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RESUMO

MODULACAO DA INFECCAO DE MACROFAGO HUMANO POR Leishmania
amazonensis PELA INTERA(;AO COM NEUTROFILOS HUMANOS APOPTOTICOS E
NECROTICOS. LILIAN MARIA REIS AFONSO. Os neutrdfilos s3o células que atuam na
primeira linha de defesa do organismo contra patdgenos e estdo constitutivamente
programadas para a morte celular por apoptose, sendo entdo, fagocitados por macrofagos,
liberando mediadores anti-inflamatorios. No presente estudo, avaliamos o efeito da fagocitose
de neutréfilos humanos apoptoticos e necréticos por macréfagos humanos infectados por
Leishmania amazonensis. Os resultados indicam um aumento na taxa de infeccdo dos
macrofagos pela Leishmania amazonensis assim como no numero de parasitas’100
macrofagos, na presenca de neutroéfilos apoptéticos. Para verificar o mecanismo responsavel
por este fendbmeno, co-cultivamos os macrdéfagos infectados com neutrdfilos apoptdéticos, na
presenca ou auséncia de anti-TGF-b e Indometacina. Observamos que 0 aumento da infeccdo
dos macréfagos na presenca de neutrofilos apoptoticos foi mediado pela producéo de TGF-b e
PGE,. Por outro lado, houve uma diminuicdo da infeccdo de Leishmania amazonensis nos
macrofagos, assim como no numero de parasitas/’100 macrofagos, na presenca de neutréfilos
necroticos. Para investigar 0 mecanismo envolvido nesta queda na infecgdo co-cultivamos os
macrofagos infectados e os neutrofilos  necréticos na presenca ou auséncia de anti- TNF-a e
anticorpo antk elastase neutrofilica. Os resultados mostram que a diminuicdo observada na
infeccdo dos macréfagos foi mediada pelo TNFa e Elastase Neutrofilica (NE). Buscando

entender 0 mecanismo de morte dos parasitas verificamos a produgdo de éxido nitrico nos



sobrenadantes das culturas de neutréfilos necréticos e macréfagos infectados. Nao houve
producdo de Oxido nitrico em nenhuma das condi¢es. Deste modo adicionamos a cultura
catalase e verificamos que a infecgdo dos macréfagos foi aumentada. Assim a morte dos
parasitas parece ser mediada por espécies de oxigénio reativo. O entendimento desta fase
inicial da resposta contra a Leishmania pode ser de extrema importancia para futuras
intervencdes terapéuticas ou imunoprofilaticas contra esta doenca.

Palavras-Chave: Neutrofilos; Leishmania; Apoptose; Necrose.



ABSTRACT

MODULATION OF MACROPHAGE INFECTION BY Leishmania amazonenss
THROUGH OF CLEARANCE OF APOPTOTIC OR NECROTIC HUMAN
NEUTROPHILS. LILIAN MARIA REISAFONSO. The neutrophils are the first cellsin the
body defense against pathogens and are constitutively programmed to cell dead by apoptosis.
They are uptaken by macrophages, which release anti- inflammatory mediators. In the present
study, we evaluated the effect of human apoptotic and necrotic neutrophils phagocytosis by
Leishmania amazonensis infected human macrophages. The results show an increase in
macrophage infection by Leishmania amazonensis, as well as in the parasite number/ 100
macrophage in the presence of apoptotic neutrophil. In order to figure out the mechanism
responsible for this effect, we cultured Leishmania amazonensis-infected macrophage in the
presence or absence of apoptotic neutrophil with the addition of a-TGF-b and Indomethacin.
The results showed that infection increase was mediated by TGF-b production and PGE2. In
the other hand, there is a decrease in macrophage infection as well as in parasite number/ 100
macrophage, in the presence of necrotic neutrophil. Cultures of the infected macrophage in the
presence of necrotic neutrophil with the addition of a -TNF-a and of neutralizing antibody to
neutrophilic elastase were performed. The results showed that this infection decrease was
mediated by TNF-a and NE production. To understand the mechanism of parasite killing by
macrophages, we measured nitric oxide production in supernatante cultures of Leishmania
amazonensis- infected macrophage and necrotic neutrophils. We did not observe any NO
production in this experimental condition. We also added to the culture catalase and verified

an increase in the macrophage infection. The results show that parasite killing might be
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mediated by reactive oxygen intermediates (ROI), but not by nitric oxide. The understanding
of this early phase of response against Leishmania might be very important to future
terapeuthical interventions against this disease.

Keywords: Neutréfilos, Leishmania; Apoptose; Necrose.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais da L eishmaniose

Transmitida pela picada da fémea do flebétomo, as leishmanioses constituem um
grupo de doencas parasitarias causada por uma variedade de espécies parasitas do género
Leishmania, estando globamente espalhadas. Atuamente, estd estimado em 12 milhes o
nlimero de pessoas infectadas em todo o mundo. Sao encontradas em grande parte da América
do Sul e Central, Africa, Asia e Mediterraneo (World Health Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/disease/| ei sh/deaful .htm, acesso em 04/09/2005).

O nimero de novos casos de leishmaniose cutanea a cada ano esta ao redor de
1,5 milhBes, enquanto que a leishmaniose viscera apresenta 500,000 mil novos casos por ano

(World Health Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful .htm

acesso em 04/09/2005). Segundo o Ministério da Salide do Brasil, em 1994 foram registrados
casos de Leishmaniose tegumentar americana em 1861 municipios do pais e em 1999, ocorreu
uma expansdo da doenga, sendo esta notificada em 2036 municipios (Secretaria de Vigilancia

em Salde, Ministério da Salde).

As &eas dingidas pela leishmaniose estdo muito relacionadss @ao
desenvolvimento. Estas aeas sofrem uma migracdo rurakurbana massiva e projetos
agroindustriais que trazem moradores urbanos para dentro de areas rurais endémicas. Além
disso, o desenvolvimento de projetos sem avaliacdo do impacto ambiental e o desmatamento
também contribuem para a expansao da leishmaniose (World Health Organization, disponivel

em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful.htm, acesso em 04/09/2005).
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1.2 Ciclo de vida do parasita Leishmania

O ciclo de vida do parasita inicia-se quando a fémea do fleb6tomo parasitada faz
seu repasto sanguineo. Nesta aimentacdo, formas promastigotas (forma infectiva) do parasita
Leishmania sd0 introduzidas no hospedeiro humano. Os flebGtomos sdo primariamente
infectados por animais reservatorios. Dentro do hospedeiro vertebrado, as formas
promastigotas do parasita séo fagocitadas por macréfagos, dentro dos quais transformam-se
em formas amastigotas (forma intracelular), reproduzindo-se por fissdo binaria. Elas
aumentam em numero na célula levando a sua ruptura e infeccdo de outros fagocitos. O
hospedeiro vertebrado infectado é picado por uma outra fémea de fleb6tomo. Durante esta
alimentagcdo sanguinea os parasitas infectam o vetor. Dentro deste, as formas amastigotas do
parasita transformam-se em promastigotas. Quando este flebétomo realizar outro repasto
sanguineo, podera infectar um novo hospedeiro vertebrado, continuando o ciclo (World Health

Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful.htm, acesso em

04/09/2005).

1.3- Resposta Imune e M anifestacfes Clinicas das L eishmanioses

Por ser um organismo intracelular obrigatério, o principal mecanismo de defesa
contra aleishmania é a producdo de IFN-g, que ativa os macréfagos levando-os a producéo de
oxido nitrico (NO) e peréxido de hidrogénio (H,O2) (SCOTT e cols,, 1988; SCOTT e cols,,
1983; SHER e cols., 1983). Em camundongos, a resisténcia ao parasita esta ligada a produgédo
de uma resposta do tipo Thl com producdo de IFN-g, TNFa e IL-2. Enquanto que a resposta

do tipo 2 com producéo de |L-4 e | L-5, esta associada a susceptibilidade ainfeccdo (SCOTT e
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cols., 1988; SCOTT e cols., 1989). No ser humano o controle da infeccdo também é mediado
por células, no entanto a resposta imune € mais complexa. A deficiéncia da resposta imune
protetora esta associada a proliferacdo do parasita. Jaum resposta tipo 1 muito intensa provoca

lesdo tecidual (RIBEIRO-DE-JESUS e cols., 1998)

As leishmanioses apresentam dues formas clinicas principais. Leishmaniose
Viscerd (LV) e aLeishmaniose Tegumentar (LT). A LV também conhecida como Kalazar é a
mais severa forma da doenca. Se nZo tratada, pode ser fatal. E caracterizada por acessos
irregulares de febre, perda de peso, anemia e crescimento do baco e figado. Nesta forma
clinica, os cdes constituem os principais reservatorios dos parasitas (World Health

Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful .htm, acesso em

04/09/2005).

No Novo Mundo, a LT é causada por muitas espécies do parasita sendo os
principais a Leishmania amazonensis, Leishmania brazliensis e a Leishmania guyanensis
(LAINSON e cals., 1987). A LT apresenta muitas manifestagcdes clinicas sendo as principais a
Leishmaniose Cuténea Localizada (LCL), Leishmaniose Cutdneo-Mucosa (LCM),

L eishmaniose Disseminada (LD) e L eishmaniose Cutaneo Difusa (LCD).

a) Leishmaniose Cuténea Localizada (LCL). No Brasil, esta forma da doenca é
ocasionada principalmente pelas espécies L. amazonensis e L. brazliensis. Pode produzir
grande nimero de Ulceras de pele nas partes expostas do corpo, tais como, face, pernas e
bracos causando séria deficiéncia e deixando o0 paciente permanentemente com dcatrizes. A
leishmaniose cuténea é uma zoonose (quando a transmissao ocorre a partir de outros animais

para os seres humanos). Os animais mais importantes na transmissdo da lelshmaniose cuténea
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para 0s seres humanos sdo os roedores. Os seres humanos tornam-se hospedeiros quando
adquirem a infeccdo a0 penetrarem em &reas florestais, ou devido a aproximacdo de
reservatorios selvagens ao peridomicilio (World Heath Organization, disponivel em

http://www.who.int/tdr/disease/l e sh/deaful.htm acesso em 04/09/2005).

As células mononucleares do sangue periférico de pacientes com LCL secretam
grande quantidade de IFN-g e TNF-a e baixos niveis de IL-5 e IL-10 quando sdo estimuladas
com antigeno soluvel de leishmania (SLA) (BACELLAR e cols., 2002). Entretanto existem
evidéncias de que a resposta inflamatéria € responsavel pelo aparecimento das Ulceras

(MACHADO ecaols., 2002; RIBEIRO-DE-JESUS e cols.,1998).

b) Leishmaniose Cutaneo -Mucosa (LCM). No Brasil, ocorre em 1 a 10% dos
casos de pacientes infectados com L. braziliensisestando a L. amazonensis pouco relacionada
com esta manifestacdo (BARRAL e cols., 1991). Produz lesdes que podem levar a destruicéo
extensiva e desfiguragdo das cavidades mucosas do nariz, boca e garganta (World Health

Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful.htm, acesso em

04/09/2005). Neste tipo da doenca as CM SP produzem uma quantidade muito maior de IFN-g

e TNF-a do que a observadana LCL (BACELLAR e cals., 2002).

