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Resumo

Modulacéo da infeccéo chagésica experimental por neutrofilos

Tatiana Luna Gomes da Silva

Orientadores: Célio Geraldo Freire de Lima (IBCCF) e Marise Nunes (FIOCRUZ).

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Neutréfilos sdo as primeiras células recrutadas para o local da inflamagdo. Neste
estudo, estudamos as consequéncias da interacdo de neutréfilos e macréfagos na infecgdo
experimental por T. cruzi (Dm28c) in vitro e in vivo. Co-culturas de neutréfilos apoptoticos
ou vidveis de camundongos BALB/c com macrofagos peritoneais infectados (BALB/c e
C57BL/6) resultaram no aumento da replicacdo dos parasitas e na producédo de IL-10, TGF-
4 e PGE,. O tratamento com anti- TGF & e inibidor de COX bloqueou a replicacdao do
parasita. Por outro lado, co-culturas de neutrofilos viaveis com macrofagos isolados de
camundongos C57BL/6 resultaram na diminui¢cdo do nimero de parasitas na cultura e
aumento da producdo de TNF-& e NO. A adicdo de anticorpo neutralizante anti- TNF-4,
PMSF, inibidor de elastase ou neutréfilos apoptoticos resultou na reversdo do efeito
microbicida do macréfago e no aumento da replicacdo parasitaria. A adi¢do de elastase em
macrofagos infectados previne a replicacdo dos parasitas. A adigdo de um inibidor seletivo
de iNOS previne a morte dos parasitas, sugerindo o papel do NO neste sistema. NOs
também avaliamos o0 aumento da migracéo de neutrofilos e a produgdo de IL-10, TGF-4 e
PGE no exudato peritoneal de camundongos BALB/c infectados com T. cruzi. Nossos
resultados mostraram que neutrofilos viaveis de camundongos C57BL/6, protegem contra
replicacdo do parasita por um mecanismo TNF-&, elastase e NO dependente. Este
mecanismo ndo depende de contato entre neutrofilos e macrofagos. Em adigdo, a
susceptibilidade de camundongos BALB/c na infeccdo pelo T. cruzi é mediada pelo
aumento do infiltrado de neutrofilos e a produgdo de IL-10, TGF-4 e PGE..

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, neutrofilos e macrofagos.

Rio de Janeiro/2007
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Abstract

Modulation of experimental T. cruzi infection by neutrophils

Tatiana Luna Gomes da Silva

Orientadores: Célio Geraldo Freire de Lima (IBCCF) e Marise Nunes (FIOCRUZ).

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao programa de P6s-graduacgdo em Ciéncias
Bioldgicas (Biofisica), Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade Federal
do Rio de Janeiro- UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo de
mestre em Ciéncias Bioldgicas.

Neutrophils are the first cells recruited to an inflammatory site. We studied the
inflammatory consequences of macrophages/neutrophils in an experimental T. cruzi
(Dm28c) infection. Co-culture of apoptotic neutrophils or viable neutrophils of BALB/c
with infected peritoneal macrophages of either BALB/c or C57BL/6 resulted in the release
of parasites, IL-10, TGF-b and PGE-2 production. Treatment with anti-TGF-b and a COX
inhibitor blocked the parasite replication. In contrast, co-culture of viable neutrophils with
macrophages isolated from C57BL/6 mice parasites and increased TNF-a production. The
addition of anti-TNF-a, PMSF, Elastase inhibitor or apoptotic neutrophils restored parasite
replication. The addition of Elastase in T. cruzi macrophages infected prevented parasites
replication. The addition of iINOS inhibitor prevented the killing of parasites by infected
C57BL/6 macrophages, suggesting a role for NO is our system. We also evaluated the
increase neutrophil infiltration and production TGF-b, IL-10 and PGE-2 in the peritoneal
exudates of T. cruzi infected BALB/c mice. Our results showed that viable neutrophils from
C57BL/6 mice protect against parasite replication through a TNF-a, protease (Elastase) and
NO-dependant  mechanism.  This  mechanism is does not adepend of
macrophages/neutrophils contact. Furthermore, the susceptibility of BALB/c mice to T.
cruzi infection is mediated by increase neutrophil infiltration and TGF-b, IL-10 and PGE,

production.

