fagocitos imaturos) e 33D1* (subpopulacbes de células
dendriticas) aumenta no periodo de 48 h apds a infeccdo. Mostramos também que,
células ER-MP58* sdo as principais responsaveis por grande parte da producdo de
IL-12 nos linfonodos drenantes 48 h apés a infeccao por L. (L.) major em
camundongos BALB/c. Sugerimos que, in vivo, a populagdo ER-MP58", juntamente
com as outras populacoes celulares, conhecidas como produtoras de IL-12, tém um
papel relevante na inflamagéao induzida pelo in6culo parasitario.



ABSTRACT

The development of a Th1 immune response is the key event to prevent Leishmania
infection and is linked with the IL-12 production by monocytes, dendritic cells,
macrophages and neutrophils. The IL-12 signal induces the increase of IFN-y
production by T cells, favoring the profile of the Th1 immune response and the
resistance phenotype to the infection. In the vertebrate host, the leishmania inhabits in
cells of the mononuclear phagocyte system (MPS), which is also responsible for the
elimination of the parasite. The participation of immature cells of MPS in the initial
production of IL-12 has been discussed. It was demonstrated recently that a
population of mononuclear phagocytes, derived from bone marrow culture and
expressing the marker ER-HR3 produced great amount of IL-12p40 after stimulation in
vitro with procyclic or metacyclic promastigotes of L. (L.) major. The initial production
of IL-12 by MPS cells is under investigation. It is unclear the role of mononuclear
phagocytes, in different stages of maturation, in the production of
IL-12p40 in vivo. In this work, we evaluated the involvement of MPS cells, in different
stage of maturation, with the IL-12p40 production in vivo in draining lymph nodes of
BALB/c mice after 48 h of infection with L. (L.) major. Our results showed that CD31*
cells (mononuclear phagocytes precursors) were absent in the draining lymph nodes
of the subcutaneously footpad injection and that the number of ER-MP58* cells
(immature mononuclear phagocytes), ER-HR3" cells (mononuclear phagocytes in the
intermediate stage of maturation) and 33D1" (mature phagocytes) increase in the
period of 48 h after infection. We showed, also, that ER-MP58" cells were the main
responsible for great part of the draining lymph nodes IL-12 production 48 h after
infection with stationary-phase promastigotes of L. (L.) major in mice BALB/c. We
suggested that, in vivo, the ER-MP58" population, together with other cellular
populations, known as IL-12 producers, ER-MP58* cell has an important role in the

inflammation induced by the parasitic inoculum.



1.INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose: Historico

A leishmaniose é uma doenga infecciosa, ndao contagiosa, que tem como
agente etiologico protozoarios do género Leishmania. Estes protozoarios pertencem a
classe Zoomastigophorea, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, sendo
caracterizados pela presenga de uma mitocéndria unica e longa, a qual possui DNA
condensado (kDNA) formando uma organela caracteristica, o cinetoplasto (Honigberg
et al., 1964; Desjeux, 1996).

Doengas cutaneas com caracteristicas de leishmaniose vém sendo descritas
desde a antigliidade por "médicos" arabes, incluindo Avicena no Oriente Médio e
Pérsia, por egipcios (papiros), estudiosos maometanos (séculos X a XV) e até em
textos biblicos (Belazzoug, 1992). A leishmaniose tegumentar americana (LTA) foi
retratada pelos ceramistas incas no Peru no periodo pré-hispanico (Serarcangeli &
Pennica, 1996).

A leishmaniose visceral (LV) foi descrita na Grécia em 1835 quando entdo era
denominada "ponos" ou "hapoplinakon”. Foi na india em 1869 que recebeu o nome
"kala-jwar" ou "kala-azar" que significa pele negra em virtude do discreto aumento da
pigmentacdo da pele ocorrido durante a doenca (Leite, 1958; Bailey & Bishop, 1959).

As primeiras observagdes e a primeira descricdo de uma leishmania foram
feitas por Borovsky em 1898 na Russia, isolada de um paciente com a forma cutanea
(Hoare, 1938). Em 1900, William Leishman identificou um protozoario no bago de um
soldado na india, que acabara de vir a 6bito decorrente de uma febre local conhecida
como febre "Dum Dum" ou "kala-azar". Suas anotacdes nao foram publicadas até
1903 quando Donovan encontrou 0 mesmo parasito em outro paciente. Leonard
Rogers, em 1904, foi o primeiro a conseguir cultivar o parasito e observou formas
flageladas nas culturas. Patton, em 1907, observou as formas amastigotas em
mondcitos e as formas leptomonas (promastigotas) no intestino de insetos (Faust et
al., 1974). No Brasil em 1909, Lindenberg, Carini e Paranhos demonstraram a
presencga de leishmanias em Ulceras cutaneas de pacientes no estado de Sao Paulo.



Em 1911, Splendore diagnosticou a forma mucosa da doenca (Rey, 1991).
Somente em 1993 a Organizacdo Mundial de Saude veio a considerar as
leishmanioses como a segunda doenca de importancia em saude publica, causada

por protozodrios.

1.2 Leishmaniose: Doenca

Cerca de 12 milhdes de pessoas sao afetadas com a doenca em 88 paises de
todos os continentes, com excecao da Australia. Trezentos e cinqlienta milhdes de
pessoas estdo expostas ao risco da infecgdo, com uma incidéncia anual de 2 milhdes
de casos novos (WHO, 1998), sendo a sua notificacdo compulséria em apenas 30
paises.

As leishmanioses apresentam uma variedade de manifestagdes clinicas, que
vao desde formas menos graves, como uma simples lesdao cutdnea de cura
espontanea (leishmaniose cuténea localizada), até formas mais graves, como lesdes
destrutivas da mucosa ou formas viscerais, que podem ser resistentes a terapéutica
convencional, podendo levar a morte (Kane et al. 2000).

As espécies de Leishmania foram separadas em dois subgéneros, de acordo
com seu desenvolvimento dentro do vetor: Leishmania (aos parasitos que limitam seu
desenvolvimento ao estdmago de vetor) e Viannia (aos parasitos que se aderem as
paredes do piloro e/ou ileo através do flagelo) (Shaw, 1994). A esta classificacao
foram acrescidos outros parametros que permitiram a distingdo de mais espécies de
Leishmania.

Especialistas distinguem cerca de 18 espécies de Leishmania em fungao do
tipo de lesdo que causam e de algumas caracteristicas imunoldgicas e moleculares.
Apesar de serem todas inoculadas na pele, espécies distintas de Leishmania tém
preferéncias por 6rgaos diferentes e causam lesées maiores ou menores, produzem
ou nao metastases e podem ser ou nao autocuraveis. Induzem imunidade
permanente ou temporéria e, as vezes, nenhuma destas. Esse conjunto de fatores e
suas possiveis combinagdes com a capacidade de resposta do paciente € o
responsavel pelas diversas formas clinicas das leishmanioses (Ashford et al., 1992;



Kane et al, 2000).

Nos casos mais simples, como do "botdo do oriente" no Velho Mundo, causado
pela L. (L.) tropica, a ulceracao da pele é pequena, cura espontaneamente e confere
imunidade permanente. Outras duas formas de lesdes cutaneas mais agressivas e
mutilantes sdo causadas pela L. (L.) major no Oriente Médio e L. (L.) aethiopica na
Etiépia (Evans, 1993).

No novo mundo, ja foram descritos varios tipos de ulceracbes cutaneas
causadas por leishmanias que recebiam designacdes regionais: uta, espundia, pian
bois, Ulcera de Bauru. As formas tegumentares, no Brasil, sdo determinadas por seis
espécies: L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) lansoni, L. (V.) naiffi, L. (V.)
shawi, L. (L.) amazonensis; a forma mucosa, pela L. (V.) braziliensis e eventualmente
pela L. (V.) guyanensis (Marzochi & Marzochi, 1994). A LTA é caracterizada pelo
surgimento de lesdes na pele (geralmente Ulceras profundas) Unicas ou multiplas,
principalmente nas areas expostas do corpo.

Existe ainda uma forma rara e extremamente grave de leishmaniose
denominada leishmaniose anérgica difusa (LAD). A LAD caracteriza-se pela
disseminacdo generalizada do parasito pela pele, evoluindo para a formagdo de
nédulos e placas com carater altamente deformante e se manifesta em individuos
com marcada deficiéncia imunolégica. Esta forma estd associada a infecgao por
L. (L.) amazonensis. A evolugdo da doenga é invariavelmente letal (Gontijo &
Carvalho, 2003).

Outra forma grave da infeccado é a forma visceral, também presente no Velho
Mundo, em toda a Asia, incluindo a China e particularmente na india. Manifesta-se
por febre pouco elevada, mas didria e constante, marcado emagrecimento e grande
aumento do baco e figado. A LV é particularmente grave em criangas e quase sempre
evolui para a morte. No Brasil, a LV é causada pela L. (L.) chagasi e no Velho Mundo,
pela L. (L.) donovani e L. (L.) infantum (Shaw 1994; Dickerhoff et al., 1991).

Todas as espécies de Leishmania sado transmitidas por insetos vetores
(dipteros da subfamilia Phlebotominae) do género Phlebotomus (no Velho Mundo) ou
Lutzomyia (no Novo Mundo), sendo parasitos obrigatoriamente intracelulares em

hospedeiros vertebrados (Alexander & Russell, 1992). Algumas leishmanias



proliferam-se apenas em uma determinada espécie de flebétomo, outras adotam um
largo espectro de vetores. No Brasil, estes vetores sdo conhecidos como: tatuira,
birigui, mosquito-palha, mosquito polvora, catuqui, asa branca, cangalha ou
cangalhinha. Sdo pequenos, 2 a 3 mm, pouco menores do que 0s pernilongos
comuns, pilosos, coloragdo clara (amarelo palha) e possuem a caracteristica de
pousarem com as asas entreabertas e mantidas eretas sem se entrecruzarem. Estes
insetos se alimentam do néctar das flores e sucos das frutas. Apenas as fémeas sao
hematoéfagas (Killick-Kendrick, et al., 1981).

A Leishmania é um parasito que se multiplicagéo por divisdo binaria. No inseto
vetor e no meio de cultura os parasitos encontram-se na forma promastigota (15 - 3 x
10 - 20 um), caracterizada pela presenca de um flagelo anterior. J& no hospedeiro
vertebrado, os parasitos sdo encontrados no interior de vacuolos (fagossomos) de
macroéfagos e mondcitos de varios tecidos, sob formas ovais, com um flagelo muito
curto, sem motilidade e um diametro maximo de 2,5 x 6,8 um, sendo chamadas de
formas amastigotas (Bryceson, 1996).

1.3 Ciclo de desenvolvimento do parasito e modo de transmissao

Os parasitos sédo transmitidos entre animais silvestres ou de animais silvestres
para o homem por meio da picada dos vetores hematéfagos. No momento do repasto
sanguineo, o vetor se infecta ao picar um animal ou um homem infectado. O inseto
rompe a epiderme e capilares dérmicos do hospedeiro vertebrado e suga juntamente
com o0 sangue as células parasitadas. No intestino médio do flebotomineo, estas
células se rompem liberando as formas amastigotas que se diferenciam em formas
promastigotas prociclicas nao infectantes. Neste ambiente, os parasitos se dividem
rapidamente, sofrem metaciclogénese e se transformam em formas promastigotas
metaciclicas infectantes. Durante a metaciclogénese, as leishmanias sofrem
alteragdes estruturais e bioquimicas na sua superficie celular, como aumento da
protease de superficie gp63 e alteracao na estrutura do lipofosfoglicano (LPG) que se
torna incapaz de aderir a parede do intestino e também alteracdes de motilidade e
tamanho (Sacks et al., 1985). Os parasitos migram, entdo, do intestino anterior para o



esOfago e para a probdéscida do inseto e estdo prontos para serem inoculados no
hospedeiro vertebrado (Da Silva & Sacks, 1987; Mauel, 1996).