¢) Leishmaniose Cutneo Difusa (LCD). E uma manifestacio rara no Brasil
sendo decorrente da infeccdo causada pela L. amazonensis (CARVALHO e cols., 1994,
COSTA e cals,, 1992). Nunca cura espontaneamente e tende a reincidéncia apds o tratamento

(World Health Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful .htm

acesso em 04/09/2005). As lesdes sdo nodulares, en grande nimero e disseminadas pelo
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corpo. (BITTENCOUR e cols, 1990). As céulas de pacientes com LCD apresentam
expressao ata de RNAm para IL-10 e IL-4 e baixa expressdo para IFN-g durante a fase ativa
da doenca. (BOMFIM e cols, 1996). A presenca das Ulceras e as deformacfes causadas por
estas doencas podem levar os pacientes ao desenvolvimento de sérios problemas sociais.

(World Health Organization, disponivel em http://www.who.int/tdr/disease/leish/deaful .htm

acesso em 04/09/2005).

d) Leishmaniose Disseminada (LD). E uma forma de leishmaniose recente no
Nordeste do Brasil, causada na maioria dos casos pela Leishmania brazilienss (CARVALHO
e cols., 1994). Pacientes com esta manifestacdo apresentam multiplas lesdes espalhadas pelo
corpo, que podem ser nodulares ou ulceradas (CARVALHO e cols,, 1994). Neste tipo da
doenca ocorre uma producdo baixa de IFN-ge TNF-a, no entanto esta producdo é maior que a

observadanaLCD (CARVALHO ecols., 1994).

As diferentes manifestagdes clinicas da leishmaniose dependem de complexas
interacOes que abrangem, desde a caracteristica infectiva da espécie de Leishmania sp. &éo

estado imunol égico do hospedeiro (PEARSON e cols., 1996).

1.4 Caracteristicas Gerais dos Neutr 6filos

Os polimorfonucleares neutrofilicos (PMN) sdo componentes do sistema imune
inato. S0 células atamente especidlizadas caracterizadas pelo nucleo multilobado e
citoplasma granular. Atuam na primeira linha de defesa contra infecgdes bacterianas e

fungicas (ZY CHLINSKY e cols, 2003). Sua origem é na medula 0ssea a partir de células
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tronco mieldides e sdo langados na circulagdo onde possuem uma meia vida curta (8-20 horas)

(EDWARD, 1994).

Apbs estimulos com mediadores inflamatorios, as células do tecido vascular
adjacente aos sitio de infeccdo expressam moléculas de P-selectina, que por sua vez ligam-se
a superficie do PMN, promovendo o rolamento das células. O endotélio estimulado por
citocinas secreta substancias ativadoras de PMN, como o Fator Estimulador de Plaquetas
(PAF), Interleucina-8 (IL8), os quais mobilizam as vesiculas secretorias dos PMN,
aumentando a interacdo com o endotélio, contribuindo @ sua migracéo (FAURSCHOU &
BORREGAARD, 2003). O tecido murino infectado por L. major aumenta a expressao de
quimiocinas como KC, uma quimiocina que € homoéloga a IL-8 em seres humanos, (MULLER
e cols., 2001) e também de MIP2, que sdo recrutadoras de neutrofilos (TEIXEIRA e cols,,
2006). Além do endotélio, alguns parasitas, como o protozo&rio Leishmania, sdo capazes de
atrair neutréfilos para o sitio de infeccdo pela secrecdo de fator quimiotétil (Leishmania
Chemotactic Factor, LCF) (ZANDBERGEN e cols., 2002). Muito da atividade quimiotética
da Leishmania foi devida a fracdo do LCF cujo tamanho esta entre 10 e 50 KDa
(ZANDBERGEN e cols.,, 2002). A Leishmania também é capaz de induzir a secrecdo de IL-8
pelos neutrdfilos, ampliando a sua capacidade quimiotética para os PMN (ZANDBERGEN e

cols,, 2002).

Os neutréfilos, assm como os macréfagos, sdo fagocitos profissionais e desta
forma eliminam patdgenos e restos celulares. Os fagocitos estdo equipados com receptores
especializados em reconhecer seus alvos, 0 que vai mediar a internalizagdo e destruicdo do

patogeno (LEE e cals., 2003).
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Quando os PMN encontram com um patdgeno, ocorre ativacdo dos seus
mecanismos microbicidas dependentes ou ndo de oxigénio. Os fagossomos nos PMN
adquirem atividade microbicida através da fusdo com vesiculas e granulos secretérios, que
contém um arsenal poderoso e diversificado de enzimas proteoliticas, peptideos microbicidas
assm como, proteinas ligadas a membrana FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). Sédo

reconhecidas quatro categorias de granul os neutrofilicos:

1- Gréanulos Primarios ou Azurofilicos: contém enzimas como a mieloperoxidase
(MPO), a-defensinas, proteina ligada a membrana (CD63) e serina proteases. A MPO reage
com 0 perdxido de hidrogénio induzindo a formacdo do &cido hipocloroso que ataca a
membrana do patdgeno. As a-defensinas sdo as maiores congtituintes deste granulo. Tém
atividade microbicida contra bactérias, fungos, virus envelopados e protozo&rios pela
formacdo de poros nas suas membranas. Além disso, induz quimiotaxia para células T CD4+ e
CD8+ e mondcitos, o que amplifica a resposta inflamatéria e providencia uma ponte entre a
imunidade inata e adaptativa. JA as serina proteases, como a proteinase 3, catepsinaG e
elastase, tém atividade proteolitica contra uma variedade de componentes da matriz
extracelular, ativacdo de células endoteliais, epiteliais, macrofagos, linfécitos e plaguetas
(FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). A elastase neutrofilica € importante na
estimulacdo de macréfagos para a producdo de citocinas. FADOK e cols, (2001)
demonstraram que o lisado de PMN induz a secrecdo de TNFa pelos macréfagos e que a

adicéo de anti-el astase inibe esta secrecéo.
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2- Granulos Secundarios ou Especificos. contém substancias como a lactoferrina
que apresenta atividade contra muitas bactérias Gram — positivas e negativas, pois impede o

Seu crescimento pelo sequiestro de ferro (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

3 Grénulos Terciarios ou Gelatinosos. contém gelatinases que tem a funcdo de
degradar a matriz extracelular durante o extravasamento e diapedese (FAURSCHOU &

BORREGAARD, 2003).

4- Vesiculas SecretOrias. contém uma reserva de receptores associados a
membrana, necessarios para as fases iniciais da resposta inflamatéria. Séo eles. bo-integrina,

CR1, fMLP-receptor, FogllIR e CD14 (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

1.5 Atividade Microbicida dos Neutr 6filos

Os neutrdfilos ativados apresentam modificacfes na expressdo génica que se
reflete na producéo de citocinas, quimiocinas e moléculas de superficie (ELLIS & BEAMAN,
2004). O tratamento de PMN com IFN-g diminui a secrecdo de IL-8 e aumenta ade TNF-a e
IL-1b, ou sga, o tratamento diminui a producdo de quimiocinas recrutadoras de PMN e
aumenta a secrecdo daguelas que atraem componentes da imunidade adquirida, como por
exemplo, IP-10, MIG e I-TAC todas quimioatraentes para células T ativadas (ELLIS &
BEAMAN, 2004). PMN estimulados com LPS, IL-12 e TNFa secretam baixos nivels de
IFN-g. No entanto, experimentos in vivo demonstraram a secrecdo de IFN-g pelos PMN
induzida por uma série de patdgenos como Nocardia aster6ides, Salmonella typhimurium,

Leishmania major e Plasmodiumberhel (ELLIS & BEAMAN, 2004).
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A fagocitose de Shigella flexneri pelos PMN ativa defesas independentes de
oxigénio. Ao ser fagocitada, a bactéria é destruida pela acéo da elastase neutrofilica derivada
dos granulos azurofilicos. Ja a Legionella pneumophila € morta pela acdo oxidante dirigida
pela MPO, enquanto que o fungo Histoplasma capsulatum € destruido por mecarnismos que

dependem de substancias como catepsina G e a -defensinas. (ALLEN e cols., 2003).

IFN-g derivado de PMN funciona para o controle do crescimento do parasita
Leishmania. Além disso, estimula a migracdo de células T e induz a secrecdo de citocinas
(VENUPRASAD e cols, 2003). Neste sistema a producdo de IFN-g envolve a ligacéo do

CD28 expresso na superficie dos PMN com B7 na superficie dos macréfagos infectados

(VENUPRASAD e cols,, 2002).

TNF-a é capaz de induzir a expressdo da Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS)
em macréfagos de camundongos C57BL/6 infetados com L. major, o que foi demonstrado
pelo bloqueio da expressdo de iNOS apés o tratamento destes camundongos com anti- TNF-a.
Entretanto o TNF-a ndo participa da indugéo de iINOS em PMN, uma vez que o tratamento
com anti-TNFa n&o bloqueia a expressédo de iINOS em PMN nestes mesmos camundongos

(FONSECA e cols, 2003). Isso indica um papel dos PMN no controle inicial da infeccéo

causada pela Leshmania major em camundongos C57BL/6 (FONSECA ecals., 2003).

Entretanto existem controvérsias quanto a participagdo dos neutréfilos no
processo de cura de animais infectados com Leishmania. ROUSSEAU e cols. (2001)
demonstraram a participagdo de PMN no controle inicial da infecgdo por L. infantum em

camundongos BALB/c que tiveram a carga parasitéria do baco aumentada quando PMN foram
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depletados destes camundongos. LIMA e cols. (1998) demonstraram gue tanto camundongos
resistentes quanto susceptiveis depletados de PMN e infectados com L major tinham aumento
na carga parasitéria na lesdo e no linfonodo. Entretanto, TACCHINI-COTIER e cols. (2000)
mostraram que BALB/c depletado de PMN apresenta uma lesdo menor que a observada no
controle. Os autores propuseram que os PMN, quando depletados, apresentam um papel
imunomodulatério durante a infeccdo por L. major inibindo a producdo inicial de IL-4.

(TACCHINI-COTIER e cols, 2000).

Outro mecanismo de morte de patdgenos induzido pelos PMN ocorre pela
formacéo de armadilhas extracelulares. Apds sua ativacdo, os PMN sdo capazes de produzir
estas armadilhas que degradam os fatores de viruléncia e matam bactérias, sdo as “Neutrophils
Extracelular Traps’ (NET). Nestas armadilhas, os neutréfilos liberam granulos de proteinas e
cromatina que juntos formam uma rede de fibras extracelular capazes de se ligar a bactérias.
Os “Traps’ foram encontrados in vivo em infecgdes como apendicite em seres humanos e

shigelose em coelhos (BRINKMANN e coals., 2004).

1. 6 Neutro6filose morte celular

Os neutrdéfilos sdo células que apresentam um curto ciclo de vida e entram em
apoptose, um processo critico para 0 sucesso da resolucdo da inflamacédo (SAVILL e cols,,
1995). Uma variedade de agentes pode modular a apoptose de neutrofilos e eles atuam através

de multiplos receptores e complexos caminhos de sinalizacdo (AKGUL e cols., 2001).
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A apoptose é um processo intensamente controlado de morte celular, que tem
importantes implicagdes no desenvolvimento, na defesa do hospedeiro e na regulacéo da

resposta imune (LEONARDO e cols., 1999; KRAMMER, 2000; SAVILL & FADOK, 2000).

Na apoptose, a célula retrai o citoplasma e grandes regifes de cromatina se
agregam e condensam, formando o nlcleo picnético. A membrana plasmatica permanece
integra e as organelas bem preservadas. Mais tardiamente, a célula pode se fragmentar,
originando os corpos apoptoticos. A clivagem do DNA na cromatina nuclear condensada em
células apoptdticas é um dos pardmetros bioquimicos caracteristicos, facilmente observado em

gel de agarose (STRASSER e cols, 2000).