Key-Words: Trypanosoma cruzi, neutrophils and macrophages.
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Lista de abreviaturas

BHI — brain heart infusion

CD3 - complexo proteico ndo polimorfico associado ao TCR de células T
CD4 - cluster of differentiation antigen 4 (linfocito T auxiliar)

CD8 - cluster of differentiation antigen 8 (linfocito T citotoxico)

COX- Cicloxigenase

DMEM- Dulbecco’s Modificated of Eagle Medium

DO- Densidade otica

ELISA - (enzyme-linked immunosorbent assay)

FUNASA - Fundacéo nacional de saide

h -hora

HBSS - solucdo salina balanceada de Hank’s (Hank’s balanced salt solution)
I.p. — intraperitoneal.

IFN- - interferon gama (interferon gamma)

19G - imunoglobulina-G (immunoglobulin-G)

IL — interleucina (interleukin)

LPS - Lipopolissacarideo (lipopolisacharide) proveniente de membrana de bactérias
gram-positivas

NE- elastase neutrofilica

NETS — neutrophil extracelular traps

NO - Oxido nitrico

NSAID — Anti-inflamatério ndo esteroidais

°C — graus Celsius

ODC - Ornitina descarboxilase

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

PAF — Fator ativador de plaquetas (Platelet-activating factor )

PBS - solucdo de fosfato tamponada (phosphate buffer saline)
PBS/BSA - solucéo de fosfato tamponada / albumina bovina sérica )
PGE2 - prostaglandina-E2 (prostaglandin- E2)

pH - concentracdo hidrogenidnica

PMN- polimorfonuclear/neutrofilos

PMSEF- inibidor de protease — Phenylmethylsufonyl Fluoride

PS - fosfatidilserina

PSR - receptor de fosfatidilserina

TGF-b - transforming growth factor-b

TLR- recptores TOLL-LIKE

TNF-a - fator de crescimento tumoral - alfa (tumor necrosis factor alpha)
TNF-a R - Receptor fator de necrose tumoral - alfa (tumor necrosis factor alpha receptor)
TSP - trombospondina

VnR (CD51/CD61) - receptor de vitronectina

Mg - micrograma

pl-microlitro
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Introducao

1.1 Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas

Em 1909, Carlos Chagas observou ao microscopio um flagelado que denominou
Schizotrypanun identificando-o como o0 agente etiolégico de uma nova doenca, a
Tripanosomiase Americana ou doenca de Chagas. Além disso, Carlos Chagas também
descreveu seu ciclo de vida, o vetor, o reservatorio silvestre assim como a patologia
causada por este parasita. (Chagas, 1924).

A doenca de Chagas € causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi,
pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Tripanosomatidae (Rey, 2000). Esta doenga
tem carater endémico na América Latina (Fig 1) e estima-se que 13 milhdes de pessoas
estejam infectadas e cerca de 100 milhGes estejam expostas ao risco de infeccdo (WHO,
2005).No Brasil a incidéncia anual € de 200.000 novos casos e de 3 a 5 milhdes de

infectados onde, 50 mil morrem a cada ano (FUNASA, 2006).

Bl Aveas endémicas

Figural: distribuicdo geografica da doenca de Chagas (WHO, 1996)
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O T. cruzi é transmitido por diversas espécies de Triatomineos, insetos hematofagos
pertencentes a familia Reduviidae que, no momento do repasto sanguineo, eliminam
juntamente com as fezes as formas tripomastigotas metaciclicas que sdo altamente
infectivas para os vertebrados. A transmissdo também pode ocorrer por transfusdo de
sangue, transplante de drgaos, transmissdo congénita, pela ingestdo de alimentos infectados
ou por acidentes laboratoriais (Prata et al., 1994) .

O T. cruzi é um parasita capaz de infectar diferentes tipos celulares no hospedeiro
mamifero, apresentando um tropismo por células do sistema fagocitico mononuclear e
células musculares, principalmente musculos cardiaco e liso (Brener et. al., 2000; Tyler &
Engman, 2001). Logo apds o processo de infecgdo, as formas tripomastigotas permanecem
no vacuolo parasitéforo até que ocorra a formacdo do fagolisossoma, sua lise e a chegada
ao citoplasma. No citoplasma, os tripomastigotas diferenciam-se em formas amastigotas e
se multiplicam por fissdo binaria no interior das células. Ao atingir certa densidade, as
amastigotas diferenciam-se em tripomastigotas que rompem as células parasitadas, podendo
infectar outras células vizinhas e se propagar a outros tecidos e 6rgaos do hospedeiro por
via hematogénica e/ou linfatica. O inseto vetor ao sugar o sangue de um vertebrado
infectado, ingere tripomastigotas sanguineos, que no inseto encontram condicfes favoraveis
para diferenciar-se em epimastigotas, que sdo formas de multiplicacdo ativa. Os
epimastigotas migram para o intestino posterior do inseto Triatomineo onde se transformam
em tripomastigotas com capacidade infectiva. Por serem as formas finais do ciclo no inseto,
sdo conhecidos como tripomastigotas metaciclicos (Fig 2) (Brener et. al., 2000; Tyler &