Em um repasto sanguineo subsequente, o vetor infectado ao picar um animal
ou um homem, regurgita as formas promastigotas metaciclicas, que séao
internalizadas por células sanguineas e posteriormente por fagdcitos presentes na
epiderme. Uma vez internalizadas, as Leishmanias residem em fagossomos, que
sofrem maturacado e fusdo com organelas endociticas formando assim, o vacuolo
parasitéforo. No interior do vacuolo parasitéforo, as formas promastigotas
diferenciam-se em formas amastigotas e se multiplicam por divisdo binaria,
completando o seu ciclo. Esse processo requer de 2 a 5 dias dependendo da espécie
de Leishmania e apesar das caracteristicas comuns a todas as espécies,
morfologicamente o vacuolo parasitéforo sofre variacdes. Por exemplo, o vacuolo
parasitéforo de L. (L.) amazonensis ou L. (L.) mexicana abriga varios parasitos em um
vacuolo grande e na infecgédo por L. (L.) major ou L. (L.) donovani formam-se varios
vacuolos pequenos e individuais que abrigam apenas um oOu poucos parasitos
(Solbach et al., 2000). As células abarrotadas de amastigotas rompem-se e 0s
parasitos liberados sédo fagocitados por novos macréfagos, promovendo o

desenvolvimento da infeccao (Figura 1).



parasitéforo

Macrofago

Promastigotas E ég
metaciclicas ‘

o N
Migracao para a -

robdscida |
P ﬁi Pl ¥ @ Diferenciagao

V
Q ¢
@ M
® @
W&

K @'H-.
Proliferagéo no o o
intestino Promastigotas
prociclicas

Figura 1. Representacao esquematica do ciclo de vida da Leishmania no
hospedeiro mamifero e no inseto vetor.
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1.4 Imunologia da leishmaniose murina: énfase na IL-12

Estudos de mecanismos de resposta imune foram realizados em modelos
murinos, caracterizando dois padrbes de respostas distintas baseadas no perfil de
citocinas sintetizadas: Th1 e Th2 (Th do inglés, T helper) (Mosmann et al, 1986;
Mosmann & Sad, 1996). Desse modo, no modelo murino de infeccdo causada pela
L. (L.) major, a resisténcia do hospedeiro a infeccdo esta associada a ativagéao
seletiva e diferenciacao de linfécitos T CD4+ em células efetoras Th1, que secretam
citocinas pré-inflamatérias, como interleucina 2 (IL-2), IFN-y e TNF-a. Por outro lado,
a suscetibilidade a infeccdo esta associada a ativacao seletiva e diferenciacdo de
linfécitos T CD4+ em células efetoras Th2, que secretam principalmente citocinas
como, IL-4, IL-5 e IL-6 (Liew & O'donnell, 1993; Herwaldt, 1999; Jankovic et al.,
2001).

Camundongos de origens genéticas distintas respondem diferentemente a
infecgéo por L. (L.) major. Assim, camundongos como o BALB/c sdo extremamente
suscetiveis a infeccao por L. (L.) major e desenvolvem uma lesédo crescente que se
visceraliza, culminando com a morte do animal. Nestes camundongos, a
suscetibilidade a infeccao esta relacionada a resposta do tipo Th2. Enquanto que,
outros camundongos, como o C57BI/6, resistentes a infeccdo, desenvolvem uma
lesdo que se auto-resolve com o tempo. Nestes camundongos, a resisténcia a
infeccdo esta relacionada a resposta do tipo Th1 (Heinzel et al., 1989; Scott, 1989;
Scharton & Scott, 1993).

A resisténcia a L. (L.) major € dependente de uma producgdo inicial de IL-12
que induz a producado de IFN-y e geracédo de células Th1. Esse papel da IL-12 é
amplamente aceito na leishmaniose murina, porque a inibicdo de IL-12 por anticorpos
monoclonais nos primeiros dias de infeccdo é capaz de tornar camundongos
resistentes em suscetiveis. De maneira inversa, a adicdo de IL-12 recombinante
(rlL-12) na primeira semana de infeccdo, mas nao apds a primeira semana, é capaz
de tornar camundongos suscetiveis em resistentes (Heinzel et al., 1993; Sypek et al.,
1993). A vacinacao de camundongos com antigenos de Leishmania, injetados por via

subcutanea, ndo é capaz de induzir resisténcia. Entretanto, quando este antigeno é



injetado juntamente com o rIL-12, como adjuvante, a vacinagdo passa a ser eficiente
(Afonso et al., 1994).

A IL-12 é uma citocina heterodimérica composta por duas subunidades, p35 e
p40, que se associam para formar a molécula p70, a qual é a forma bioldgica ativa da
IL-12. E produzida principalmente por mondcitos, macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos e células B (Trinchieri, 1998). O receptor da IL-12 é constituido por duas
cadeias: a cadeia B1 (IL-12RB1) e a cadeia e B2 (IL12RB2), que ativa a via Janus
kinase de transducao de sinal (JAK-STAT - sinal transdutor e ativador de transcricao)
(Presky et. al, 1996). A cadeia p40 da IL-12 é geralmente produzida cerca de 10 a
100 vezes mais que a cadeia p70. Por esse motivo, € mais facil detectar essa
subunidade no sobrenadante das culturas das células (Trinchieri & Gerosa, 1996).

Oppmann e colaboradores (2000) descobriram que a cadeia p40 da IL-12 era
capaz de se ligar a uma segunda molécula, a p19, formando a citocina heterodimérica
chamada IL-23. Eles observaram, também, que cultivando linfécitos T CD4" de baco
e linfonodo mesentérico purificados em FACS, na presenca de IL-12, ocorria
proliferagdo preferencial de células CD4+CD45RB™"" (virgens) e na presenca de
IL-23 (p40/p19) ocorria a proliferacdo de células CD4+CD45RB"" (ativadas/memoria).
A IL-23 se liga a um receptor formado pela cadeia f1 mas ndo 32 do receptor da IL-
12 e pela cadeia denominada IL-23R. A capacidade das células em responder a IL-23
ou a IL-12 depende da ligacdo destas citocinas aos receptores: IL-23R
(IL-23R/IL-12R B1) ou IL-12R (IL-12RB1/IL-12RB2), respectivamente (Parham et al.,
2002).

Chakir e colaboradores (2003) mostraram que camundongos C57BI/6
geneticamente deficientes na cadeia B2 do receptor de IL-12 (IL-12RB2KO) e
infectados com L. (L.) major desenvolveram uma resposta do tipo Th2 similar a
observada em camundongo BALB/c selvagem. A via de sinalizagdo da IL-23 foi
mantida nos camundongos IL-12RB2KO, reforcando a idéia que a IL-12 e ndo a IL-23
esta envolvida no desenvolvimento da resposta Th1 e na resisténcia da leishmaniose
experimental murina. Além disso, alguns trabalhos mostraram que a IL-12 nao é
importante apenas no inicio da infec¢ao por Leishmania, mas também no controle da

doenca crbnica mantendo a resposta com perfil Th1 (Stobie et al. 2000; Park et al.,



2002).

Qutras citocinas, como por exemplo, a IL-18, IL-1, IL-15, IL-2, podem atuar
sinergicamente com a IL-12 na geracao da resposta Th1. A presenca de uma ou mais
destas citocinas no microambiente com quantidades pequenas de IL-12 gera uma
producado muito maior de IFN-y que na auséncia delas (Carson et al., 1995; Seder,
1996; Robinson et al.,, 1997). Portanto, na leishmaniose murina a IL-12,
principalmente quando associada sinergicamente a outras citocinas € essencial para
o desenvolvimento da resposta imune do tipo Th1, responsavel pelo controle da
infeccao.

O camundongo BALB/c produz grande quantidade de IL-12 no inicio da
infeccdo por L. (L.) major (Scharton-Kersten, et al, 1995; Oliveira, et al, 2000), fato
este que nos levou a escolher esta linhagem de camundongo para ser utilizada em
nossos experimentos. A suscetibilidade a infecgédo por L. (L.) major em camundongos
BALB/c é resultante da incapacidade destes animais em responder a atividade da
IL-12 com uma adequada producéao de IFN-y (Guler et al., 1996; Launois et al., 1997;
Nishikomori et al., 2001). A dificuldade destes animais em gerar linfocitos Tht
induzidos pela IL-12, foi mostrada nao estar relacionada a incapacidade dos linfocitos
T virgens em responder a IL-12, mas sim, na inibicdo da geracao de células Th1 na
presenca de antigenos do parasito (Guler et al., 1996). A causa aventada para
inibicdo da diferenciagao dos linfocitos T em células Th1 foi a grande quantidade de
IL-4 presente nos linfonodos de BALB/c infectados nas primeiras horas apos a
inoculagdo de L. (L.) major. Foi visto ainda que, a produgéo inicial da IL-4 estava
relacionada com a ativacao de uma populagéao de células T, cujo receptor (TCR) era
constituido pela cadeia  da porgao variavel 4 e da cadeia a da porgéo variavel 8 (Vg4
V8 CD4") em resposta a uma proteina imunodominante de Leishmania homéloga ao
receptor da proteina Quinase-C, denominada LACK (Launois et al., 1997). Essa
explosdo precoce da producado de IL-4 por linfécitos T CD4+ foi considerada como o
fator inibidor da geragdo da resposta Th1, pois reduzia a expressao da cadeia
IL-12RB2, tornando o linfécito T CD4+ parasito-especifico pouco responsivo a IL-12
(Himmelrich et al., 1998). Outros estudos mostraram que a diferenciacdo dos

linfécitos T CD4+ em células Th2 induzidas pela IL-4 podia ocorrer mesmo na



presenca de uma sinalizacao persistente IL-12. E que os linfécitos T CD4+ uma vez
diferenciados em células Th2, ndo poderiam se converter em células Th1 via
sinalizagao por IL-12 (Heath et al., 2000; Nishikomori et al., 2000).

Nishikomori e colaboradores (2001) mostraram que camundongos BALB/c
expressando IL-12RB2 transgénico apresentavam uma forte resposta do tipo Th2 a
infeccao por L. (L.) major, idéntico ao camundongo BALB/c selvagem. Os autores
demonstraram também que o efeito da IL-4 na inducdo da resposta Th2, nao
dependia da capacidade desta citocina em inibir a expressdo da cadeia IL-12Rp2. E
que a producao continua da IL-4 nos camundongos BALB/c expressando esta cadeia
transgénica estava relacionada a resposta Th2/IL-4 dominante.

Varias sdo as tentativas de explicar o paradoxo IL-4 versus IL-12. Estudos
utilizando camundongos BALB/c inoculados com L. (L.) major mostraram que a IL-4
presente durante a ativacdo inicial das células dendriticas fazia com que essas
células produzissem IL-12 e promovessem o desenvolvimento de linfécitos Th1. Ja
quando a IL-4 estava presente depois, durante o periodo de estimulagdo (priming)
dos linfocitos T, esta citocina induzia a diferenciacao dos linfécitos T CD4+ em células
Th2 (Biedermann et al., 2001). Uma vez que as respostas imunes desenvolvem-se
pela ativacdo sucessiva de células dendriticas e posteriormente de linfocitos T, os
efeitos contrastantes da IL-4 no desenvolvimento destas células levam a resposta

imune que podem ter fendtipos funcionais opostos.
1.5 Sistema fagocitico mononuclear

O sistema fagocitico mononuclear (SFM) é definido como um grupo de células
composto por células progenitoras da medula 6ssea, mondécitos do sangue, células
dendriticas e macréfagos teciduais. E caracterizado por marcadores fenotipicos
constitutivos e induziveis e marcadores funcionais cuja combinacao € exclusiva para
um determinado microambiente tecidual (Bosque et al. 1997; Hume et al. 2002).