A sinalizacéo para apoptose pode ser deflagrada por diversos estimulos. Existem
duas vias apoptoticas: uma que envolve a superfamilia dos receptores de morte, incluindo
receptor de TNFa e CD95 (Fas); e outra que passa pela mitocondria. Entretanto essas vias
convergem para uma maquinaria de execucdo de morte comum, com a ativagdo da enzima
efetora neste processo, a caspase-3 (HENGARTNER, 2000).

A fagocitose de células apoptdticas por macrofagos envolve o reconhecimento e
interacdo de uma série de receptores de superficie de ambas as células (SAVILL.& FADOK,
2000, LOPES e cols., 2000). Na célula apoptotica, a exposicao de fosfatidilserina no folheto
externo na membrana plasmética é reconhecida precocemente, como sinal para fagocitose
(HENGARTNER, 2000). O reconhecimento de neutréfilos apoptéticos envolve receptores de

ACAMPs (“apoptotic cell associated molecular patterns’) (FRANC e cols., 1999).
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Macréfagos e células dendriticas podem ser funcionalmente modificados apos a
interacdo com céulas apoptdticas, resultando em distintas respostas biologicas (LOPES e
cols., 2000). A fagocitose de células apoptdticas por macréfagos humanos induz mecanismos
antiinflamatdrios e supressores, associados a producéo de TGF-b, PGE, e PAF (FADOK e

cols., 1998).

Mecanismos supressores induzidos pela captacdo de células apoptéticas por
fagocitos profissionais tém sido sugeridos como estratégias de escape para alguns patégenos
intracelulares (LOPES e cols., 2000). A infeccdo por T. cruzi produz uma intensa morte
celular induzida por ativagdo (“Activation-Induced Cell Death” /AICD) de linfécitos T CD4
(LOPES e cols., 1995). O ambiente supressivo gerado pela fagocitose de células apoptéticas
induz a proliferacdo dos patdgenos nas células do hospedeiro, como acontece com Coxiella
burnetti (ZAMBONI e cols, 2003), HIV-1 (LIMA e cols, 2002), Trypanozoma cruz
(FREIRE-LIMA e cols., 2000) e Leishmania major (RIBEIRO-GOMES e cols., 2004). Outro
exemplo € a bactéria Fusobacterium nucleatum que induz apoptose em células mononucleares
e em PMN sugerindo um mecanismo para explicar a imunossupressdo na doenca periodontal

(JEWET ecols., 2000).

Recentemente, foi demonstrado que Leishmania major retarda, mas ndo impede a
apoptose espontanea dos PMN (AGA e cols, 2002). O mesmo grupo mostrou posteriormente

gue a Leishmania sobrevive no interior do PMN sob forma de promastigota sendo este PMN
infectado capaz de secretar MIP1b, recrutando assm mondcitos para o sitio de infeccéo.

(ZANDBERGEN e cols, 2004). Desta maneira os macrofagos poderiam mais tarde fagocitar
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o PMN infectado sem despertar suas atividades de defesa contra o parasita. Eles denominaram

este mecanismo de “Cavao de Tréia’ (LASKAY e cols., 2003).

PMN mortos e fagocitados por macrofagos apresentam dois comportamentos,
que dependem do gendtipo do hospedeiro (RIBEIRO-GOMES e cols, 2004). Em
camundongos BALB/c, susceptiveis a infeccdo por Leishmania major, a fagocitose de
neutréfilos apoptéticos leva a um aumento de sua carga parasitaria em um mecanismo

dependente da secrecdo de TGF-b e PGE,. Ja em camundongos C57BL/6 ocorre um evento
contrério, diminuicdo da carga parasitaria de maneira dependente de TNF-a e eastase

neutrofilica (RIBEIRO-GOMES e cals., 2004).

Na necrose, ao contrario da apoptose, existe grande aumento do volume celular,
levando a0 rompimento das organelas e da membrana plasmética, e consequente
extravasamento do contelido intracelular liberando uma série de enzimas hidroliticas, que
desencadeiam processos inflamatorios agudos (STRASSER e cals., 2000).

Células apoptaticas que ndo sdo removidas pelos fagécitos entram em um processo de
necrose secundaria com destruicdo da célula. (SAVILL e cols., 2002). Macréfagos que
fagocitem células neste estado liberam mediadores pro-inflamatorios. (SAVILL e cols., 2002).
Proteases dos granulos dos neutréfilos, principalmente a elastase neutrofilica (NE), tem a
capacidade para estimular a produgdo de MIP-2, IL-8, TNF-a e IL-10 por macrofagos
humanos (FADOK e cals., 2001).

TNF-a estd associado a resisténcia contra muitos patogenos. In vitro, TNF-a estd
envolvido na inducdo de Oxido nitrico que contribui para a atividade microbicida de

macrofagos contra L major (LIEW e cols,, 1990) e T cruz (SILVA e cals., 1995). A elastase
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neutrofilica também estd envolvida no trafico de leucdcitos, pois atera a atividade
quimiotatica associada ao endotélio (RAO e cols, 2004), principamente da CXCL 12 ou fator
a derivado de cdula estroma (DCF-1a) (Rao e cols 2004). Além disso, a NE e a catepsina G
sdo capazes de ativar a quimerina que € um fator quimioatraente para células apresentadoras

de antigeno (WITTAMER e cals., 2005).
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2. JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Tegumentar apresenta uma serie de manifestacfes clinicas que
dependem da resposta imune montada contra o parasita (CARVALHO e cols., 2005). Assim,
na L eishmaniose Tegumentar (Cuténea Localizada e Mucosa) ocorre alta producéo de IFN-ge
TNFa enquanto que na Leishmaniose Difusa observa-se baixa producéo, ou auséncia, de
mediadores pro-inflamatérios. (CARVALHO e cals., 2005).

Dados demonstrados anteriormente indicam que os PMN s&0 as primeiras células
a chegarem ao sitio de infecgdo. Entretanto, estas células apresentam um ciclo de vida muito
curto e logo entram em apoptose esponténea. Trabahos existentes na literatura tém
demonstrado que a remocado de células apoptdticas leva a secrecdo de substancias supressoras
da resposta imune. No entanto, efeito oposto € observado para a remogdo de células
necroticas. Portanto, torna-se relevante verificar o papel dos neutréfilos na infeccdo pela
Leishmania, como uma maneira de melhor entender a patogénese da doenca logo nos seus

momentos iniciais.

3. HIPOTESE
A presenca de neutréfilos apoptéticos e necréticos humanos aumenta e
diminui, respectivamente, a infeccdo de macréfagos humanos pela Leishmania

amazonensis
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4. OBJETIVOS
4.1 Geral
Investigar o papel da fagocitose dos neutréfilos humanos apoptéticos e

necroticos na infeccdo de macréfagos humanos por Leishmania amazonensis.

4.2 Especifico

4.2.1 Veificar a consequiéncia da ingestédo de neutréfilos humanos apoptéticos e

necroticos na infeccao e na carga parasitéria de macrofagos humanos por Leishmania.

4.2.2 ldentificar os mediadores liberados pelos macréfagos infectados apds a

fagocitose de neutrdéfilos apoptéticos e necréticos, tais como citocinas e PGED.

4.2.3 Verificar a participagdo dos intermediarios reativos de oxigénio (ROI) na
infeccdo pela Leishmania amazonensis nas co-culturas entre macréfagos e neutrofilos

apoptaoticos e necroticos
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5. MATERIAISE METODOS

5.1 Cultura de cdulas

Sangue de doadores normais foi obtido a partir de voluntarios do Hemocentro do
Estado da Bahia. Foram utilizados 18 doadores distribuidos da seguinte forma: 7 para os
experimentos com neutrofilos apoptoticos, 5 para os experimentos acm neutréfilos necréticos
4 para 0s experimentos com células controle Jurkat e 2 para os experimentos de mecanismo de
morte dos parasitas. Para obtencao dos neutréfilos humanos, o sangue coletado passou por um
gradiente com o meio Polymorphoprep (Robbins Sientific Corpporation, Sunnyale, CA). O
sangue foi centrifugado por 30 minutos a 300 X g em temperatura ambiente. Apds a
centrifugac@o, duas bandas de células sd0 detectaveis. A primeira banda é constituida de
células mononucleares e a segunda banda é formada por polimorfonucleares,
caracteristicamente neutrofilos. As células foram entdo coletadas e lavadas trés vezes com
salina, em temperatura ambiente por 10 minutos a 200 X g.

Os macrdéfagos humanos foram obtidos a partir do gradiente com o meio Ficoll-
Hypague (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), centrifugando-se por 30 minutos a 300 X g em
temperatura ambiente. Ap6s a centrifugagdo uma banda de células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) é visualizada. Estas células foram coletadas e lavadas trés vezes com salina
a4°C a 200 X g. As células foram ressuspensas em uma concentragio de 5 X 10° c&ulas/mL
em melo RPMI- 1640 (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Em seguida foram
plagueadas em placas de cultura de 24 pocos (Corning Incorporation, Costar, NY) contendo
no fundo uma laminula de 13 cm de diametro e incubadas a 37° C, 5% CO, por 30 minutos.
Céulas ndo aderentes foram removidas da placa e as células aderentes foram cultivadas em

meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Hyaclone, Ogden,
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Utha), 2 mM/mL de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 ng/mL de estreptomicina

(Gibco) por 7 dias.

5.2 Cultura deLeishmania einfeccdo dos macr 6fagos humanos
Promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/87/BA125) foram
cultivadas em melo DMEM (Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, California)
suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco), 2 mM/mL de L-glutamina,
100 U/mL de penicilinae 100 ng/mL de estreptomicina (Gibco) a 27°C até a fase estacionéria.
No sétimo dia de cultura, os macrofagos foram infectados com Leishmania amazonensis na
proporcao de 2:1 parasitas por célulaem meio RPMI 1640 a 37°C, 5% CO, por 4 horas. Apés

este periodo, os pogos foram lavados com salina para remover os parasitas extracelulares.

5.3 Obtencéao de neutr 6filos apoptéticos e necr Oticos

Os neutrdfilos obtidos apos o gradiente de centrifugacéo foram divididos em trés
partes. A primeira parte foi exposta a luz ultravioleta (245nm) por 10 minutos em meio RPMI
1640 sem soro. Apos este periodo, as células foram cultivadas por 2 horas em estufa a 37°C,
5% de CO,. Desta maneira foi obtido em media 70-80% de apoptose das células, a qua foi
verificada pela andlise por microscopia Optica de amostras citocentrifugadas das células onde
foi observada a condensacdo e em alguns casos a fragmentacdo do nlcleo multilobado
neutrofilo. Além disso, a apoptose também foi verificada pela marcagdo com anexinaV pela
citometria de fluxo. Foram consideradas apoptdticas as células que foram anexina V positivas

e Pl negativas, demonstrando que ndo havia rompimento da membrana das células testadas.
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Na segunda parte dos neutréfilos obtidos, foi induzida a necrose. As células
foram, congeladas em nitrogénio liquido e descongelados a 56°C. Este procedimento foi
repetido por 10 ciclos. A necrose foi testada por microscopia Optica onde todas as células
mostraram se lisadas.

A terceira parte dos neutrofilos congtitui 0 grupo das células viaveis e nédo
sofreram nenhum tratamento apGs o gradiente de separacdo. Para todas as condi¢Oes foi
utilizada a proporcéo de 3:1 neutréfilos por macréfago em um total de 15x10° neutréfilos por
POCoO.

Foi utilizada como controle a célula de linhagem linfocitaria Jurkat. Estas células
foram submetidas aos mesmos tratamentos experimentais que os neutréfilos para indugdo de

apoptose e Necrose.

5.4 Co-cultura entre macr 6fagos infectados e neutr ofilos viaveis, apoptoticos

e necr Gticos.

Macrofagos infectados foram co-incubados com neutrdfilos viavels, apoptoéticos
e necroticos em meio RPMI suplementado com 1% Nutridoma SP (Roche, Indianapalis, IN),
2 mM/mL de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 ng/mL de estreptomicina (Gibco)
por 72 horas. Apoés este periodo os pogos foram lavados com salina e as laminulas fixadas com
metanol por 20 minutos e coradas com Hematoxilina-Eosina. Para determinar a taxa de
infeccdo dos macréfagos foram contadas 400 células por condicdo e em duplicata de
laminulas. A carga parasitéria dos macrofagos foi determinada pela contagem do nimero de

amastigotas no interior de cada célula infectada encontrada na contagem de 400 células em

duplicata das laminulas nas diferentes condi¢oes testadas.
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Em aguns experimentos, os macréfagos infectados foram co-incubados com
neutréfilos apoptéticos e necréticos em presenca de anticorpos neutralizantes. 6 ng/mL of
anti-TGFb; humano - (R&D Systems, Minneapolis, MN), 6 ng/mL de antt TNFa humano
(R&D Systems, Minneapolis, MN), 6 mg/mL Isotipo controle IgG1 de camundongo purificado
(BD-Pharmingen), 50 ng/mL de anti- el astase neutrofilica humana (Calbiochem), 50 ng/mL de
controle anti-lgG de coelho (R&D systems Minneapolis, MN), 50 ng/mL de antipaina

(Sigma-Aldrich) e 1 mM/mL de Indometacina (Sigma-Aldrich).

5.5 Identificacdo de intermediarios reativos de oxigénio e 6xido nitrico

Nas co-culturas de macréfagos infectados e neutréfilos necréticos, foram
realizados testes para detectar a presenca de espécies redtivas de oxigénio e dxido nitrico. Foi
realizado o teste de Griess para deteccdo de Oxido nitrico nas culturas. Os experimentos foram
realizados em placas ce 96 pocos e fundo chato (NUNC Brand Products, DK). As solugdes
padroes de NaNO, (Sigma, St Louis MO USA) foram submetidas a diferentes diluicdes (1:2 -
100mM, 1:4 - 50mM, 1:8 - 25nM, 1:16 — 12,5mM, 1:32 — 6,25"M, 1:64 — 3,125nM, 1:128 —
1,6nM e 1:256 — 0,8rmM). Tanto os padrdes quanto o branco, foram preparados em RPMI com

10%SBF. Um volume final de 100nL destas solucbes foi dispensado por pogo. As outras

colunas foram reservadas para as amostras e cada poc¢o recebeu 100mL da mesma. Todos os
testes foram realizados em duplicata.

Apbs preparo da placa, 100nL de reagente de Griess (solucdo 1:1 de
Sulfanilamida 1% em CH3COOH 30% e N-(1-Naéfitil)etilenodiamina 0,1% em CHz;COOH

60%) (Sigma, St Louis MO USA), misturados imediatamente antes do uso, foram dispensados
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a cada poco, seguindo-se leitura em espectrofotdmetro (Emax microplate reader molecular
Devices, Sunnyvale, CA ), usando filtro de comprimento de onda de 560nm. Apenas os niveis
de nitrito foram mensurados.

Foi utilizado também 1 mM do inibidor da Oxido Nitrico Sintase (NOS), Ny
Nitro Larginina, L-NNA (Sigma), para verificar a participagdo do NO na morte dos parasitas
nas co-culturas entre macréfagos e neutrofilos necroticos.

Além do teste de Griess utilizamos a catalase, que degrada o perdxido de
hidrogénio, para verificar a participagdo de intermediarios reativos e oxigénio (ROI) na morte
da Leishmania pelos macréfagos. Foi adicionado na co-cultura, a0 mesmo tempo em que 0s
neutréfilos, 1000U/ mL de catalase (Sigma —Aldrich). Apos 72 horas os pogos foram lavados,
as laminulas coradas com Hematoxilina Eosina e a taxa de macrofagos infectados determinada

por microscopia Optica.

5.6 Analise estatistica.

A andlise estatistica foi realizada, utilizando-se o programa GraphPad-Prism 3.0
(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). As comparacdes foram feitas utilizando-se o teste
pareado e ndo paramétrico de Wilcoxon. As diferencas foram consideradas significativas

guando p< 0, 05.
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6. RESULTADOS

6.1 Interacdo entre neutrofilos apoptéticos, viaveis e necréticos com

macr 6fago humano infectado com Leishmania amazonensis
Para verificar o papel dos neutrdfilos (PMN) na infeccdo de macréfagos por L.

amazonensis, cultivamos os macréfagos em presenca de PMN viaveis, apoptéticos e
necréticos. Nossos resultados demonstram que em presenca de PMN apoptéticos ocorre um
aumento na taxa de infeccdo do macréfago (12,57 + 2,225 para 30,29 + 4,231, p<0,05)
(Fig. 1A) e também na sua carga parasitéria (34,0 + 4,583 para 116,4 + 24,98, p<0,05) (Fig.
1B) de forma significativa. Na presenca de PMN necrdéticos ocorre um efeito inverso, ha uma
diminuicéo da taxa de infecgcdo (12,57 + 2,225 para 6,429 + 2,760, p<0,05) (Fig. 1A) e da
carga parasitaria (34,0 + 4,583 para 14,57 + 6,949, p<0,05) (Fig. 1B) dos macréfagos. N&o
houve alteracdo na taxa de infeccéo (12,57 + 2,225 para 13,00 + 3,055) nem na carga
parasitéria (25,00+ 3,266) dos macrofagos em presenca dos PMN viéveis. Para verificar se 0s
efeitos observados acima foram devido a interacdo especifica entre macréfago e PMN,
realizamos 0s mesmos experimentos com as células de linhagem linfocitéria Jurkat. Os
resultados obtidos demonstram um aumento significativo na taxa de infeccdo dos macréfagos
na presenca de Jurkat necrética (11,75 + 6,344 para 42,25 + 15,65, p<0,05) e apenas uma
tendéncia de aumento desta infeccdo na presenca Jurkat apoptotica (11,75 + 6,344 para 28,50
+ 10,41). A carga parasitéaria dos macréfagos na presenca destas células demonstra uma
tendéncia de aumento, ndo sendo significativo (Fig 2A e B).

Os resultados demonstram, portanto, que a interagdo depende do tipo de célula

gue esta sendo fagocitada, 0 que sugere a captacdo dos corpos apoptoticos ou necroticos por
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diferentes receptores presentes na superficie dos macréfagos aém da participacdo de

diferentes mediadores liberados pelas duas linhagens celulares lisadas.



parasitas/ 100 macrofagos

% macrofagos infectados

40- p<0,05

Vv
_'_'_
301 Vv
20 i Y p<0.03
o AA
ED _‘_AA
101 = AA )
et
:o
n
2007 p<0,05
v
vy
100 ———
v
p<0.05
o |
a1 gk ..
&

n

o

® <99 »

Macréfago Infectado
PMN Viavel

PMN Apoptético
PMN Necrotico

Macrofago Infectado
PMN Viavel

PMN Apoptético
PMN Necrético

37

Figura 1: Efeito dos neutréfilos apoptéticos e necréticos na infecgdo de macrofago por

Leishmania amazonensis. Macréfagos foram infectados com Leishmania amazonensis na

propor¢do de 2 parasitas para cada célula por 4 horas. Apos este periodo, foi adicionado a

cultura 3 neutrdfilos para cada macréfago em diferentes condigdes: macréfago infectado

() macrofago infectado + PMN viavel (A ), macréfago infectado + PMN apoptdtico (V)

e macrofago infectado + PMN necrético (#). A culturafoi realizada sobre laminulas de 13

mm de didmetro por trés dias. Apos este periodo as laminulas foram fixadas em metanol

por 20 minutos e coradas com HE. A taxa de infeccdo (A) e o ndmero de

parasitas/100macrofagos (B) foram determinados por microscopia optica. n=7
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Figura 2: Efeito da célula Jurkat apoptética e necrética na infeccdo de macréfago por L.
amazonensis. Efeito das células Jurkat na taxa de infecgdo de macrofago (A) e no nimero
de parasitas/100macréfagos (B). Macréfagos foram infectados com Leishmania
amazonensis na proporcéo de 2 parasitas para cada célula por 4 horas. Apos este periodo,
foi adicionado a cultura 3 células Jurkat para cada macréfago em diferentes condigoes:
macrofago infectado (), macréfago infectado + Jurkat apoptética (A) e macrofago
infectado + Jurkat necrética (W).A cultura foi realizada sobre laminulas de 13 mm de
didmetro por trés dias. Apds este periodo as laminulas foram fixadas em metanol por 20
minutos e coradas com HE. A taxa de infeccdo e 0 nimero de parasitas/100macréfagos

foram determinados por microscopia Optica. n=4.
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6.2 Papel do TGF-b e PGE; nainteracao entre macr ofagos infectadose PMN
apoptatico.

Dados na literatura tém demonstrado que a fagocitose de células apoptdticas leva
a liberacdo de mediadores anti-inflamatdrios, que inibem a atividade dos macréfago, como
TGF-b e PGE, (FADOK e co0ls,1998). Para verificar se 0 aumento na taxa de infecgdo
observado na interagdo macréfago-PMN apoptético foi dependente de TGF-b, co-cultivamos
macrofagos infectados com Leishmania amazonensis na propor¢cdo de 2:1 e neutréfilos
apoptéticos, na presenca de anti-TGF-b humano. Como mostrado na figura 3, a adicdo do
anticorpo neutralizante reverte 0 aumento observado na taxa de infeccdo (51,29 + 30,82 para
8,286 + 4,030, p<0,05) (Fig. 3A), assim como a replicagdo do parasita (24,43 + 8,810 para
7,571 + 4,721, p< 0,05) (Fig. 3B) nos macréfagos que interagem com PMN apoptéticos de
formasignificativa.

Também foi avaliado o papel da PGE, neste processo. Neste caso, foi adicionado
a cultura de macroéfagos infectados e PMN apoptéticos, Indometacina, um inibidor daciclo
oxigenase (COX). Os resultados demonstram uma inibigdo no percentual da infeccdo dos
macrofagos (24,43 + 8,810 para 5,00 + 1,00, p<0,05) (Fig. 4A), assim como nha Sua carga
parasitaria (52,57 + 32,87 para 6,143 + 1,952, p<0,05) (Fig. 4B).