A maior parte dos fagécitos mononucleares presentes nos tecidos normais ou
inflamados tem sua origem na medula 6ssea, embora alguns destes possam ser

gerados no préprio tecido (Kennedy & Abkowitz, 1998; Hume et al., 2002). Na medula
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0ssea, 0s progenitores hematopoéticos tém como um dos seus marcadores de
superficie a molécula CD31/PECAM-1, reconhecida pelo anticorpo monoclonal ER-
MP12 (Ling et al., 1997; Chan et al., 1998). A expressao desta molécula na superficie
celular define as populagdes de fagécitos mononucleares em fase inicial de
diferenciagdo na medula 6ssea, embora também possa estar expressa em grande
quantidade na membrana de células endoteliais (Ling et al, 1997; Mcknight &
Gordon, 1998; Geutskens et al., 2005). Por isso, foi sugerido que o CD31 participa na
diapedese, permitindo o extravasamento de células inflamatérias para o tecido
(Mcknight & Gordon, 1998). Este marcador ndo € expresso em estagios mais tardios
no processo de diferenciacédo (Leenen et al., 1990; Leenen et al., 1994; De Bruijn et
al., 1996; Chan et al., 1998).

Os monécitos na medula 6ssea e os recém liberados para a corrente
sanguinea deixam de expressar CD31 e expressam Ly-6C"™" (ER-MP20). A
permanéncia dos mondcitos na circulagao induz a diminuicao da expressao de Ly-6C,
tornando os mondcitos sanguineos células Ly-6C°" (Sunderkoter, 2004; Gordon,
2005).

Os mondcitos no sangue possuem uma grande plasticidade que lhes permite
diferenciar em macréfagos ou subpopulagdes de células dendriticas apos
transmigragéo para o tecido. As células maduras encontradas nos tecidos normais ou
inflamadas sao células extremamente heterogéneas, no que se refere ao seu fendtipo
e funcao (Turpin & Lopez-Berestein, 1992; Leenen et al., 1994; Leenen et al., 1998).

O anticorpo monoclonal ER-MP58 interage com uma molécula, ainda nao
definida, expressa na membrana de células precursoras monociticas CD31"9". A
diminuicdo da expressao da ER-MP58 correlaciona o processo de maturacdo das
células monociticas em macrofagos maduros e a sua alta, intermediaria ou baixa

expressdo, divide a populagdo CD31"%"

em trés subpopulagcbées. A subpopulagéao
CD31"IER-MP58™" representa os progenitores comprometidos com a linhagem
mielbide (De Bruijn et al., 1996).

Os mondcitos que deixam a circulagcdo e penetram nos tecidos periféricos
inflamados, capturam antigenos e entram em processo de maturacdo durante o

transito para os linfonodos drenantes via linfaticos aferentes (Randolph et al., 1999;
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Qu C et al, 2004). E conhecido que macréfagos residentes, células dendriticas
dermais e células de Langerhans saem também do tecido inflamado e ganham o
linfonodo utilizando a mesma via de entrada (Hendriks et al., 1980; Banchereau &
Steinman 1998). Foi demonstrado que além da entrada via dreno do fluido intersticial,
durante o processo inflamatério na pele, um grande numero de mondcitos recém
liberados na circulagdo sanguinea sao recrutados diretamente para os linfonodos
utilizando as vénulas de endotélio alto (HEVs). Esta segunda via s6 é acessada pela
deposicao da proteina MCP-1/CCL2 (do inglés, monocyte chemoattractant protein-1)
na superficie das HEVs transportada do sitio inflamatério pela linfa até o linfonodo
drenante. Estes achados mostraram que tecidos periféricos inflamados projetam o
padrdao de quimiocinas locais para as HEVs nos linfonodos drenantes e assim,
exercem o “controle remoto” sobre a composicao da populacdo de leucécitos que
migram para estes érgaos vindo da circulacao sanguinea (Palframan et al., 2001).

O anticorpo monoclonal ER-HR3 foi primeiramente descrito como especifico
para células reticulares da medula éssea e marca células com caracteristicas de
macréfagos na microscopia eletrénica e histoquimica, sendo expresso em mondocitos
sanguineos, em subpopulagcdes de macréfagos residentes de mudltiplos 6érgaos e
células epidérmicas de Langerhans. Estao freqiientemente em intima associagdo com
células progenitoras de eritrocitos na medula e ndo foi observada reagédo cruzada
com outros tipos celulares (De Jong et al., 1994) .

O anticorpo monoclonal 33D1 reconhece um epitopo expresso na superficie de
células dendriticas, embora nédo esteja presente em todas as células dendriticas
(Nussenzweig et al., 1982) ou pode ser regulado negativamente por certos estimulos,
como nas células de Langerhans em testes de hipersensibilidade de contato (Herouet
etal., 1999).

Ha muito tempo, os macréfagos residentes do tecido cutdneo (macréfago
dermal) ou os encontrados em linfonodos drenantes sdo considerados como as
principais células hospedeiras da Leishmania por permitirem a transformagéo e
multiplicacdo das amastigotas em seu interior, ndo associado a explosao respiratoria

e producao de o6xido nitrico (NO), contrastando com outras populacdes de
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macroéfagos ndo permissiveis (Farah et al., 1975; Locksley et al., 1988; Stafford et al.,
2002).

No final dos anos 80, a presenca de formas amastigotas de Leishmania no
interior de células dendriticas sugeriu que estas células também fossem consideradas
como células hospedeiras do parasito (Williams, 1988).

As células dendriticas foram descritas como as unicas capazes de induzir a
ativacédo dos linfocitos T virgens. Porém, certas espécies de Leishmania infectam as
células dendriticas sem induzir a maturacdo destas e, ainda interferem na sua
migragdo até o linfonodo drenante (Sacks et al.,, 2002). As células epidermais de
Langerhans, que sdo membro do grupo das células dendriticas, normalmente
infectadas com 1 a 2 parasitos por células (baixo parasitismo), apresentam restricao a
replicagéo parasitaria de maneira independente de NO. Elas sao criticas na indugao
da resposta imune especifica, pois sdo elas e ndo os macréfagos parasitados, as
responsaveis pelo transporte dos parasitos e/ou antigenos aos linfonodos regionais
dando inicio a resposta imune primaria (Moll et al., 1993; Sacks et al., 2002). Elas
estao localizadas no local (epiderme) da inoculagao natural da Leishmania pelo inseto
vetor. Dr. von Stebut e colaboradores (1998) mostraram que a internalizacdo do
parasito estava associada ao aumento das moléculas de classe |l do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC, do inglés, major histocompability complex), a
expressao aumentada de moléculas co-estimulatérias (CD40, CD54, CD80, e CD86)
e a producéo da IL-12p40 nas 18 h apéds a infeccéo. Eles descreveram também, que
a infeccdo de macrofagos inflamatérios (Mphi) com formas amastigotas ou
promastigotas de L. (L.) major ndo conduzia a mudancas significantes na expressao
de moléculas de superficie ou na produgcédo de citocinas. Resultados semelhantes
foram descritos com infecgéo por L. (L.) donovani (Gorak et al., 1998).

Varios leucécitos estao implicados com a producao de IL-12, como neutréfilos
(Scapini et al., 2000; Denkers et al., 2003), macrofagos (Bastos et al., 2004), células
dendriticas (Ria et al., 1998; Moser et al., 2000; Moser, 2001). Nos ultimos anos, vem
sendo discutida a importancia das células mieléides, mondcitos imaturos e células
imaturas na producéao de IL-12 (Zou et al., 2000; Morelli et al., 2001; Muller-Berghaus
et al., 2005).
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E consenso geral que a IL-12 produzida por células apresentadoras de
antigeno (APC), entre elas, macréfagos (D’Andrea et al.,, 1992) e células dendriticas
(Macatonia et al., 1995), possivelmente com a colaboracao de citocinas como IL-1q,
IL-18, IL-23 e IL-27, coordena a diferenciacao e proliferacéao de linfécitos T CD4+ Th1,
responsaveis pela resposta protetora a infecgao por L. (L.) major (Alexander et al.,
2005).

Subpopulagdes de células dendriticas vém sendo apontadas como produtoras
de IL-12 apds o estimulo com Leishmania (Henri et al., 2002; Sacks et al., 2004). Ja,
outros autores discutem a participacdo de outras populagdes celulares na producao
dessa citocina in vivo (Saha et al., 1999; Doherty et al., 1999; Denkers et al., 2003;
Ehrchen et al., 2004; Oliveira et al. 2005).

Desde os anos 80, vem sendo discutida a participacdo de células
indiferenciadas do SFM em infecgbes por Leishmania. Mirkovich e colaboradores
(1986) sugeriram que macrofagos/granulécitos indiferenciados estavam relacionados
a suscetibilidade a infeccao por L. (L.) major. Precursores de macréfagos derivados
da medula éssea presente no baco de camundongos infectados eram capazes de
matar as formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) donovani espontaneamente
(Baccarini et al., 1988).

Recentemente Oliveira e colaboradores (2005) demonstram que uma
populacdo de fagécitos mononucleares, derivados de cultura de medula 6ssea e
expressando o marcador ER-HR3 produzia grande quantidade de IL-12p40 apos
estimulagao in vitro com formas prociclicas ou metaciclicas de L. (L.) major.

A participacao de fagdcitos, em diferentes estagios de maturagéo, na producao
de IL-12 em infecgdes por L. (L.) major in vivo ainda nao esta claro.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Avaliar o envolvimento de células de linfonodos drenantes, expressando 0s
marcadores de fagocitos imaturos (ER-MP12: anti-CD31/PECAM-1 e ER-MP58), de
fagocitos com maturacao intermediaria (ER-HR3) e de subpopulagdes de células
dendriticas (33D1) na produgao de IL-12p40 in vivo durante a fase inicial da infecgao
murina por L. (L.) major.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a freqiiéncia de células CD31*, ER-MP58*, ER-HR3" e 33D1" nos
linfonodos controles e nos linfonodos drenantes de camundongos BALB/c infectados
por 48 h com L. (L.) major,

o Avaliar a cinética de aparecimento de células CD31%, ER-MP58",
ER-HR3" e 33D 1" nos linfonodos drenantes de camundongos BALB/c inoculados com
L. (L.) major na fase inicial da infecgéao;

» Avaliar a presenga ou auséncia de parasitos vivos nos linfonodos drenantes
de camundongos BALB/c infectados por 48 h com L. (L.) major;

e Quantificar a produgéo de IL-12p40 por células totais obtidas de linfonodos
drenantes de camundongos BALB/c infectados por 48 h com L. (L.) major;

e Quantificar a producdo de IL-12p40 por células purificadas positiva e
negativamente obtidas de linfonodos drenantes de camundongos BALB/c infectados
por 48 h com L. (L.) major.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Eram utilizados camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas, de
idade entre 6 a 12 semanas, obtidos junto ao Biotério do Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFQG) ou junto ao
Biotério da Escola de Medicina Veterindria da Universidade de Sao Paulo
(FMVZ/USP). Os animais eram mantidos no Biotério do IPTSP/UFG em gaiolas
coletivas contendo até 6 camundongos por gaiola, sendo fornecida alimentacao e
hidratagdo a vontade. Os animais foram sacrificados em camara de CO, (Beira Mar,
Sao Paulo/SP) ou por deslocamento cervical para a execucao dos experimentos.