Desta forma ap6s a interacdo de PMN apoptéticos com receptores nos
macrofagos e sua posterior fagocitose, ocorre a liberacéo de mediadores antiinflamatorios que
inlbem o macréfago favorecendo o desenvolvimento do parasita. TGF-b produzido pela
interacdo entre macrofagos e células apoptdticas leva a atividade da ornitina descarboxilase
(ODC) a qua produz a putrescina a partir da ornitina, permitindo assim o crescimento do T

cruz no interior do macréfago (FREIRE-DE-LIMA e cols., 2000). A inibicdo da producdo de
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PGE, pela adi¢do de um inibidor da COX reverte o efeito das células apoptéticas sobre os

macrofagos (FADOK e cols., 1998).
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Figura 3: Efeito do TGFb nainfecgdo de macréfago. Macrofagos foram infectados com
Leishmania amazonensis na proporcéo de 2 parasitas para cada célula por 4 horas. Apos
este periodo, foi adicionado a cultura 3 neutréfilos para cada macréfago em diferentes
condi¢cdes. macrofago infectado (1) macréfago infectado + PMN apoptético (A ), com
adicdo de 6ng/mL de anti- TGFb (W) ou 6 ng/mL de controle 1gG de camundongo (V) A
cultura foi realizada sobre laminulas de 13 mm de didmetro por trés dias. Apos este
periodo as laminulas foram fixadas em metanol por 20 minutos e coradas com HE. A taxa
de infeccdo (A) e 0 nimero de parasitas’100macrofagos (B) foram determinados por

microscopia optica. n=7
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Figura 4: Efeto da PGE, na infeccdo de macréfagos. Macrofagos foram infectados com
Leishmania amazonensis na propor¢do de 2 parasitas para cada célula por 4 horas. Apos este
periodo, foi adicionado a cultura 3 neutrdfilos para cada macréfago em diferentes condicdes:
macrofago infectado (LJ) macrofago infectado + PMN apoptdtico (A), com adicdo de
1mM/mL de indometacina (V). A culturafoi realizada sobre laminulas de 13 mm de didmetro
por trés dias. ApOs este periodo as laminulas foram fixadas em metanol por 20 minutos e
coradas com HE. A taxa de infeccdo (A) e o niUmero de parasitas’100macréfagos (B) foram

determinados por microscopia optica. n=7
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6.3 Papel do TNF-a e Elastase Neutrofilica (NE) na interacdo entre
macr 6fago infectado e PM N necr 6tico.

Dados existentes na literatura tém demonstrado que a fagocitose de alguns tipos
de céulas necrdticas ou lisadas, levam a liberagdo de mediadores pré — inflamatorios, como
TNF-a, e ativam os macréfagos (SAVILL e cols., 2002; FADOK e cols., 2001). Para verificar
se esta citocina esta envolvida na diminuicéo dainfeccdo dos macrofagos na presenca de PMN
necrético, as culturas foram redizadas na presenca do anticorpo anti TNFa humano
(6ng/mL). Nestas condices, foi observado um aumento na infeccdo dos macrofagos (6,800 +
0,8367 para 24,60 + 4,506, p<0,05), mostrando a importancia do TNF-a para o controle da
mesma (Fig. 5). FADOK e cols. (2001), mostraram que a NE pode ser um indutor da
producéo de TNF-a pelos macréfagos humanos expostos a neutréfilos necroticos. Assim, foi
adicionada a cultura de macréfagos e PMN necrotico, anti-elastase neutrofilica humana. Como
resultado, observou se que a adicdo deste anticorpo nas culturas levou a um aumento na taxa
de infeccdo dos macréfagos pela Leishmania (6,800 + 0,8367 para 18,00 + 1,732, p< 0,05) e
também no nimero de amastigotas/100 macrofagos (8,833 + 1,722 para 27,00 + 7,043, p<
0,05) (Fig 6). Como um segundo controle do experimento, foi utilizada a antipaina que € um
inibidor inespecifico de serina proteases. Neste caso, observamos um discreto aumento na taxa
de infeccdo de macrofago que ndo foi significativo (6,800 + 0,8367 para 8,800 + 1,643). Desta
forma, nossos resultados sugerem que a destruicdo dos parasitas apOs a fagocitose de

neutrofilos necréticos esta relacionado a liberacéo de NE.
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Figura 5: Efeito do TNFa na infeccdo de macrofago. Macréfagos foram infectados com
Leishmania amazonensis na proporcéo de 2 parasitas para cada célula por 4 horas. Apos
este periodo, foi adicionado a cultura 3 neutrofilos para cada macréfago em diferentes
condigdes. macrofago infectado (L) macrofago infectado + PMN necrético (), com
adicdo de 6mgy/mL de anti TNFa (A) ou 6 ng/mL de IgG de camundongo (A ). A cultura
foi realizada sobre laminulas de 13 mm de diametro por trés dias. Apos este periodo as
laminulas foram fixadas em metanol por 20 minutos e coradas com HE. A taxa de infecgéo
(A) e o nimero de parasitas/100macréfagos (B) foram determinados por microscopia

Optica. n=5
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Figura 6: Efeito da elastase neutrofilica humana na infeccdo de macréfago. Macrofagos
foram infectados com Leishmania amazonensis na propor¢do de 2 parasitas para cada
célula por 4 horas. Apés este periodo, foi adicionado a cultura 3 neutréfilos para cada
macrofago em diferentes condigdes: macrofago infectado ([1) macrofago infectado + PMN
necrético (#), com adicdo de 50ngy/mL de anti elastase neutrofilica(v) ou 50 ng/mL de
anti 1gG de coelho(A) ou 50 ng/mL de antipaina @). A cultura foi realizada sobre
laminulas de 13 mm de didmetro por trés dias. Apos este periodo as laminulas foram
fixadas em metanol por 20 minutos e coradas com HE. A taxa de infeccéo (A) e o nlmero

de parasitas/100macroéfagos (B) foram determinados por microscopia optica. n=5
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6.4 Mecanismo de morte do parasita na interacdo macrofago infectado:
PMN necr 6tico.

Alguns trabalhos tém demonstrado que tanto a NE quanto o TNFa sdo capazes
de induzir os macrofagos a secretar espécies reativas de oxigénio (SPEER e coals., 1984; LIEW
e cols, 1990). Nas figuras 5 e 6 foi demonstrada uma reducdo na taxa de infeccdo dos
macrofagos na presenca de PMN necrético. Para verificar se esta diminuicdo foi devida a
producdo de éxido nitrico (NO), realizamos o teste de Griess no sobrenadante destas culturas
(Fig 7A). Nao houve diferenca na producdo de &xido nitrico nas diferentes condicbes
experimentais testadas (2,881 + 0,08238 para 2,735 + 0,2061). Para confirmar este resultado,
realizamos uma co-cultura entre macrofagos infectados e neutréfilos necroticos na presenca de
L- NNA, um inibidor da NOS. Os resultados demonstraram que ndo ha diferenca entre as
taxas de infeccdo na presenca ou auséncia de L-NNA (Fig. 7B). Isto sugere que a morte do
parasita ocorre por um mecanismo independente de NO.

Outro mecanismo responsavel pela destruicéo dos parasitas seria pela produgéo
de ROI. Assim adicionouse as culturas catalase, um inibidor do peréxido de hidrogénio,
simultaneamente com os PMN necréticos. Apos 72 horas, as laminulas foram lavadas e
coradas com HE e a taxa de infecgé@o determinada (Fig 7C). A adicdo da catalase induziu um
aumento na infeccdo dos macrofagos (34,00 + 2,828 para 56,50 + 2,121) sugerindo que 0
peréxido de hidrogénio (H20O,) esta envolvido na morte dos parasitas observada na presenca

de neutrdéfilos necréticos.
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Figura 7: Mecanismo de morte dos parasitas em presenca de PMN necrético. Macrofagos
foram infectados com Leishmania amazonensis na propor¢éo de 2 parasitas para cada
célula por 4 horas. Ap6s este periodo, foi adicionado a cultura 3 neutrdfilos necréticos para
cada macréfago A- Dosagem de Oxido nitrico no sobrenadante das co-culturas pelo
método de Griess B- Papel do NO na morte dos parasitas. Os macréfagos infectados foram
cultivados apenas em meio ou em presenca de PMN necroético com ou sem adicéo de ImM
de L-NNA. C Papd do ROI na morte dos parasitas. Os macrdfagos infectados foram
cultivados apenas em meio ou em presenca de PMN necrético com ou sem adicdo de
1000U/mL de catalase. Em B e C, as culturas foram realizadas sobre laminulas de 13 mm
de didmetro por trés dias. Apos este periodo as laminulas foram fixadas em metanol por 20
minutos e coradas com HE. A taxa de infeccdo foi determinada por microscopia Optica.

n=2
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7. DISCUSSAO

Dados da literatura tém demonstrado que o infiltrado neutrofilico ocorre 48-72
horas ap6s a infeccdo de camundongos por L. major ou L. amazonensis (POMPEU e cols,,
1991; GRIMALDI e cols, 1984). Alguns trabahos também mostraram a presenca de
neutrofilos na infecgdo crénica por Leishmania major e Leishmania braziliensis (POMPEU e
cols,, 1991; BEIL, 1992; MOURA e cols., 2005).

Os neutrdfilos, entretanto, apresentam um curto ciclo de vida e sdo
congtitutivamente programados para morte celular por apoptose (SAVILL e cols., 1995).
Neste caso, sdo removidos pelos macréfagos vizinhos ativados (SAVILL e cols., 1995). A
remocao de células apoptdticas pode suprimir ainflamagdo, modulando a invasdo e replicacéo
intracelular de parasitas, assim como arespostaimune (SAVILL e cols., 2000). A liberagdo de
mediadores antiinflamatérios suprime a producéo de substancias pré-inflamatérias (LOPES e
cols., 2000).

Nossos resultados mostraram um aumento na infeccdo de macréfagos pela
Leishmania amazonensis na presenca de neutrofilos apoptéticos em um mecanismo
dependente de TGF-b e PGE,. A fagocitose de células apoptdticas no sitio inflamatério
suprime a liberacdo de TNF-a (VOLL e cols, 1997; FADOK e cols., 1998) e induz a
liberacdo de TGF-by, PGE, e PAF por macrofagos humanos (FADOK e cals., 1998).

A fagocitose de linfocitos apoptéticos diminui a producdo de oxido nitrico e
aumenta o desenvolvimento de vactol os de replicacdo e consequentemente a carga bacteriana
nas culturas de macréfagos de camundongos infectados com Coxiella burnetii (ZAMBONI e
cols, 2003). Além disso, a fagocitose de linfacitos apoptéticos por macrofagos de

camundongos aumenta a infecgdo por T cruz. Esse aumento foi induzido pela liberacdo de
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TGF-b e PGE, e pela geracéo de poliaminas (FREIRE-DE LIMA e coals., 2000). Os autores
demonstraram que esses efeitos ocorreram através da interacdo da célula apoptética com o
receptor vitronectina expresso na superficie do macrofago (FREIRE-DE LIMA e cols., 2000).
Foi também demonstrado que a fagocitose de linfécitos apoptoticos aumenta a replicacdo vira
em macrofagos humanos infectados com HIV o que foi precedido da produgcdo de TGF-b
(LIMA e cols,, 2002). Estes trabalhos indicam gue a supressdo induzida pela fagocitose de
células apoptdticas favorece a infecgdo por diversos microorganismos intracel ulares.

O tratamento local com anti-TGF-b em camundongos C57BL/6 leva a uma
diminuicdo na carga parasitéria e cura mais rdpida em um mecanismo dependente da producéo
de NO, sem dteracdo no padréo da producéo de IL-4 e IFN-g (LI e cols, 1999). Ja o
tratamento com TGF-b promove o desenvolvimento de uma doenca mais severa em
camundongos infectados com Leishmania brasiliensis ou Leishmania amazonensis O
tratamento de camundongos suscetiveis BALB/c com anti-TGF-b promove um aumento da
resisténcia destes com aumento da producéo de IFN-g e diminuicdo da producdo de IL-4
(BARRAL-NETTO ecals, 1992).

A vacinacdo intramuscular de BALB/c com antigenos de Leishmania
amazonensis (a-Lam), mas ndo o de Leishmania brasiliensis (a-Lb) aumenta a suscetibilidade
para o desenvolvimento de L eishmaniose Cutanea, aumentando também a producéo de TGF-b
e IL-10 no linfonodo durante a resposta ao antigeno (PINHEIRO e cols., 2005). Também foi
demonstrado que o antigeno de L. amazonensis induz apoptose de células T CD§'
(PINHEIRO e cols, 2005). Neste trabalho os autores sugeriram que podem existir

componentes especificos da L. amazonensis que ativam a producéo de TGF-b o que aumentaa
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suscetibilidade individual agravando a doenca ap6s a vacinagdo com o antigeno (PINHEIRO e
cols., 2005).

Célula mononucleares do sangue periférico humanas, estimuladas com IL-12 em
presenca de PGE; ou dexametasona apresentam capacidade de producdo de IFN-g diminuida.
Isso acontece, pois a PGE, ou dexametasona diminuem a expressdo da cadeia B1 do receptor
IL-12 na superficie destas células, bem como a expressdo do RNAm da cadeia B2 do receptor
IL-12. A inibic&o observada ocorreu independentemente de IL-10, TGF-b elIL-4. As células
continuaram ndo responsivas mesmo apds um estimulo posterior com IL-12 exdgena (WU e
cols., 1998).

O TGF-b é requerido para a atividade da ODC (ornitina descarboxilase)
(FREIRE-DE LIMA e cols., 2000) e uma vez que a ODC da célula do hospedeiro e a
producdo da ornitina séo requeridas para a replicacéo intracelular de L. major (Iniesta e cols,,
2001), é possivel que as mesmas mudancas ocorram durante a fagocitose de neutrofilos
apoptéticos humanos por macréfagos infectados com L. amazonensis

Por outro lado, a infeccdo por L major em BALB/c e em C57BL/6 mostram
diferentes resultados na presenca de neutréfilos apoptéticos. A injecdo de neutréfilos
apoptoticos aumenta a replicagcdo de L major em BALB/c in vivo e previne o crescimento do
parasita en C57BL/6. Esse crescimento foi dependente da liberacéo de TGF-b e PGE; pelos
macrofagos e a morte observada em C57BL/6 foi dependente da liberacdo de TNFa e
elastase neutrofilica (NE) (RIBEIRO-GOMES e cols, 2004). Os autores sugeriram a
existéncia de dois tipos de PMN de acordo com o gendtipo do hospedeiro: tipo 1 parao PMN

derivado de BALB/c que induz um aumento na infeccdo de macréfagos pela liberagdo de
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TGF-b e PGE, e tipo 2 para PMN derivado de C57BL/6 que induz queda na infeccdo dos

macrofagos pela liberagdo de TNFa eNE.

Células dendriticas de camundongos BALB/c que fagocitaram célula apoptdticas
tiveram a producdo de IL-12 diminuida quando estimuladas com LPS. Isso levou a uma
diminuicdo da expresséo de CD86, e as células dendriticas apresentaram uma capacidade
reduzida na estimulacdo das células T. Todas estas mudancas, no entanto, foram
independentes da liberagdo das citocinas TGF-b elL-10 (STUART e cols., 2002). Entretanto a
interacdo entre células dendriticas e célul as apoptdticas ainda é controversa.

ROVERE e cols. (1998) demonstraram gue a interacdo entre corpos apoptoéticos e
células dendriticas induz a liberagdo de mediadores pré-inflamatorios como IL-1 e TNF-a e
aumenta a expressao de mol éculas co-estimulatérias. Essa diferenca de resposta existente entre
céulas dendriticas e macréfagos pode refletir o uso de diferentes receptores de
reconhecimento padréo (PRR), o que leva a caminhos distintos de sinalizac&o, levando a uma
producéo diferenciada de citocinas pelas duas linhagens celulares (ROVERE e cols., 1998;
VOLL ecols., 1997; FADOK e cols., 2000).

Os macrofagos podem se tornar ativados e liberar mediadores pré-inflamatérios
quando fagocitam células em necrose secundaria (SAVILL e cols, 2000). A necrose
secundaria € uma eventual desintegracdo das células que entraram em apoptose e ndo foram
retiradas por fagécitos (SAVILL e cols, 2002). Nossos resultados demonstraram que a
fagocitose de neutréfilos necréticos induzem uma reducdo na infeccdo causada pela L
amazonensis de macréfagos humanos, em um mecanismo dependente de TNF-a e elastase

neutrofilica
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O lisado de neutrdfilos tem a habilidade de estimular a producéo de MIP-2, [L-8,
TNF-a e IL-10 por macréfagos humanos (FADOK e cols., 2001). A adicdo de anti-elastase
reduz os efeitos pro-inflamatérios e o lisado de neutrdfilos passa a induzir o mesmo
comportamento observado nos macréfagos em presenca de células apotéticas (FADOK e
cols., 2001). Esses autores sugerem que as serino proteases, como a elastase, podem ser pré-
inflamatdrias por estimularem os macrofagos induzindo a producéo de citocinas. (FADOK e
cols,, 2001). TNF-a esta associado a resisténcia contra muitos patdgenos. In vitro, TNF-a esta
envolvido na inducdo de 6xido nitrico que contribui para atividade microbicida de macréfagos
contra L major (LIEW e cols, 1990) e T cruzi (SILVA e cols,, 1995). Muitos trabalhos
mostraram a importancia de TNF-a no controle de infeccOes induzidas pela L major (TITUS
e cols,, 1989; WILHELM e cals., 2001).

Elastase neutrofilica estd envolvida na injaria tecidua e na inflamacéo mediada
por neutrofilos (LEE e cols., 2001). Foi demonstrado que a elastase induz a producéo de IL-8
via ligacdo com TLR4 em céulas epiteliais (DEVANEY e cols., 2003), ativando e atraindo
mais neutrofilos para o sitio inflamatorio (WALSH e cols,, 2001). E também a maior
contribuidora para a inducdo de mediadores pro-inflamatérios e I1L-10 pelos macréfagos
(FADOK e cols., 2001). Foi demonstrado que a elastase neutrofilica liga-se especificamente
aos macrofagos e aumenta a producao de quimiocinas (ISLIHARA e cols., 1999). A elastase
pancredtica induz a producdo de TNF-a pelos macréfagos em um mecanismo dependente de
NFkB (JAFFRAY e cols., 2000).

Em fibroblastos humanos infectados com Toxoplasma gondii, foi caracterizado
um inibidor de serino protease TgPI-1. Este inibidor possui dominios inibitorios para tripsina,

elastase e quimiotripsina. E secretado dentro do vactolo parasitforo durante a fase de
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replicacdo deste parasita (MORRIS e cols., 2002). Os autores sugerem gue esta secregdo é um
mecanismo utilizado pelo parasita para escapar do sistemaimune.

Nossos resultados mostraram que neutréfilos necréticos presentes nas culturas
induzem uma diminuicdo da infeccdo causada pela L. amazonensis em macrofagos humanos.
Esse efeito foi abolido quando foi adicionado as culturas anti-elastase neutrofilica e anti- TNF
a, mostrando o papel da elastase e do TNFa naresolucéo dainfeccdo.

RIBEIRO-GOMES e cols. (2004), demonstraram que a neutralizacdo da NE ou
TNF-a induz os neutréfilos de C57BL/6 a se comportarem como os neutrofilos de BALB/c,
levando a exacerbac&o da replicacdo da Leishmania major nos macrofagos de C57BL/6 em
presenca de neutréfilos apoptéticos. Os autores sugerem que a via pro-inflamatéria em
C57BL/6 consegue superar a via de desativagdo dos macrofagos induzida pela remocdo das
células apoptdticas.

Alguns trabalhos tém demonstrado que a elastase neutrofilica (SPEER e cols.,,
1984) e TNF-a (LIEW e cals., 1990) induzem a producéo de éxido nitrico pelos macréfagos.
Camundongos deficientes em proteases neutrofilicas, mas normais quanto a ROI, séo
incapazes de resistir a infecgbes causadas por Saphilococus e Candida. As proteases ativadas
destroem os microorganismos (REEVES e cals., 2002).

Alguns trabalhos tém demonstrado a importancia do éxido nitrico no controle da
infecgdo causada pela Leishmania. Camundongos sem iNOS infectados com Leishmania
donovani n&o séo capazes de controlar a infeccdo (MURRAY e cols., 1999). Foi detectada a

presenca de NO em sobrenadante de culturas de macréfagos murinos infectados com

Leishmania chagasi, mas ndo em culturas de macréfagos humanos. (GANTT e cols., 2001).

Entretanto, observou-se a expressdo do RNAm e da proteina iNOS na medula 6ssea de
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pacientes com leishmaniose visceral. Além disso, foi detectado um aumento da proteinaiNOS
em macro6fagos humanos infectados com Leishmania chagasi in vitro na presenca de IFN-g
(GANTT e cols., 2001). Por outro lado, alguns trabalhos demonstraram a participacdo de NO
na resposta contra patdgenos intracelulares em macr6fagos humanos infectados com
Leishmania major (VOLDOWKIS e cols, 1995) e Mycobacterium tuberculosis
(NICHOLSON e cols,, 1996). Alguns trabalhos demonstraram que osniveis séricos de NO sdo
elevados (EREL e cols., 1999 e SERARSLAN e cols,, 2005), e também a atividade de SOD,
em pacientes com |leishmaniose cutanea (EREL e cols., 1999).

Neste trabaho verificamos 0 mecanismo e morte dos parasitas nas co-culturas de
macrofagos infectados e PMN necroticos. Avaliamos a producdo de NO pelo teste de Griess,
porém, ndo observamos diferencas na producdo de NO pelos macréfagos humanos infectados
com L. amazonensis na presenca ou auséncia de neutrofilos necroticos, sugerindo que a morte
dos parasitas foi mediada por outros mecanismos independentes da producdo de NO. Para
testar esta hipdtese adicionamos catalase na co-cultura de neutrofilos necroticos e macréfagos
infectados. Nossos resultados mostraram que a infecgéo dos macréfagos aumenta em presenca
da catalase, sugerindo que espécies reativas de oxigénio participam do controle da infeccéo
dos macréfagos pela Leishmania amazonensis, mas ndo o oxido nitrico. NOs sugerimos que
em presenca da catalase a via inibitéria da fagocitose comecga a atuar, anulando a acéo da via
inflamat6ria, induzindo os neutréfilos necréticos a um comportamento semelhante ao
observado com os neutrdfilos apoptoticos.

Macrofagos murinos e humanos produzem O, durante a fagocitose de

promastigotas de Leishmania opsonizadas, sendo estes radicais mais efetivos no controle dos

parasitas em seres humanos. (GANTT e cols., 2001). Intermediérios reativos de oxigénio sdo
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necessarios para induzir a ativagdo de NFkB em macrofagos que interagem com Leishmania

donovani (SINGH e coals.,, 2004). O NFkB em macrofagos, tem um importante papel na
regulacdo da resposta inflamatéria e na defesa do hospedeiro (GHOSH e cols., 1998;
BAEUERLE e cols., 1997)

RIBEIRO-GOMES e cols. (2004), mostraram que a diminuicdo na carga
parasitaria de macrofagos de C57BL/6 infectados com L. major foi independente de NO.
Entretanto, a adicdo de catalase levou a um aumento da infecgdo, sugerindo gque o controle do

parasita também foi dependente de espécies de oxigénio.
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8. CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho indicam que a infeccéo dos macrofagos
humanos pela Leishmania amazonensis € modulada em presenca de neutréfilos apoptéticos e
necroticos.