3.2 Cultivo e manutencao de parasitos de L. (L.) major

Formas promastigotas L. (L.) major clone MHOM/IL/1980/Friedlin, cedida pela
Dra. Leda Quércia Vieira (Departamento de Bioquimica e Imunologia, UFMG/MG)
eram cultivadas em meio de Grace (Grace’s Insect Medium, Sigma Chemical Co.,
NY, EUA) suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF, Cripion, Sdo Paulo)
inativado (56 °C por 1 h), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina (Sigma Chemical Co.), denominado Grace completo, em placas de
24 pogos (COSTAR, Cambridge, MA, EUA) a 26 °C em estufa D.B.O (Eletro Lab, Sao
Paulo/SP). Eram realizadas passagens dos parasitos para novo meio de cultura a
cada dois a trés dias, sempre iniciando a cultura com 5 x 10° promastigotas/mL. A
enumeracao dos parasitos era feita apods diluicdo de uma aliquota da suspensdo em
paraformaldeido (Merck) 0,2% em PBS e contagem em hemocitdmetro. Rotineiras
passagens in vivo eram feitas para manter a viruléncia do parasito. Para tanto, 5 x 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura, eram inoculadas no coxim plantar das
patas traseiras dos animais. Um més apds o inoculo, os camundongos eram
sacrificados e os parasitos recuperados das patas eram expandidos in vitro e parte
dos parasitos foi congelada em nitrogénio liquido em SBF contendo 10% de dimetil
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sulféxido (DMSO, Sigma Chemical Co), como estoque. Os parasitos eram expandidos
em frascos plasticos de 25 cm? (Becton-Dickinson, New Jersen, EUA) em meio Grace
completo para inoculacao (Evans, 1989; Oliveira et al., 2000).

3.3 Curva de crescimento in vitro dos parasitos de L. (L.) major

Os parasitos eram cultivados em Grace completo, em placas de 24 pocos
(COSTAR, Cambridge, MA, EUA) a 26 °C e, a cultura iniciada com 5 x 10°
parasitos/mL. A enumeracao dos parasitos era realizada diariamente durante dez dias
de cultura. A quantidade de parasitos foi expressa em numero de parasitos/mL
(Sacks, 1985).

3.4 Inoculacao dos camundongos BALB/c com L. (L.) major

Os parasitos de fase estacionaria de crescimento eram colhidos, lavados trés
vezes por centrifugacdo (800 g, 15 min, 10 °C) em solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer saline) estéril. Apds a ultima centrifugacao,
0s parasitos eram ressuspendidos em PBS. A concentragdo dos parasitos era obtida
apdés diluicdo de uma aliquota da suspensao em paraformaldeido (Merck) 0,2% em
PBS e contagem em hemocitobmetro. Os camundongos eram inoculados no coxim
plantar das duas patas traseiras com 50 pL contendo de 1 x 10° a 1 x 10’
promastigotas, como descrito na legenda dos experimentos. Em cada experimento,
0s grupos de animais nao infectados eram compostos de dois a quatro camundongos
e aqueles de animais infectados, por trés a cinco camundongos. Foram realizados de

dois a cinco experimentos conforme descrito nas legendas das figuras.
3.5 Quantificacao de parasitos de L. (L.) major nos linfonodos drenantes
O numero de parasitos presentes nos linfonodos drenantes 48 h apés infeccao

foi estimada utilizando o teste de dilui¢cao limitante (LDA) (Lima et al., 1997). O ensaio
consistiu em diluicbes seriadas de 1:5 do homogeneizado de um dos linfonodos
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drenantes de cada animal, cultivado em placa de 96 pocos de fundo chato
(COSTAR), 200 uL/poco em meio de Grace completo, fechada hermeticamente com
Parafiime® (Sigma Chemical Co) e incubada a 26 °C em estufa D.B.O. A detec¢ao do
aparecimento de promastigotas moveis (pocos positivos) era feita por avaliagoes
periddicas utilizando o microscopio invertido. A leitura final era realizada com 14 dias

de cultura quando os pogos positivos e negativos foram contados para cada dilui¢ao.
3.6 Obtencao e cultura de células de linfonodos

Em diferentes periodos ap6s infeccao, os camundongos eram sacrificados e os
linfonodos drenantes do sitio do in6culo (popliteos) ou os linfonodos nao drenantes
(axilares e inguinais) e/ou linfonodos popliteos de camundongos nédo infectados,
utilizados como controle, eram retirados e macerados separadamente em peneira
com a parte traseira do embolo de seringa de 3 mL em meio RPMI| 1640
suplementado com 10 mM de Hepes, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Sigma Chemical Co.). O macerado foi centrifugado (400 g, 10 min,
10 °C) e as células ressuspendidas na concentracdo de 1 x 10’/mL em meio RPMI
suplementado com 10% de SBF (Gibco, Argentina, South America), 2 mM de
L-glutamina (Sigma Chemical Co), 11mM de bicarbonato (Merck), 100 U/mL de
penicilina e 100 yg/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co), denominado RPMI
completo. A viabilidade celular era avaliada pela exclusdo do corante vital azul de
tripan 0,1% em PBS (Reagen) (Klaus, 1987).

Para a obtencao dos sobrenadantes para a dosagem de IL-12p40, as células
eram incubadas em diferentes concentragées em meio RPMI completo, em placas de
96 pogos de fundo chato (COSTAR) por 48 h a 37 °C em estufa imida com 5% de
COs (Hepa Clean CO; incubator, Shel Lab).

3.7 Obtencao de células de medula 6ssea

As células de medula éssea foram obtidas a partir de fémur e tibia de
camundongos BALB/c, por meio da lavagem do interior desses 0ssos com meio RPMI
1640 dentro de seringa com agulha.
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3.8 Anticorpos

Os sobrenadante de cultura contendo os anticorpos ER-MP12 (IgG2a de rato
anti-CD31/PECAM-1) ou ER-MP58 (IgM) e o hibridoma produtor do anticorpo
ER-HR3 (lgG2c de rato) foram cedidos pelo Dr. Pieter Leenen (Universidade de
Erasmus de Roterdam, Roterdam, Holanda). O hibridoma produtor do anticorpo 33D1
(IgG de rato) foi cedido pela Dra Gléria Maria Collet de Araujo Lima (Laboratério de
Imunologia Celular das Leishmanioses-ICB/USP). Os hibridomas produtores dos anti-
IL-12 p40 C17.8 e C15.6 foram cedidos pelo Dr. Giorgio Trinchieri (NIH, EUA).

O hibridoma produtor do anticorpo ER-HR3 era cultivado em meio RPMI
completo em estufa a 37 °C 5% CO. para obtencdo do sobrenadante contendo os
anticorpos. A cada trés dias de cultura o sobrenadante era colhido e armazenado a
-20 °C até o momento da purificagcdo. Adicionava-se as células restantes na garrafa
de cultura, meio RPMI completo para restaurar a cultura. Os anticorpos ER-HR3 eram
purificados do sobrenadante de cultura utilizando coluna de proteina G (Protein G
Sepharose, Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden) da seguinte forma: o
sobrenadante de cultura era centrifugado (800 g, 10 min, 10 °C), filtrado em filtro
0,22 um (Millipore Corporation, Bedford, MA) e 0,02% de azida sodica (Synth)
adicionada. A coluna de proteina G era lavada duas vezes com tampéao glicina 0,1 M
(Synth) e em seguida lavada mais duas vezes com PBS. Na seqiéncia, era
adicionado o sobrenadante de cultura contendo os anticorpos ER-HRS. A coluna era
lavada por mais duas vezes com PBS e 15 mL de glicina 0,1 M (Synth) era
adicionado. Quinze fracées de 1 mL eram coletadas em tubos contendo 100 uL de
tampéo de neutralizagcédo [TRIS 10 M pH: 8,5 (S. Goldberg), NaCl 15 M (Merck) e
0,2% de azida sédica (Synth)]. A concentragdo protéica de cada tudo era avaliada
pelo ensaio BIO-RAD BRADFORD. Apés utilizagdo a coluna era estocada em etanol
30% (Synth). As fragdes contendo grande quantidade de proteina eram misturadas e
submetidas a diadlise (membrane Spectra/Por, Spectrum Laboratories Inc., USA)
contra PBS por 72 h e a cada 24 h o PBS era trocado. A concentragao final de
proteina (anticorpos purificados) na solugéo dializada era obtida pelo ensaio BIO-RAD
BRADFORD.
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Camundongos BALB/c eram injetados por via intraperitoneal com células do
hibridoma produtor do anticorpo monoclonal 33D1. O ascite resultante contendo os
anticorpos era precipitado em sulfato de aménio a 76% (Andrew & Titus, 1997). Em
resumo: o ascite era diluido na proporcao de 1:2,5 em PBS e filtrado em membrana
de 0,22 um (Millipore Corporation, Bedford, MA). Em seguida, era adicionada gota a
gota sob agitagcdo e em banho de gelo, a solugdo de sulfato de ambénio a 76% pH:
7,2, até que uma turvacao comecasse a se formar. A solugdo, entéao, era incubada
por 90 min a 4 °C e em seguida centrifugada a 5000 g por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante era desprezado e o sedimento ressuspenso em PBS em um volume
final de 6 mL. Esta solucdo era entdo dialisada contra PBS por 72 h e o PBS trocado
a cada 24 h. A concentragao final protéica (anticorpos purificados) era avaliada pelo
ensaio BIO-RAD BRADFORD, conforme descrito pelo fabricante.

As imunoglobulinas IgG, utilizadas como anticorpos controle obtidas de soro de
rato normal da linhagem Wistar (Biotério Central da Universidade Federal de Goias) e
as imunoglobulinas IgG, utilizadas para bloquear o receptor para a por¢cao Fc de
imunoglobulinas (FcR) obtidas de soro de camundongo BALB/c normal, foram obtidas

apdés purificagdo em coluna de proteina G.

3.9 Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para determinacao da IL-12p40

A deteccao da IL-12p40 nos sobrenadantes de cultura era realizada através do
ensaio imunoenzimatico (ELISA) - sanduiche de captura, empregando anticorpos
monoclonais de rato especificos para a deteccado da cadeia p4Q da citocina IL-12 de
camundongo.