A modulacdo observada depende da liberacdo de mediadores que sdo antk
inflamatorios (TGFb e PGE,) em presenca de neutrofilos apoptéticos ou de mediadores que
s80 pro-inflamtdrios ( NE, TNF-a e ROI) em presenca de neutrdéfilos necrdticos.

Entretanto, mais estudos sao necessarios para o entendimento desta fase inicial da
resposta contra ainfeccdo causada pela Leishmania o que permitira o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas contra esta doenca.

9. PERSPECTIVAS

Trabahos na literatura mostram que PMN inflamatorios apoptoticos retirados de
camundongos que apresentam diferentes suscetibilidades a infeccdo por L. major induzem
comportamentos diferentes na infeccdo dos macréfagos (RIBEIRO-GOMES e cols., 2004).
Além disso, POMPEU, e cols. (2001) mostraram a existéncia de individuos que produzem
rapidamente |FN-g apés infecgdo com L. amazonensis, enquanto outro grupo de individuos
produzem IFN-g mais tardiamente. Assim, pretendemos verificar se PMN humanos
apoptdticos e necréticos inflamatérios também induzem comportamentos diferentes na
infeccdo de macréfagos audlogos por Leishmania e também na posterior ativacdo de

linfocitos humanos.
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Human macrophage infection by Leishmania amazonensis is modulated through of clearance of apoptotic or

necrotic human neutrophils
Lilian Afonso™?; Valéria Borges; Flavia Ribeiro Gomes’; George dos Reis’; AldinaBarral®*; Manoel Barral-Neto®*; Claudia Brodskyn®*®

Abstract
Neutrophils are programmed to wndergo apoptosis and provide the first line of defense against infections.

Macrophages uptake apoptotic cells releasing anti-inflammatory mediators. In the present study, we evaluated

the effect of human apoptotic and necrotic neutrophils on phagocytosis luman Leishmania amazonensis
infected macrophages. The results showed an increase on the frequency of macrophage infection by Leishmania
as well as its parasite burden in the presence of apoptotic neutrophils, but not in the presence of viable
neutrophil. We observed that this increase is dependent on TGF-beta and PGE, released by macrophages, since
the presence of anti TGF-beta and/or Indometacine abolished the effect observed. On the other hand, when

necrotic neutrophils were used, there was a reduction on the frequency of macrophage infection as well as its
parasite burden. This reduction was dependent on TNF-al pha and Neutrophilic Elastase (NE) release, since the
presence of anti TNF-alpha and/or anti-elastase abolished the effect observed. The control with Jurkat cell

showed an increase on the frequency of macrophage infection by Leishmania as well as their parasite burden in
the presence of apoptotic and necrotic cells. We did not observe differences in NO production by human
macrophages infected by L. amazonensis in presence or absence of necrotic neutrophils, suggesting that the
killing of parasite is mediated by other mechanism independent of NO production, but dependent on ROI, since
catalase inhibited the effect observed. Understanding this initial esponse against Leishmania amazonensis

parasiteisimportant to interfere in therapeutic and vaccine strategy.
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Introduction

Polymorphonuclear leukocyte (Neutrophil, PMN) are the first cells to be recruited to the site of
infection. PMN are important to control fungi, protozoan and bacterial infections, through oxidants and protease
dependent mechanisms (LEE, 2003; FAURSCHOSE, 2003). However, PMN have a short life-span and are

constitutively programmed to enter apoptosis, they are then removed by macrophages, accelerating the
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inflammation resolution (SAVILL, 1995). Apoptotic cells that are not removed, progress to a secondary necrosis
state (SAVILL, 1995). The phagocytosis of lysed PMN induces macrophage activation with TNF-a production
and neutrophilic elastase (NE) secretion (FADOK, 2001).

On the other hand, the clearance of apoptotic cells by macrophage releases anti-inflammatory mediators
like TGF-bl, PGE, and PAF that block macrophage activation (FADOK, 1998). This supressive environment
modulated by the uptake of apoptotic cells leads to an increase in pathogen replication in the host cell such as
Coxiella burnetti (ZAMBONI, 2003), HIV-1 (LIMA, 2002) and protozoa parasites such as Trypanozoma cruzi
(Freire-Lima, 2000) and Leishmania major (RIBEIRO-GOMES, 2004). The phagocytosis of apoptotic
lymphocytes by T. cruz - infected BALB/c macrophages increases the parasite burden through the production of
TGF-b, prostaglandin, nitric oxide and polyamine (FREIRE-LIMA, 2000). However, the uptake of apoptotic
inflammatory PMNs drives the host response in L mgjor infected-BALB/c and C57BL/6 mice is associated with
susceptibility or resistance to infection, respectively. Moreover, the leishmanicidal activity induced by PMNs in
C57BL/6 mice is dependent on neutrophilic elastase, reactive oxygen species and TNF-a production (RIBEIRC-
GOMES, 2004).

In the present study, we investigated the effect of apoptotic and necrotic human PMN phagocytosis by
macrophages during infection with Leishmania amazonensis. We observed that apoptotic, but not viable PMN
can increase parasite burden in a TGF- and prostaglandin dependent mechanism. On the other hand,
phagocytosis of necrotic PMN by L. Amazonensis- infected macrophages incrases its infection rate as well as its
parasite burden.. The inhibition of parasite replication by phagocytosis of necrotic cells is mediated by TNF-a
and neutrophilic elastase secretion. These findings could help the understanding the mechanisms regulating

innate immunity during the human infection by Leishmania

Materialsand Methods

Cell culture: Human blood was obtained from healthy volunteers from Hemocentro do Estado da Bahia, BA,
Brasil. Human neutrophils were isolated by centrifugation in PMN medium according to the manufacturer’s
instructions (Robbins Scientific). Briefly, the blood preparation was centrifuged for 30 min at 300 X g at room
temperature. PMNs were collected and washed three times at room temperature at 200 X g. PBMC were
isolated by passage over Ficoll-Hypaque gradients (Sigma-Aldrich). The blood preparation was centrifuged for
30 min at 300 X g at room temperature. PBMC were washed three times, ressuspended at concentration of 5X
10° cell per ml in RPMI- 1640 medium (Invitrogen), plated in 24- well tissue culture plate (Corning
Incorporation) and incubated at 37° C, 5% CGO, for 30 minutes. Non adherent cells were removed, and adherent
cells were cultured in  RPMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(Hyaclone) , 2 mM/ml L-glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 ng/ml streptomycin (all from Invitrogen) for 7

days.
Leishmania culture and macrophage Infection: Leishmania amazonensis (MHOM/BR/87/BA125)

promastigotes were cultured at 27 °C in DMEM medium (Invitrogen) supplemented with 10% SBF, 2 mM/ml L
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glutamine, 100 U/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin (all from Invitrogen). Macrophages were cultured in
glass coverslips and were infected with Leishmania amazonensis, at a ratio of 2:1 parasite to cell, for 4 hours.
Wells were then washed to remove extracellular parasites.

Obtantion of apoptotic and necrotic PMN: PMN apoptosis was induced by ultraviolet irradiation (245nm) for
10 min. Cells were then cultured in RPMI 1640 medium at 37°C, 5%CO, for 2 hours and used. With this method
we obtained 70-80% of apoptotic cells (assessed morphologically by light microscopy of stained
cytocentrifugated samples). To induce necrosis, PMN were submetted to10 cycles of freez and thaw. Necrosis
was assessed by light microscopy. Viable PMN were reserved to experimental control. All conditions were used
at ratio of 3:1, PMN to macrophage. The Jurkat cell were used to control of experiments. This cells were
submeted to similar conditions than neutrophils to induce apoptosis and necrosis.

Co-culture of infected macrophage with viable, apoptotic and necrotic neutrophils: Infected macrophages
were co-incubated with viable, apoptotic or necrotic neutrophils in RPMI medium supplemented with 1%
Nutridoma-SP (Roche), 2mM/ml L- glutamine, penicillin 100 U/ml, streptomycin 100ng/ml (al from
Invitrogen). Macrophages were cultured in glass coverslips and were harvested after 3 days, fixed with ethanol
and stained with Hematoxilin-Eosin (HE). Macrophage infection was determined by optical microscopy. In some
experiments, infected macrophages were co-cultured with apoptotic or necrotic neutrophils in the presence of

neutralizing antibody: 6 ng/ml of anti humanTGFb; (R&D Systems), 6 ng/ml of anti human-TNFa (R&D

Systems) or purified mouse 1gG1 isotype control (BD -Pharmingen). In some cultures, 50 ng/ml of anti-human
neutrophil elastase (Calbiochem) was added or anti-lgG rabbit control (50 mg/ml) (R&D Systems), 50ng/ml of
antipain (Sigma-Aldrich) or 1 mM/ml of Indomethacin (Sigma-Aldrich).

Mechanism of parasite killing: We tested for presence of the reactive oxygen intermediates in co-cultures of
infected macrophages and necrotic neutrophils. Nitric oxide production in the culture supernatant was evaluated
by Griess method, as described. To identify the reactive oxygen intermediates presence, was added to 1000U/mL
of catalase (Sigma) in the co-cultures of macrophages and neutrophils. After 72 hours, covers slips were stained
with HE and macrophage infection was determined by optical microscopy.

Statistical analysis: Statistical analysis was performed using Graphpad Prism 3.0 (Graphpad Software, CA)
using nonparametric Wilcoxon test. Differences were considered significant when p< 0, 05.

Results

Interaction with apoptotic or necrotic neutrophils leads to differences in human macrophage infection by
Leishmania amazonensis.
We cultured viable, apoptotic or necrotic neutrophils with Leishmania amazonensis- infected macrophages. As
shown in Fig A, the interaction of infected macrophages with apoptotic neutrophils significantly exacerbated
macrophage infection, while it did not have difference in the infection of macrophage in viable PMN presence.
However, the interaction with necrotic neutrophils decreased infection. Similar results were obtained when we

analyzed parasite burden (Fig 1B). We observed an significant increase in the number of parasites per 100
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macrophages in the co-culture with apoptotic neutrophils and a decrease in the co-culture with necrotic
neutrophils. To verify if this effect was dependent on specific interaction between macrophages and neutrophils,
we repeated these experiments with viable, apoptotic and necrotic Jurkat cells. We observed that the presence of
apoptotic or necrotic Jurkat cells increased both the macrophage infection rate and the parasite burden. (Figs1 C
and D).

Role TGF-b and PGE; during apoptotic neutrophil and infected macrophages interaction.
Studies in the literature have demonstrated that the phagocytosis of apoptotic cells leads to the release of anti-
inflammatory mediators, such as TGF-b and PGE,, which inhibit macrophage activity. To verify whether the
increase in infection, observed after apoptotic PMN phagocytosis by L. amazonensis- infected macrophages was
dependent on TGF-b, we cultured apoptotic neutrophils and infected macrophage with anti human- TGF
b antibody. As show in Fig.2, the addition of the neutralizing antibody decreased the infection (Fig 2A) aswell as
parasite replication (Fig 2B). We also evaluated the role of PGE,; in this phenomenon. We added Indomethacin, a
cicloxigenase inhibitor, to the co-culture of apoptotic PMN and infected macrophages. We observed an inhibition
in the infection rate (Fig. 3A) and in the number of parasites per infected cells (Fig. 3B).