Placas de poliestireno para ELISA de alta afinidade de 96 pogos (Corning, NY,
EUA) eram sensibilizadas com 80 uL do anticorpo C17.8 purificado (5 pug/mL de PBS,
pH 7,2) e mantidas a 4 °C por 24 h. Apos o periodo de sensibilizagdo, as placas eram
lavadas cinco vezes com PBS contendo tween 20 a 0,04% (Merck) e incubadas com
solugdo de bloqueio, leite em p6 desnatado a 3% em PBS, 200 ulL/pogo (Molico,
Nestlé, Brasil) por 1 h a 37 °C. As placas eram lavadas novamente por cinco vezes
com PBS-tween 20 a 0,04% e em seguida eram adicionados aos pocos 80 uL das
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amostras (sobrenadantes de cultura de linfonodos) ou diluicbes sucessivas (1:2) da
citocina murina recombinante IL-12p70, (cedida pela Dra. Ises Abrahamsohn,
ICB/USP) em meio RPMI completo, na concentragéo inicial de 5 ng/mL para as
curvas padréo. As placas eram entdo incubadas a 4 °C por 24 h. Ap6s o periodo de
incubacéo as placas eram lavadas cinco vezes com PBS-tween 20 a 0,04% e 80 pL
do segundo anticorpo monoclonal anti-IL12p40 C15.6 biotinilado (a 5 ug/mL de
solugcao de bloqueio) adicionados aos pocos. Apds 4 h de incubacao em estufa a 35
°C, as placas eram lavadas cinco vezes com PBS-tween 20 a 0,04% e eram
adicionados aos pocos 80 pL do conjugado enzimatico extravidin® peroxidase,
(Sigma Chemical Co) diluido 1:2000 em solugdo de bloqueio. Apdés mais 1 h de
incubacao a 35 °C, as placas eram lavadas dez vezes com PBS-tween 20 a 0,04% e
entdo adicionados aos pogos 80 uL da solugdo contendo o substrato (O-
fenilinodiamina diclorada - OPD, Sigma) a 0,5 mg/mL de tampao citrato - fosfato pH
5,0, (9 g de NazHPO4 PM: 141.96 e 11,48 de H3CgHsO; PM: 192.13 para 1 L)
acrescida de 0,5 uL/mL de perdxido de hidrogénio 30 volumes (Merck). As placas
eram mantidas ao abrigo da luz durante 10 a 30 min, a temperatura ambiente
(~25 °C) e a reagao colorimétrica era interrompida com 20 uL de solugdo de acido
sulfarico a 2N (Synth) (D’Andrea et al., 1992). A densidade éptica (D.O.) era
detectada por leitor de microplacas Thermo Labsystems, com filtro de 492 nm e filtro
de referéncia de 620 nm. A sensibilidade minima do teste era de 150 pg/mL.

3.10 Separacao das populacoes celulares ER-MP58 ou ER-HR3 positivas e
negativas de linfonodos de camundongos BALB/c

A suspensao celular oriunda de linfonodo obtida como descrito no item 3.6, era
centrifugada e ressuspensa em tampao de deplecédo [PBS contendo 5% de SBF e
5 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA, Sigma)], na concentracdo de 2 x 10’
células/mL. Aliquotas eram dispensadas em tubos de polipropileno e a estes eram
adicionados os sobrenadantes de cultura contendo o anticorpo ER-MP58 (10 uL para
2 x 10" células) ou o anticorpo ER-HR3 (5 pg para 2 x 10’ células) ou e IgG

purificadas de sangue de rato Wistar normal (5 ug para 2 x 10 células) usadas como
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controle negativo. Os tubos eram colocados por 30 min a 4 °C em banho de gelo.
Apos este periodo as células eram lavadas duas vezes por centrifugacao (400 g, 10
min, 10 °C) em tampao de deplecdo e ressuspensas em 0,3 mL de tampao de
deplecdo. Uma aliquota de 2 x 10° células/200 uL era citocentrifugada em
citocentrifuga Fanen (80 g, 50 seg) para analise pela técnica de imunocitoquimica. Ao
restante da suspensdo celular era adicionadas esferas magnéticas ligadas a
anticorpo IgG de cabra anti- IgG de rato (Miltenyi Biotec) na proporcao de 15 uL para
1 x 107 células e incubadas por 15 min a 4 °C. Em seguida, as células eram
separadas pelo sistema de separacdo paramagnético (MiniMacs, Miltenyi
BiotecGmb11, Bergisch Gladbach, Germany), como indicado pelo fabricante. Apds a
separacgao, as células positivas e negativas para os marcadores de superficie celular
eram centrifugadas (400 g, 10 min, 10°C) e cada suspensao celular era
ressuspendida em meio RPMI completo. Uma aliquota de 2 x 10° células/200 uL em
PBS 5% de SBF de cada populacdo era submetida a analise pela técnica de
imunocitoquimica. O restante da suspensao celular era ajustado para a concentracao
para 1 x 107 células/mL e cultivado como indicado no item 3.6.

A eficiéncia da separagao das populacdes positivas e negativas era checada
por imunocitoquimica conforme a técnica descrita abaixo.

3.11 Imumocitoquimica para deteccao de células CD31*, ER-MP58*, ER-HR3" e
33D1*

As células CD31", ER-MP58*, ER-HR3* e 33D1* eram evidenciadas pela
técnica de imunocitoquimica padronizada em nosso laboratério (adaptacdo de
Felizardo, 2005). Laminas de microscopia éptica contendo as células de linfonodos ou
de medula 6ssea foram centrifugadas em citocentrifuga Fanen (2 x 10° células/200 uL
em PBS 5% de SBF, 80 g, 50 seqg) e fixadas com 100 uL de paraformaldeido 1%
(Merck) em PBS. Ap6s 20 min, o paraformaldeido era removido e as laminas
mantidas a temperatura ambiente (~25 °C) por 10 min. A seguir eram adicionados
100 uL de solugédo de bloqueio (PBS contendo 5% SBF) contendo imunoglobulinas
lgG purificadas de soro de camundongos (1 ug/2 x 10°), para blogueio do FcR, por 15
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min. Em seguida, as laminas eram lavadas com PBS-tween 20 a 0,04% e 100 uL de
sobrenadante de cultura contendo os anticorpos ER-MP12 ou ER-MP58, diluidos em
1:20, 1:40, 1:100, 1:200, 1:500 em solugdo de bloqueio, ou anticorpos ER-HR3 ou
33D1 purificados nas concentragdes de 0,5, 1, 5 e 10 ug/mL em solucéo de bloqueio
eram adicionados. As IgG purificadas de soro de rato Wistar normal eram usadas
como controle negativo, na concentragdo de 1 ng/2 x 10° células em solucdo de
bloqueio. Apds incubacgéo por 1 h, em cadmara umida a 4 °C, as laminas eram lavadas
cinco vezes com PBS-tween 20 a 0,04%. Em seguida, anticorpos anti-IgG biotinilado
(Amersham Pharmacia) na concentracdo de 1:500 em solucdo de bloqueio eram
adicionados e as laminas incubadas por 2 h em camara umida a 4 °C.

As laminas contendo as células de linfonodos submetidas ao sistema de
separacgao por esferas magnéticas era adicionada a solugéao de bloqueio por 15 min e
em seguida diretamente incubadas com a solugdo de anticorpos anti-lgG biotinilado
por 2 h, em camara umida a 4 °C.

Na etapa seguinte, todas as laminas, apos incubacdo, eram lavadas cinco
vezes com PBS-tween 20 a 0,04% e o conjugado extravidina® - fosfatase alcalina
(Sigma) era adicionado na concentragdo de 1:500 em solugcao de bloqueio. Na
seqliéncia, apds outro periodo de incubagao por 40 min, em camara umida a 4 °C, as
laminas eram lavadas dez vezes com PBS-tween 20 a 0,04% e o cromogeno FAST
RED® (Dako) adicionado, seguido por outro periodo de incubacado de 10 a 30 min, a
temperatura ambiente (~25 °C). As laminas, entdo, eram lavadas com agua destilada
tipo |, contra-coradas com corante azul (Kit Instant Prov, Pinhais, PR, Brasil) e
montadas com glicerol (Reagen). Todas as laminas eram analisadas sob microscopia
Optica (aumento de 40x e 100x) e a numero de células positivas era determinada
contando-se um total de 1000 células (Henry, 1996).

3.12 Analises estatisticas
Os dados foram analisados pelo método estatistico de analise de variancia

(ANOVA) seguida de teste de Tukeys, utilizando o Graph-Pad Prizma Sophtware,

versdo 4.01. Os resultados estdo expressos pela média * desvio padrdo (SD) como
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descrito em cada figura. O nivel de significancia foi estabelecido com o valor de
p < 0,05.

Os dados da quantificacdo de parasitos nos linfonodos drenantes foram
analisados através do programa ELIDA desenvolvido por Taswell, 1986. Com esse
programa era possivel estimarmos a freqiéncia dos parasitos nos linfonodos,
calculada pela equacédo de Poisson através do método estatistico do qui-quadrado
(x%). Os resultados foram apresentados pela estimativa final do niimero de parasitos e
95% do intervalo de confiancga.
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4. RESULTADOS

4.1 Curva de crescimento in vitro dos parasitos de L. (L.) major

Os experimentos relatados nesta dissertagdo foram realizados utilizando
promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major in vitro. Nesta fase
encontra-se a maior proporcao de formas metaciclicas infectantes comparado as
outras fases de cultura do parasito. Com o objetivo de determinar o periodo da fase
estaciondria para nossas culturas parasitarias, parasitos recém isolados da pata de
camundongos BALB/c, com 1 més de infecgédo, foram expandidos in vifro em meio
Grace completo, a 26 °C. As promastigotas resultantes eram lavadas e recolocadas
em cultura em meio Grace completo na concentracdo de 5 x 10° parasitos/mL. A
cinética de crescimento in vitro era obtida pela contagem didria por microscopia optica
do numero de parasitos/mL em hemocitémetro durante dez dias. A curva de
crescimento esta representada na Figura 2. A fase logaritmica, na qual a quase
totalidade dos parasitos encontra-se na forma prociclica (ndo infectante) foi estimada
entre o primeiro e terceiro dias de cultura. A fase estacionaria do quinto ao sétimo dia
de cultura. Optamos por trabalhar com parasitos de quinto ou sexto dia de cultura.
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Figura 2. Curva de crescimento in vitro de L. (L.) major. Formas promastigotas do
parasito eram cultivadas na concentracéo inicial de 5 x 10° parasitos/mL em meio
Grace completo, a 26 °C. A quantificacdo dos parasitos era feita pela contagem diaria
por microscopia Optica do numero de parasitos/mL em hemocitdbmetro durante dez
dias de cultura.
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4.2 Otimizacao da producdao de IL-12p40 por células de linfonodos de
camundongos inoculados com L. (L.) major

Com o objetivo de otimizar a deteccdo da produgédo de IL-12 por células de
linfonodos drenantes do sitio de infecgdo, foram realizados experimentos variando a
dose de in6culo dos parasitos, o tempo apos a infecgdo para a retirada dos linfonodos
e a concentracao de células nas culturas para obtencdo dos sobrenadantes a serem
testados.

4.2.1 Definicao do tempo precoce da infeccdao que leva a deteccao de IL-12
produzida por células dos linfonodos drenantes do sitio de inéculo

Camundongos BALB/c eram inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras e sacrificados em
diferentes tempos de infecgdo. A finalidade destes experimentos era definir o
momento precoce apds a infeccdo quando a producao de IL-12 pelas células de
linfonodos drenantes pudesse ser detectada. Assim, as células dos linfonodos
popliteos 24 e 48 h apds o inéculo eram obtidas, cultivadas na concentragdo de 1 x
107 células/mL por 48 h e os sobrenadantes resultantes das culturas eram testados
quanto a concentragéo de IL-12p40 por ELISA.

Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que a concentragdo de
IL-12p40 nos sobrenadantes das culturas de células dos linfonodos popliteos obtidas
24 h apos o indculo foi similar a obtida para os sobrenadantes das culturas de células
dos linfonodos controles. Entretanto, os sobrenadantes das culturas das células
obtidas dos linfonodos com 48 h de infeccdo apresentaram uma quantidade de
IL-12p40 significativamente maior, média de 0,793 ng/mL. A quantificagdo da
concentracdo de IL-12p40 nos diferentes sobrenadantes mostrou claramente que
deveriamos trabalhar com o tempo de 48 h ap6s infec¢ao: o tempo mais precoce para
a deteccao desta citocina produzida pelas células de linfonodos drenantes do sitio do

inoculo.
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Figura 3. Tempo precoce de deteccao da producao de IL-12p40 por células de
linfonodos drenantes da infeccao por L. (L.) major. Camundongos BALB/c eram
inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major
no coxim das patas traseiras. Os linfonodos popliteos eram retirados apds 24 ou 48 h
de infeccdo e as células cultivadas na concentracdo de 1 x 107 células/mL. Os
linfonodos popliteos de camundongos normais eram retirados e utilizados como
controles nas mesmas condi¢cdes. Os sobrenadantes de 48 h de cultura eram
colhidos para dosagem de IL-12p40 pelo método de ELISA. A sensibilidade minima
do teste era de 0,15 ng/mL. Os resultados estao representados pela média e + SD de
trés experimentos independentes utilizando 1 a 2 animais para cada experimento.
*pP<0,001(0vs48he24 vs48h).
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4.2.2 Avaliacao da dose de indculo de L. (L.) major

As perguntas feitas a seguir foram: a dose de indculo poderia interferir com a
sensibilizacdo das células produtoras de IL-12? A dose de indculo utilizada em
nossos experimentos nao levaria a uma inibigdo da producao de IL-12 apds 48 h de
infeccdo? Para responder a estas questdes, grupos de camundongos BALB/c eram
inoculados com 1 x 10°%, 5 x 10° ou 1 x 10’ promastigotas de fase estacionaria de
cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. A producdo de IL-12p40 foi
avaliada pela concentracdo da proteina nos sobrenadantes de 48 h de cultura de
células obtidas dos linfonodos popliteos drenantes da infecgéao.

Os resultados apresentados na Figura 4 mostram que o inéculo de 1 x 10°
parasitos induziu pouca producéao de IL-12p40, similar aquela produzida pelas células
dos linfonodos controles. Os inéculos maiores, 5 x 10° ou 1 x 10’ parasitos,
mostraram resultados semelhantes quanto a producdo aumentada de IL-12
comparada ao controle ou a concentragdo de 1 x 10° parasitos. A dose de inéculo de

5 x 10° promastigotas foi mantida para todos os outros experimentos.
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Figura 4. Producao de IL-12p40 por células de linfonodos de camundongos
BALB/c infectados com diferentes doses de indculo de L (L.) major.
Camundongos BALB/c eram inoculados com 1 x 10°, 5 x 10° ou 1 x 10’ promastigotas
de fase estacionéaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. Os
linfonodos popliteos eram retirados 48 h apds infecgdo e cultivados na concentracao
de 1 x 10 células/mL. Os linfonodos distais ao sitio do inéculo (CT) eram retirados e
utilizados como controles nas mesmas condicées. Os sobrenadantes de 48 h de
cultura eram colhidos para dosagem de IL-12p40 pelo método de ELISA. A
sensibilidade minima do teste foi de 0,15 ng/mL. Os resultados estao representados
pela média e £ SD de trés experimentos independentes utilizando 1 a 2 animais para
cada experimento.

*p<0,01 (CT;1x10°vs5x10%1x 107).
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4.2.3 Avaliacao da concentracao celular para otimizacdao da deteccao de IL-12
nos sobrenadantes de cultura

A concentragdo celular para obtencdo dos sobrenadantes de cultura foi
avaliada com o intuito de verificar se a alta concentracdo utilizada (1 x 107/mL)

poderia estar levando a uma inibicdo da producgéo de IL-12.

Camundongos BALB/c eram inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. As células
obtidas dos linfonodos popliteos 48 h apods infeccao eram cultivadas nas
concentragdes de 2 x 10°%, 5 x 10° ou 1 x 10” células/mL. A producéo de IL-12p40 era
avaliada nos sobrenadantes de 48 h de cultura pelo ensaio de ELISA.

Nossos resultados mostraram que a quantidade de IL-12p40 aumenta com o
aumento do nimero de células (Figura 5). Nos sobrenadantes de cultura com 1 x 10’
células/mL foi detectada uma quantidade de IL-12p40 significativamente superior que
nos sobrenadantes das culturas onde a concentragdo celular era inferior. Logo, a
concentracao celular que vinha sendo utilizada ndo induzia inibicdo da producgéao de
IL12-p40. Os linfonodos distais ao sitio do in6culo eram utilizados como controles nas
mesmas condicbes e nado detectamos IL-12p40 nestas culturas (dados nao
mostrados). Além disso, tomamos o cuidado de verificar se haveria mais morte celular
nesta concentragdo comparada as concentragbes menores. Observamos
aproximadamente 15% de mortalidade celular em todas as culturas ap6s 48 h de
incubacao.

31



IL-12p40 (ng/mL)
o o o
N (32 ~l
¢ 9 9

0.00-
2x10° 5x10° 1x10’

Concentracao de células/mL

Figura 5. Producdao de IL-12p40 por células de linfonodo em diferentes
concentracdes/mL em cultura. Camundongos BALB/c eram inoculados com 5 x 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas
traseiras. Os linfonodos popliteos eram retirados 48 h apos infecgéo e cultivados na
concentragdo de 2 x 10°, 5 x 10° ou 1 x 107 células/mL. Os sobrenadantes de 48 h de
cultura eram colhidos para dosagem de IL-12p40 pelo método de ELISA. A
sensibilidade minima do teste era de 0,15 ng/mL. Os resultados estao representados
pela média e + SD de trés experimentos independentes.

*p<0,01(2x10%5x10° vs 1 x 10”células).
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4.3 Quantificacao dos parasitos em linfonodos drenantes do sitio da infeccao
de camundongos BALB/c inoculados com L. (L.) major

Com o intuito de verificar se as 48 h de infec¢cado poderiamos detectar parasitos
vivos, testes de quantificagcdo foram realizados utilizando o método de diluigao
limitante (LDA), como descrito em materiais e métodos. Para tanto, 5 x 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major eram injetadas no
coxim das patas traseiras de camundongos BALB/c e os linfonodos popliteos eram
coletados apés 48 h de infecgdo. A Figura 6 mostra que neste tempo de infeccéo é
possivel quantificar os parasitos nos linfonodos drenantes do sitio do inéculo e que o
linfonodo de um camundongo BALB/c inoculado com 5 x 10° parasitos apés 48 h de
infeccao possui em média 608 parasitos vivos.
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Figura 6. Quantificacao de parasitos vivos no linfonodo popliteo de
camundongos BALB/c 48 h apds a infeccao com L. (L.) major. Camundongos
BALB/c eram inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura
de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. Os linfonodos popliteos eram retirados
48 h apos infecgao e a suspensao celular cultivada em meio Grace completo a 26 °C.
O numero de parasitos foi determinado pelo ensaio de diluigdo limitante (LDA) e
analisado pelo programa ELIDA. Os resultados representam a estimativa do numero
de parasitos vivos e os intervalos de confianga de 95%.
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4.4 Estimativa da frequéncia de células expressando os marcadores
reconhecidos pelos anticorpos ER-MP12, ER-MP58, ER-HR3 e 33D1 em
linfonodos de camundongos inoculados com L. (L.) major

A técnica de imunocitoquimica recém introduzida no laboratério foi adaptada e
padronizada para avaliacdo da presenca das células expressando os marcadores
reconhecidos pelos anticorpos ER-MP12 (anti-CD31) e ER-MP58 (fagocitos
imaturos), ER-HR3 (fag6citos de maturagcdo intermediaria) e 33D1 (fagocitos
maduros) em linfonodos de camundongos BALB/c controles e infectados. Os
sobrenadantes de cultura contendo os anticorpos monoclonais € os anticorpos
purificados especificos cedidos pelo Dr. Pieter Leenen e pelo Laboratério de
Imunologia Celular das Leishmanioses - ICB/USP foram titulados e padronizados

para serem utilizados nos testes de marcacao pela técnica de imunocitoquimica.

4.4.1. Titulacao dos sobrenadantes de cultura de hibridomas contendo os
anticorpos ER-MP12, ER-MP58 e dos anticorpos purificados ER-HR3 e 33D1

Os sobrenadantes de cultura dos hibridomas contendo os anticorpos ER-MP12
e ER-MP58 e os anticorpos purificados ER-HR3 e 33D1 eram testados em diferentes
concentracbes em laminas de vidro contendo células totais de linfonodos de
camundongos controles ou infectados por 48 h com L. (L.) major através da técnica
de imunocitoquimica.

Nao foram detectadas células expressando CD31 nos linfonodos de
camundongos BALB/c controles ou infectados com L. (L.) major (Figura 7A). Como
controle positivo, testamos o sobrenadante contendo os anticorpos ER-MP12, néo
diluido, em células de medula éssea de camundongos BALB/c controles, resultando
em 20% de células positivas para CD31 (Figura 7B). Estes resultados sugerem que a
quantidade de células expressando CD31 deve ser minima ou ausente nos linfonodos
dos camundongos BALB/c controles ou infectados.
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Figura 7. Teste de marcacao de células CD31" de linfonodos popliteos de
camundongos BALB/c infectados e de células de medula o6ssea de
camundongos BALB/c controles. Células de linfonodos popliteos de camundongos
BALB/c infectados (A) e células de medula 6ssea de camundongos controles (B)
eram citocentrifugadas (2 x 10° células/200 pL), incubadas com o anticorpo
ER-MP12 (anti-CD31) nao diluido e a marcacao revelada pela adicao subseqliente do
cromégeno FAST RED tendo como conjugado enzimatico a extravidina® - fosfatase
alcalina. As laminas eram contra-coradas com corante azul Instant Prov. A
porcentagem de células CD31" foi determinada em 1000 células quantificadas. A seta
indica o local de marcagao entre células.
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Os testes utilizando o sobrenadante de cultura contendo o anticorpo ER-MP58
nao diluido resultaram em muitas ligagdes inespecificas (lamina na qual quase a
totalidade das células estava marcada). Como intuito de diminuir ou eliminar estas
ligagbes inespecificas, as laminas contendo células totais de linfonodo de
camundongos BALB/c controles eram ensaiadas nas seguintes diluicdes do
sobrenadante: 1:20, 1:50, 1:100, 1:200 e 1:500/2 x 10° células (Figura 8A).
Verificamos uma marcacao decrescente do numero de células até a diluicdo de
1:500. Na diluicdo de 1:50 do sobrenadante, a marcacado foi expressiva e sem
ligacbes inespecificas (Figura 8B). Além disso, foi possivel observar que a marcacao
das células era homogénea. Nos testes comparando as células de linfonodo de
camundongos BALB/c controles com as células de linfonodo de camundongos
BALB/c infectados (48 h apods infecgcao), na diluicado de 1:50, obtivemos 0,58% de
células ER-MP58" nos linfonodos de camundongos controles versus 1,6% de células
de linfonodos de camundongos infectados: um aumento de 2,7 vezes.
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Figura 8. Teste de marcacao do sobrenadante de cultura contendo o anticorpo
ER-MP58. Em A, porcentagem de células de linfonodos de camundongos BALB/c
controles (m) ou inoculados no coxim das patas traseiras com 5 x 10° promastigotas
de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major obtidas 48 h apés infeccdo (A). As
células eram citocentrifugadas (2 x 10° células/200 plL) e incubadas com o
sobrenadante de cultura contendo o anticorpo ER-MP58 nas concentragées de 1:20,
1:50, 1:100, 1:200 e 1:500 e a marcacao revelada pela adicdo subseqglente do
cromégeno FAST RED tendo como conjugado enzimatico a extravidina® - fosfatase
alcalina. As laminas eram contra-coradas com corante azul Instant Prov e analisadas
sob microscopia éptica. A porcentagem de células ER-MP58* foi determinada em
1000 células quantificadas. Os resultados representam a média = SD de dois a cinco
experimentos independentes. Em B, células de linfonodos de camundongos BALB/c
controles marcadas com o anticorpo ER-MP58 na concentracdo de 1:50. A seta
representa uma célula ER-MP58".
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Em seguida, testamos a marcacao das células de linfonodo de camundongos
BALB/c controles com o anticorpo purificado ER-HR3, nas concentragdes de 0,5, 1,0
e 5,0 ug/2 x 10° células. Na concentragdo de 0,5 ug a intensidade e o nimero de
células marcadas foi muito baixo. J& a concentragdo maior (5,0 pg) induziu uma
marcagao com grande inespecificidade (dados nao mostrados). Na concentragdo de
1 ug, a populagcdo celular marcada foi bem homogénea, constituida de células
grandes com morfologia tipica de fagdcitos (Figura 9B); sendo, a quantidade de
células marcadas de 0,63% nos linfonodos controles e de aproximadamente 1% nos