Role of TNF-a and Neutrophilic Elastase during necrotic neutrophils and infected macrophages
interaction
Phagocytosis of lysed neutrophils stimulates TNF-a, 1L-10 and MIP2 production by macrophages (FADOK,

2001). To verify whether TNF-a was involved in the decrease of macrophage infection, in the presence of

necrotic neutrophil , we co-cultured macrophages and necrotic PMNs in the presence of anti human- TNF-a
antibody. We observed an increase in the infection rate, showing the importance of TNF-a in the control of
infection (Fig 4). Has been shown that neutrophilic el astase might be an inducer of TNFa production by human
macrophages exposed to lysed neutrophils. To test this hypothesis, we added anti human — elastase to the co-
cultures of macrophage plus necrotic PMN. We observed that the addition of anti human —neutrophilic elastase
led to asignificant increase in theinfection rate (Fig 5).
Mechanism of killing parasites is dependent on ROI.

Some reports showed that NE and TNFa are able to induce the production of reactive oxygen intermediates by
macrophages (LIEW, 1990; TITUS, 1989). We observed that TNFa and NE addition induced a decrease in
macrophage infection (Fig 4 e 5 ). To verify if this decrease was due to NO, we measured the nitric oxide
production in the supernatants of the culture by Griess method (Fig 6A). We did not observe any differencesin
the nitric oxide production in the culture. This fact suggests that the killing of parasites is mediate by an NO-
independent mechanism. To verify this hypotesis, we added catal ase to the co-culture at the same time of necrotic
PMN. After 72 hours, the cover slips were stained with HE and the infection ratio was determined. The catalase
induced an increase in macrophage infection (Fig 6B), suggesting that intermediate oxygen species (ROI) is a

responsible for parasite killing.
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Discussion

Neutrophils are the first cells to arrive at the site of infection. A neutrophil infiltrate was observed 48-72
hours after L major or L amazonensis infection of mice (Pompeu, 1991; GRIMALDI, 1984). Some reports also
show the presence of neutrophils in chronic infection by Leishmania major and Leishmania brazliensis
(POMPEU, 1991; BEIL, 1992; MOURA, 2005). However, neutrophils have a short life-span and are
constitutively programmed undergo cell death by apoptosis (SAVILL, 1995). They are then removed by activated
neighboring macrophages (SAVILL, 1995). Apoptosis was defined originally as a programmed or physiological
cell death that does not induce inflammation (SAVILL, 2002). Apoptotic cell removal might suppresses
inflammation, modulating the invasion and replication of intracellular parasites as well as immune responses
(SAVILL, 2000). The release of anti inflammatory mediators suppresses the production of pro inflammatory
substances (LOPES, 2000). In this report, we have investigated the role os phagocytosis of human apoptotic or
necrotic neutrophils by Leishmania amazonensis infected- macrophages.

Our results show an increase in macrophage infection by Leishmania amazonensis, in the prese oo Jf
apoptotic neutrophils, in a mechanism dependent on TGF-b and PGE.. Accordingly, phagocytosis of apoptotic
cells in the inflammatory site suppresses the release of TNF-a (VOLL, 1997; FADOK, 1998) and induces the
release of TGF-b,, PGE, and PAF by human macrophages (FADOK, 1998).

Suppression of pro-nflammatory cytokines release induced by the clearance of apoptotic cells might
favor the infection by microorganisms. Phagocytosis of the apoptotic lymphocytes decreases the production of
NO and increases the bacterial burden in mouse macrophages (ZAMBONI, 2003). In addition, the phagocytosis
of apoptotic lymphocytes by mouse macrophages increase T cruzi infection (FREIRE-DE LIMA 2000). This
increase was induced by TGF-b and PGE, release and by the generation of polyamines (FREIRE-DE LIMA,
2000). Treatment with anti TGF-b in C57BL/6 mice led to a decrease in parasite burden and healing in a NO
dependent- mechanism, without alteration in the pattern of 1L-4 and IFN -g production (L1, 1999). The presence of
apoptotic neutrophils increases the replication of L major in BALB/c micein vivo and this growth is dependent
ontherelease of TGF-band PGE, by macrophages (RIBEIRO-GOMES, 2004).

In contrast to apoptotic cells, the macrophage might become activated releasing pro inflammatory
mediators when they ingest cells in secondary necrosis (SAVILL, 2000). Our results show that necrotic PMN
induce a decrease in the infection human macrophage with Leishmnaia amazonensis in a mechanism dependent
on TNF-a and neutrophilic elastase.

Phagocytosis of lysed neutrophils has the ability to stimulate MIP-2, IL-8, TNF-a and IL-10 production
by human macrophages (FADOK, 2001). TNF-a is associated with the resistance against many pathogens. In
vitro, TNFa is involved in the induction of nitric oxide that contributes to microbicidal activity of macrophage
against L major (LIEW, 1990) and T cruzi (SILVA, 1995). Many reports show the importance of TNF-a in the
control of infection induced by L major (TITUS, 1989; WILHELM, 2001).

Neutrophilic elastase is implicated in tissue injury and inflammation mediated by neutrophils (LEE,

2001). Neutrophilic elastase is a major contributor to the induction of pro- inflammatory mediators as well as IL-



79

10 by macrophage (FADOK, 2001). It has been shows that neutrophilic elastase binds specifically to macrophage
and increases chemokynes production (ISHIHARA, 1999). The pancrestic elastase induces TNF-a production by
macrophage in a NFKB dependent-mechanism (JAFFRAY, 2000). Our results show that necrotic neutrophils
present in co-culture induce a decrease in L. amazonensis infection in human macrophages. This effect was
abolished when anti human neutrophilic elastase was added to the culture, sug gesting the role of neutrophilic
elastase in the resolution infection.

Neutrophilic elastase (SPEER, 1984) and TNF-a (LIEW, 1990) induce oxygen species production by
macrophages. Therefore, we verified nitric oxde (NO) participation in the killing parasite. We did not observe
any differences in NO production by human macrophage infected by L. amazonensis in the presence or absence
of necrotic neutrophils, suggesting that the killing of parasite is mediated by mechanism dependent of ROI
production. To test this hypothesis we added catalase, a HO, inhibitor, to the cultures of necrotic PMN plus L.
amazonensis infected- macrophage. Our results showed that macrophage ratio infection increase in the presence
of catalase, showing that reactive oxygen intermediates are involved in control of macrophage infection by
Leishmania amazonensis, but not NO

Reports have shown the importance of NO in the control of Leishmania infection in mice. MURRAY
(1999), showed that mice deficient in iINOS infected by Leishmanai donovani were not able to control infection.
However, NO production in humans infected with Leihsmnaia is controversal. Some reports showed the
participation of NO in response to intracellular pathogens such as L. najor. (VOULDOUKIS, 1995) and
Mycobacterium tuberculosis (NICHOLSON, 1996). HOWEVER et a., (2001) showed they NO production in
murine macrophages but not in human macrophages.

EREL et al. (1999) observed that plasma NO levels and erythrocyte SOD activities were higher, and that
catalase and GSH-Px (glutathione peroxidase) activities were lower in cutaneous leishmaniasis patients than in
healthy subjects. SERERSLAN et al. (2005) shows that serum level of SOD and GSH-Px activities was
significantly decrease in the CL patients. Significantly higher levels of serum NO were found in CL patients,
compared to controls and treated patients.

RIBEIRO-GOMES et al. (2004), showed that decrease in parasite burden observed in C57BL/6 infected
macrophage by L. major in the presence of apoptottic neutrophils is a NO-independent mechanism. However,
under same experimental conditions, addition of catalase led an increase of infection, suggesting that the parasite
control was dependent of ROI.

The understanding this early fase of Leishmania amazonensis infection, could contribute to

development of new terapeutical strategies against this desease, as well as vaccines approaches.



% macrofagos infectados

% infected macrophage

107

757

504

254

v = |eishmania
v )
4 viable PMN
—'-'-'— i
v v Apoptotic PMN
v <0.05+ + Necrotic PMN
AA
A
AAA *°ee
2o
.
p<0.05* | o Leishmania
v A Apoptotic Jurkat
v v Necrotic Jurkat
As

80

4 200_ * . .
S p0.05 o Leishmania
S . & Viable PMN
5 v v Apoptotic PMN
§ * Necrotic PMN
S 1004 -
v

)
ot p<0,05*
g -]
< i .
2 At 2

n M
7 o Leishmania
= 75 . Yy 4 Apoptotic Jurkat
?, A v ¥ Necrotic Jurkat
© v
E
g 50 at
-
8 .
‘%’ 25 o
8 =
(=%

>

Figure 1. Effect of apoptotic or necrotic neutrophil phagocytosis by macrophage infected withn Leishmania

amazonensis. A and B- Specific effect of apoptotic or necrotic neutrophils phagocytosis by macrophage.

Macrophages were infected with Leishmania amazonensis and cultured in medium alone (O) or with 3:1 viable

PMN (@), 3:1 apoptotic PMN (¢) and 3:1 necrotic PMN (I).Experiments were repeat 6 times. C and D effect

of apoptotic or necrotic Jurkat cells phagocytosis by macrophages. Macrophages were infected with Leishmania

amazonensis and cultured in medium alone (O) or with 3:1 viable Jurkat (@), 3:1 apoptotic Jurkat (¢ ) and 3:1

necrotic Jurkat @). Experiments were repeat 4 times. Monolayers were stained with HE and assessed for the

percentage of infected macrophage and for the parasite burden.
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Figure 2: Effect of TGFb in co-cultures of macrophage and apoptotic PMN. Macrophages were infected with
Leishmania amazonensis (2 parasite: 1cell) for 4 hours. Infected macrophages were cultured in medium alone ()
or with 3:1 apoptotic neutrophils (&), in the presence of anti-TGFb (V) or 1gG mouse control (V). Monolayers

were stained with HE and assessed for macrophage infection as well as for parasite number in100 macrophages.

Experiments were repeated 7 times.
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Figure 3: Effect of PGE,; in co-cultures of infected macrophage and apoptotic PMN. Macrophages were infected
with Leishmania amazonensis (2 parasite:1cell) for 4 hours. Infected macrophages were cultured with medium
alone ) or with 3:1 apoptotic neutrophils (A) in the presence indomethacin (¥). Monolayers were stained
with HE and assessed for macrophage infection as well as for parasite per macrophages. Experiemnts were

repeated 7 times.
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Figure 4: Effect of TNF-a in co-cultures of infected macrophage and necrotic PMN. Macrophages were infected

with Leishmania amazonensis (2 parasite:1cell) for 4 hours. Infected macrophages were cultured with medium

alone ) or with 3:1 necrotic neutrophil (®) in the presence of anti TNFa (A) or 1gG mouse control (A).

Monolayers were stained with HE and assessed for macrophage infection as well as for parasite number per 100

macrophages. Experiemnts were repeated 5 times.
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Figure 5: Effect of anti human-NE in co-cultures of infected macrophage and necrotic PMN. Macrophages were

infected with Leishmania amazonensis (2 parasite:1cell) for 4 hours. Infected macrophages were cultured with

medium alone [J) or with necrotic neutrophil (®) in the presence of anti human NE (V¥'), 1gG mouse control

(A) o antipain @). Monolayers were stained with HE and assessed for macrophage infection as well as for

parasite number per 100 macrophages. Experiemnts were repeated 5 times.
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Figure 6: Mechanism of parasites killing is dependent on ROI. Macrophage were infected with Leishmania
amazonensis for 4 hours. A - Detection of nitric oxide in co-cultured supernatant. B- Role of NO in paraite killing.
Infected macrophage were cultured alone or in the presence of necrotic neutrophil with or without L-NNA G
Role of ROI in parasite killing. Infected macrophage were cultured alone or in the presence of necrotic neutrophil
with or without catalase. B and G Monolayers were stained with HE and assessed for percentage of infected

macrophage. Experiments were repeated 2 times.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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