linfonodos com 48 h de infecgdo (Figura 9A).
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Figura 9. Teste de marcacao do anticorpo purificado ER-HR3. Em A,
porcentagem de células de linfonodos de camundongos BALB/c controles (m) ou
inoculados no coxim das patas traseiras com 5 x 10° promastigotas de fase
estacionéaria de cultura de L. (L.) major obtidas 48 h apds infecgao (A). As células
eram citocentrifugadas (2 x 10° células/200 pL) e incubadas com o anticorpo ER-HR3
nas concentracoes de 0,5 e 1 ug e a marcacgao revelada pela adicao subsequente do
cromdgeno FAST RED tendo como conjugado enzimatico a extravidina® - fosfatase
alcalina. As laminas eram contra-coradas com corante azul Instant Prov e analisadas
sob microscopia 6ptica. A porcentagem de células ER-HR3" foi determinada em 1000
células quantificadas. Os resultados representam a média + SD de trés experimentos
independentes. Em B, células de linfonodos de camundongos BALB/c controles
marcadas com o anticorpo ER-HR3 na concentragcdo de 1 pg. A seta representa uma
célula ER-HR3".
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O anticorpo purificado 33D1 era utilizado em nossos testes de
imunocitoquimica nas concentragcdes de 0,5, 1,0, 5,0 e 10 ug/2 x 10° células. As
concentracoes de 0,5, 1,0 e 5,0 ug do anticorpo ndo marcou células de linfonodos de
camundongos BALB/c controles assim como de linfonodos de camundongos BALB/c
infectados. Somente na concentragcdo de 10 pug do anticorpo foi possivel detectar

0,25% de células positivas obtidas de linfonodos de camundongos infectados (Figura
10 Ae B).
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Figura 10. Teste de marcacao do anticorpo purificado 33D1. Em A, porcentagem
de células de linfonodos de camundongos BALB/c controles (m) ou inoculados no
coxim das patas traseiras com 5 x 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura
de L. (L.) major obtidas 48 h ap0s infeccdo (A). As células eram citocentrifugadas
(2 x 10° células/200 pL) e incubadas com o anticorpo 33D1 nas concentragdes de
0,5, 1, 5 e 10 ug e a marcagao revelada pela adicdo subseqiente do cromdgeno
FAST RED tendo como conjugado enzimatico a extravidina® - fosfatase alcalina. As
laminas eram contra-coradas com corante azul Instant Prov e analisadas sob
microscopia optica. A porcentagem de células 33D 1" foi determinada em 1000 células
quantificadas. Os resultados representam a média + SD de trés a quatro
experimentos independentes. Em B, células de linfonodos de camundongos BALB/c
controles marcadas com o anticorpo 33D1 na concentragdo de 10 pg. A seta
representa uma célula 33D1".
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Até o momento, nossos dados indicam que nao é possivel detectar células
CD31" nos linfonodos de camundongos BALB/c nas primeiras 48 h de infecgdo por
L. (L.) major. Foi possivel verificar que ocorre um aumento no numero de células
ER-MP58*, ER-HR3" e 33D1" nos linfonodos drenantes de camundongos BALB/c
apods 48 h de infeccdo. Estes dados levam a crer que deve ocorrer migracao para os
linfonodos drenantes de células em diferentes estagios de maturacdo apds a
inoculagéo do parasito.

4.5. Cinética do aparecimento de células ER-MP58*, ER-HR3* e 33D1* nos
linfonodos de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major

Para verificar quando, no periodo de 48 h de infeccdo por L. (L.) major,
comeca a ocorrer o aumento das células ER-MP58", ER-HR3" e 33D1" nos
linfonodos de camundongos BALB/c infectados, eram feitos testes de marcacao de
células obtidas de linfonodos antes da infec¢do, 24 e 48 h apds a infecgéao.

Os dados mostraram que a freqliéncia das células ER-MP58" e 33D1* sé
aumentou significativamente com 48 h de infec¢cdo. A freqiéncia das células
ER-HR3*, entretanto, aumentou significativamente com 24 h apds a infeccdo e
manteve-se inalterada até as 48 h (Figura 11).
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Figura 11. Cinética do aparecimento de células ER-MP58*, ER-HR3" e 33D1* em
linfonodos popliteos nas primeiras 48 h de infec¢ao por L. (L.) major. Células de
linfonodos de camundongos BALB/c controles ou inoculados no coxim das patas
traseiras com 5 x 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major
eram obtidas 48 h apés a infeccdo, citocentrifugadas (2 x 10° células/200 pL) e
incubadas com o sobrenadante de cultura contendo o anticorpo ER-MP58 (1:50) ou
os anticorpo purificados ER-HR3 (1 ug) ou 33D1 (10 nug). A marcacao era revelada
pela adicao subseqiiente do cromégeno FAST RED tendo como conjugado
enzimatico a extravidina® - fosfatase alcalina. As Iaminas eram contra-coradas com
azul Instant Prov e analisadas sob microscopia Optica. A porcentagem de células
ER-MP58*, ER-HR3" e 33D1" foi determinada em 1000 células quantificadas. Os
resultados representam a média + SD de trés experimentos independentes.

*p < 0,001 (ER-MP58; 33D1 = 0 vs 24 h; 24 vs 48 h)

*p < 0,05 (ER-HR3 = 0 vs 24 h)
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4.6. Producao de IL-12p40 por células ER-MP58* e ER-HR3" de linfonodos de
camundongos BALB/c infectados por L. (L.) major

No intuito de evidenciar as populagées celulares de linfonodos de
camundongos BALB/c infectados por L. (L.) major envolvidas na producéo de IL-12,
utilizamos o sistema de separagéo celular por microesferas magnéticas da Myltenyi
Biotec®.

Devido a auséncia ou pequena quantidade de células CD31" e de células
33D1* nos linfonodos de camundongos BALB/c infectados, tornava-se inviavel
proceder a purificacdo destas populagbes para avaliacdo da producdo de IL-12.
Assim, sé processamos as populacdes expressando os marcadores ER-MP58 e
ER-HR3 nos ensaios de separagdo. A avaliacdo do processamento foi feita utilizando
a técnica de imunocitoquimica. A eficiéncia da selecao positiva variou entre 15 a 25%
e da negativa de 99,99 a 100%. Assim, a populacédo positiva foi considerada como
uma populacao enriquecida de células positivas (Figura 12).

Nossos resultados mostraram que a producdo de IL-12p40 pela populagéo
celular total de linfonodo drenante popliteo depletada de células ER-MP58" diminuiu
significativamente (p < 0,001). Enquanto que, a produgao de IL-12p40 foi mantida na
populagcdo enriquecida de células ER-MP58" (p > 0,05) (Figura 13). Estes dados
implicam as células ER-MP58" como produtoras de IL-12p40 na fase inicial da
infecgcao por L. (L.) major.

A producéao de IL-12p40 foi comparavel entre as populagdes total, enriquecida
de células ER-HR3" e ER-HR3". Entretanto, a concentracdo de IL-12p40 detectada
nos sobrenadantes de cultura de células enriquecidas em ER-HR3" e ER-HR3
mostrou diferengas estatisticamente significantes entre estas populag¢des (p < 0,05)
(Figura 14). Estes resultados mostram que deve haver um envolvimento das células
ER-HR3" na produgdo de IL-12p40 nos linfonodos de camundongos BALB/c
infectados com L. (L.) major.
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Figura 12. Imunocitoquimica de células ER-HR3* e ER-MP58*. Células de
linfonodos de camundongos BALB/c inoculados no coxim das patas traseiras com
5 x 10° promastigotas de fase estacionaria de cultura de L. (L.) major e obtidas 48 h
apods a infeccao, eram separadas utilizando o sistema de separacao celular através
de microesferas magnéticas da Myltenyi Biotec® e em seguida citocentrifugadas
(2 x 10° células/200 pL). As laminas era adicionado o anticorpo de rato anti-
camundongo biotinilado na concentracédo de 1:500 e a marcacao revelada pela adi¢cao
subseqliiente do cromégeno FAST RED tendo como conjugado enzimatico a
extravidina® - fosfatase alcalina. As laminas eram contra-coradas com azul Instant
Prov e analisadas sob microscopia 6ptica. A porcentagem de células ER-MP58* e
ER-HR3* foi determinada em 1000 células quantificadas. (Em A: ER-MP58", em B:
ER-MP58 , em C: ER- HR3" e em D: ER- HR3)).
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IF Total ER-MP58° ER-MP58*

Figura 13. Producao de IL-12p40 pela populacao enriquecida de células
ER-MP58"* e pela populacao ER-MP58 apds 48 h de infeccao por L. (L.) major.
Camundongos BALB/c eram inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. A suspensao
celular obtida dos linfonodos drenantes do inéculo (IF Total) eram separadas em
positivas (ER-MP58") e negativas (ER-MP58") pelo sistema de esferas magnéticas da
Mylteniy Biotec® e posteriormente cultivadas na concentragdo de 1 x 107 células/mL
para a obtengcédo dos sobrenadantes. Os linfonodos distais ao sitio do in6culo eram
utilizados como controles nas mesmas condicoes. Os sobrenadantes de 48 h de
cultura eram colhidos para dosagem de IL-12p40 pelo método de ELISA. A
sensibilidade minima do teste era de 0,15 ng/mL. Os resultados foram expressos pela
média + SD de trés experimentos independentes.

*p < 0.001 (IF Total vs ER-MP58))

p < 0.01 (ER-MP58" vs ER-MP58").
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Figura 14. Producao de IL-12p40 pela populacao enriquecida de células
ER-HR3" e pela populacdo ER-HR3 apos 48 h de infeccdo por L. (L.) major.
Camundongos BALB/c eram inoculados com 5 x 10° promastigotas de fase
estacionaria de cultura de L. (L.) major no coxim das patas traseiras. A suspensao
celular obtida dos linfonodos drenantes do inéculo (IF Total) eram separadas em
positivas (ER-HR3") e negativas (ER-HR3) pelo sistema de esferas magnéticas da
Mylteniy Biotec® e posteriormente cultivadas na concentragdo de 1 x 107 células/mL
para a obtengcédo dos sobrenadantes. Os linfonodos distais ao sitio do in6culo eram
utilizados como controles nas mesmas condicoes. Os sobrenadantes de 48 h de
cultura eram colhidos para dosagem de IL-12p40 pelo método de ELISA. A
sensibilidade minima do teste era de 0,15 ng/mL. Os resultados foram expressos pela
média + SD de quatro experimentos independentes.

*p< 0,001 (ER-HR3 vs ER-HR3").
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5. DISCUSSAO

Uma série de anticorpos monoclonais tem sido utilizada para caracterizar o
desenvolvimento de macréfagos e células dendriticas a partir de precursores
mieldides da medula 6ssea de camundongos. Estes marcadores, muitos dos quais
marcam proteinas com funcgdes ainda desconhecidas, podem ser usados para indicar
os estagios de maturacdo em que se encontram as células.

Neste trabalho, avaliamos o envolvimento de células de linfonodos drenantes,
expressando os marcadores de fagocitos imaturos (ER-MP12: anti-CD31/PECAM-1 e
ER-MP58), de fagocitos com maturagdo intermediaria (ER-HR3) e de fagdcitos
maduros (33D1) na produgéao de IL-12p40 in vivo durante a fase inicial da infeccao
por L. (L.) major.

O modelo de infeccdo escolhido neste estudo foi o do inéculo alto (5 x 10°
promastigotas de fase estacionaria de cultura) no coxim plantar de camundongo
BALB/c. Neste modelo, os camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major
desenvolvem uma doencga progressiva e sao incapazes de controlar a multiplicagao
dos parasitos nos linfonodos drenantes (Heinzel et al., 1989; Rogers et al., 2002).

O linfonodo drenante do processo inflamatério resultante da infeccao por
Leishmania muda drasticamente ja nas primeiras 16 - 24 h quanto a composi¢ao
celular e funcional. A inoculacdo dos parasitos no coxim plantar de diferentes
linhagens de camundongos resulta em um aumento do numero de células no
linfonodo de 5 a 20 vezes em 24 - 48 h. Este aumento no nimero de células foi
discutido como consequéncia do influxo de células provenientes da circulagdo
sanguinea (Solbach & Laskay 2000). Laskay e colaboradores (1997) mostraram que
o bloqueio da interagdo da L-selectina (CD62L) com a molécula CD34 na superficie
das HEVs em camundongos BALB/c infectados com L. (L.) major preveniu tanto o
aumento no numero de células no linfonodo drenante como possibilitou a estes
animais resistirem a infeccao experimental.

A contagem do numero de células nos linfonodos popliteos drenantes do coxim
plantar em nossos experimentos, revelou um aumento cerca de 2 vezes no numero

de células nos linfonodos 48 h apds o indculo parasitario. Além disso, confirmamos a
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presenga de parasitos vivos nos linfonodos drenantes o que demonstra que a via de
drenagem linfatica contribui com o aporte de células para o linfonodo.

O inéculo de 5 x 10° parasitos/pata e o cultivo de 1 x 107 células/mL mostrou
ser a melhor combinacao para uma detecc¢ao consistente de IL-12 em sobrenadantes
de células de linfonodos 48 h apds a infeccdo, o tempo mais precoce onde se
observou uma produgéo expressiva da IL-12p40 nas condi¢des do nosso laboratorio.

A éardua padronizagdo das técnicas e estes resultados nos conduziram ao
objetivo principal desta dissertacdo que, consistiu em avaliar o envolvimento de
células de linfonodos drenantes em diferentes estagios de maturacao na producao de
IL-12p40 in vivo, durante a fase inicial da infecgao murina por L. (L.) major.

Os dados apresentados nesta dissertacdao confirmam a nao existéncia de
fagocitos CD31" em linfonodos murinos normais (controles) ou estimulados pela
infecgdo com L. (L.) major e a presenga de 20% de células CD31* na medula 6ssea
de camundongos BALB/c. Nossos resultados corroboram Leenen e colaboradores
(1990) que observou, também, 20% de positividade na medula 6ssea para esse
mesmo marcador. A presenca de somente 4% de células CD31" do total de
mononucleares no periodo de 20 - 48 h no peritbnio apds estimulacao por tioglicolato
e a auséncia antes e depois deste periodo, mostrou que estas células ndo sao células
migratérias e que normalmente nio deixam a medula 6ssea (Chan et al., 1998). E
possivel que estas células possam migrar para os tecidos inflamados em pequenas
quantidades, mas nao alcangam o linfonodo ou perdem este marcador durante sua
migracao para os linfonodos.

Assim, passamos a pesquisar a presenca de populacbes celulares
expressando os marcadores ER-MP58, ER-HR3 e 33D1, nos linfonodos de
camundongos BALB/c controles e infectados.

Nossos resultados mostraram uma freqiéncia de aproximadamente 37% de
células ER-MP58* na medula 6ssea de camundongos BALB/c controles. De Bruijn e
colaboradores (1996) demonstraram que a populagdo CD31"9"/ER-MP58"" na
medula 6ssea representa os progenitores comprometidos com a linhagem mieléide e
que a populagdo ER-MP58™" na medula 6ssea era constituida de aproximadamente
39% do total das células. Estas células coradas por giemsa mostraram ter
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caracteristicas morfolégicas semelhantes as das células mieldides. No linfonodo de
camundongos BALB/c normais detectamos 0,58% de células ER-MP58". O aumento
de aproximadamente 3 vezes desta populacéo so6 foi observado 48 h apos o indculo
de L. (L.) major nos linfonodos drenantes. Sunderkotter e colaboradores (2004)
demonstraram que a populacdo de mondcitos sanguineos era heterogénia e uma
delas apresentava o fenétipo Ly-6C"ER-MP58*CD62L". Além disso, eles observaram
um aumento desta populacdo de mondcitos imaturos no sangue de camundongos
C57BI/6 cronicamente infectados com L. (L.) major. E possivel que a maior parte da
populagao ER-MP58 observada nos linfonodos infectados em nossos experimentos,
tenha migrado diretamente da circulacdo sanguinea via HEVs como células recém-
liberadas da medula 6ssea. Chan e colaboradores (1998) presumiram que as células
Ly-6C*ER-MP58" observadas em grande numero no exsudato peritoneal inflamado
vinham da circulagao sanguinea.

O numero de células ER-HR3* aumentou significativamente com 24 h de
infecgdo, nao alterando nas primeiras 48 h. A quantidade de células marcadas nos
linfonodos controles foi de 0,63% e de aproximadamente 1% nos linfonodos com 48 h
de infeccdo. O anticorpo monoclonal ER-HR3 marca mondcitos mais diferenciados no
sangue, macréfagos residentes de multiplos 6rgaos e células de Langerhans. No
sangue, esta subpopulagéo representa 70% do total dos mondcitos. As células ER-
HR3" sdo encontradas também no linfonodo associadas aos linfécitos T (De Jong, et
al. 1994a). Camundongos cronicamente infectados com BCG apresentaram células
ER-HR3* em areas granulomatosas, sugerindo que macréfagos migratérios
expressam este marcador. Estes macréfagos nao co-expressam moléculas de classe
Il do MHC, sugerindo que a molécula reconhecida pelo anticorpo ER-HR3 n&o esta
envolvida no processo de ativacdo dos macréfagos, mas podem estar envolvidas no
processo de diferenciacdo destas células (De Jong, et al. 1994b). A expressao da
molécula ER-HR3 inicia-se em um estagio intermediario de diferenciacdo, em
fagdcitos mononucleares derivados da medula 6ssea (Oliveira, et al. 2003). Portanto,
as células ER-HR3" que observamos as 24 h apés a infecgdo por L. (L.) major

deveriam estar disponiveis na corrente sanguinea e pelo estimulo da inflamacéao
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provocada pelo inoculo do parasito teriam migrado primeiramente para o tecido
inflamado e posteriormente para o linfonodo drenante.

Nos linfonodos drenantes dos camundongos BALB/c ap6s 48 h de infecgéao por
L. (L.) major detectamos 0,25% de células 33D1*. O anticorpo monoclonal 33D1
reconhece um epitopo expresso na superficie de uma populagdo de células
dendriticas representada por menos de 1% no bago, linfonodo, timo, medula 6ssea,
cavidade peritoneal e no sangue de camundongos de diferentes linhagens
(Nussenzweig et al., 1982). Esta populagdo aumentou aproximadamente 3 vezes nos
linfonodos drenantes do sitio do in6culo de camundongos BALB/c com 72 h de
infeccao por L. (L.) major (Nunes, 2003).

No6s observamos um aumento significativo na producao de IL-12p40 em cultura
de células de obtidas dos linfonodos com 48 h de infecgéo por L. (L.) major.

Quando analisamos individualmente a producdo de IL-12 pelas células
positivas e negativas para os marcadores ER-MP58 e ER-HR3, a producéo de
IL-12p40 é reduzida significativamente na auséncia da populagdo enriquecida de
células ER-MP58*. Somando ao fato de termos observado um aumento significativo
de células ER-MP58" somente apds 48 h de infecgao, esses dados sugerem que as
células ER-MP58" devem ser as responsaveis por grande parte da IL-12 observada
nos linfonodos drenantes do sitio do inéculo da L. (L.) major. Acreditamos que as ER-
HR3" possam, também, estar envolvidas com a produgéo de IL-12p40 local, pois a
concentracado da IL-12p40 nos sobrenadantes das culturas enriquecida de células
ER-HR3" e nas culturas de células ER-HR3", mostrou uma diferenca estatisticamente
significante para mais ou para menos entre estas populagcdes, respectivamente. A
populacdo ER-HR3 diferenciada in vitro a partir de células da medula 6ssea e
estimulada com LPS (lipopolissacarideo) (Oliveira et al., 2003) ou com formas
promastigotas de L. (L.) major in vitro (Oliveira et al., 2005) foi capaz de produzir
grande quantidade de IL-12p40. Os nossos dados sugerem que, a maior parte da
IL-12 encontrada nas culturas de células ER-HR3 e ER-HR3" poderia provir da
populacdo ER-MP58" presente.

Estudos similares, envolvendo a infeccdo de 48 h por L. (L.) major em

BALB/c mostraram que células Gr1/Ly6G*, especialmente neutréfilos e mondcitos,
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migram da corrente sanglinea para o sitio do indculo dos parasitos e deste para os
linfonodos drenantes, contribuindo para a producao de IL-12 e subsequientemente de
IFN-y (Santos, 2005).

Analisando o conjunto de nossos resultados, podemos conjecturar que nas
primeiras 48 h de infecgcdo com L. (L.) major em camundongos BALB/c ocorre uma
primeira onda de migragdo de mondcitos ER-HR3" que deixam a circulagdo para o
tecido inflamado, onde rapidamente fagocitam os parasitos e migram para 0s
linfonodos drenados pelo sistema linfatico. Em seguida, ocorre uma segunda onda na
qual os mondcitos ER-MP58* recém-liberados da medula 6ssea para a circulagao,
chegam nos linfonodos popliteos diretamente via transmigracdo pelas HEVs. No
linfonodo, estas células ao internalizarem as formas amastigotas do parasito sao

estimuladas a produzir IL-12.
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6. CONCLUSOES

Conclusoes especificas:

« Células do SFM imaturas expressando a molécula CD31 estdo ausentes nos
linfonodos drenantes do sitio do in6culo nas primeiras 48 h apds a infecgcao por
L. (L.) major;

« Ocorreu um aumento no nimero de células ER-MP58* e 33D1* nos linfonodos
drenantes 48 h apéds a infecgéo por L. (L.) major;

« Ocorreu um aumento no nimero de células ER-HR3* nos linfonodos drenantes a

partir das 24 h apés a infeccéo por L. (L.) major ;
. Fagoécitos mononucleares indiferenciados, como ER-MP58* e ER-HR3" sdo
responsaveis por grande parte da producao de IL-12 nos linfonodos drenantes
48 h apés a infeccao por L. (L.) major em camundongos BALB/c.
Conclusao geral:
Células ER-MP58", precursoras de células comprometidas com as linhagens

de células dendriticas e macrofagos, dao sustancia a produgdo de IL-12 em
linfonodos drenantes da infecgcao por L. (L.) major.
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