Engman, 2001).
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MNo intestinoe do barbeiro

Fonnus epimastigota ——. Tripomastigotas metackclicos, que sio

., Setransformam em eliminados com as fezes do barbeiro 2 tripomastigotas
£ > metaciclicns entram
i <:- naz oflulas do hospedaro
= vertebrado ¢ se
Tripomasiigoias sanguineos pc——] Amasdgotas, que se
} . g oo . iransformam em
podem ser mgeridos pelo barbeiro dividem muitas veres
quando este se alimenta do sangue ¢ voltam a se transfonmar
de wma pesson infectada ein ripomastigobas, que

ciem na cormrente sangines

No homem

Figura 2: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (www.fiocruz.br, 2007)

Os tripomastigotas metaciclicos infectam células e causam uma intensa inflamacéo
local. Se a infeccdo for localizada na Orbita ocular, ocorre a formagdo de um edema
inflamatorio conhecido como sinal de Romana ; se acontecer na pele provoca uma intensa
resposta inflamatoria chamada Chagoma (Romafia, 1943; Bijosvsky & Milder, 1988;
Andrade, 1991). O processo inflamatorio persiste por cerca de 40 dias e aparece quando ,
além da picada, ocorre a inoculacéo do parasita.

A reacdo inflamatdria tem um papel fundamental na patogenia da doenca e
desencadeia focos necréticos apos a ruptura das células infectadas. Quando a infeccdo nao
se sucede de Obito, todo o processo inflamatorio regredird progressivamente, em paralelo
com a diminuicdo da parasitemia e com o aumento da concentracdo de anticorpos (Brener

et. al., 2000).
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As formas da doenca, aguda e cronica, sdo muito variaveis. Sdo fatores de grande
risco: a baixa idade e a imunossupressdo. A infeccdo aguda aparece 8-10 dias apds o
contagio, dura de alguns dias até 8 semanas, e extingue-se espontaneamente. Comeca com
febre alta, continua (2 a 5 dias), dores generalizadas, figado, baco e ganglios linfaticos
(inguas) aumentados; taquicardia, miocardite, e outros sintomas. O chagoma, inchaco na
pele em qualquer lugar do corpo, e o sinal de Romafia, inchago em um dos olhos, que
indicam o ponto de entrada do parasita, selam o diagnostico. Note-se, porém, que podem
faltar alguns ou todos os sintomas: o individuo pode ndo ter nenhuma suspeita de ter-se
infectado. Na fase aguda sdo destruidos os ganglios parassimpaticos que controlam parte da
atividade do coracdo e do aparelho digestivo. A extensdo dessas lesdes irreversiveis
depende da carga parasitaria, do estado do paciente e de outros fatores, e determina o curso

da doenca. As formas nervosas, aguda e cronica, sdo mais raras (www.saude.gov.br).

Quando devidamente tratado, o paciente com doenga de Chagas pode curar-se em
proporcdes que variam entre 30 e 90% (Andrade, 1991).
A prevencdo consiste em manter a moradia livre do barbeiro; proteger alimentos

que deixem qualquer duvida sobre sua possivel contaminagao (www.saude.gov.br).
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A resposta imune na Doenca de Chagas é extremamente ampla e vem sendo pouco
investigada. Resumidamente, é constituida de hipersensibilidade celular no sitio de entrada
e de reagdo inespecifica inicial, através de macrofagos e neutrofilos. (Andrade, 2000). A
formacdo de anticorpos especificos da classe IgM é relativamente precoce, iniciando-se ao
fim da primeira semana e mantendo niveis altos durante toda a fase aguda, o que pode
ajudar no diagndstico. A nivel celular, a infeccdo pelo T. cruzi resulta basicamente em
ativacdo policlonal linfocitaria. A invasdo de macréfagos do hospedeiro por tripomastigotas
inicia a resposta inata pelo recrutamento e ativacdo de células NK e linfocitos T,
envolvendo a secrecdo de interleucina 12 e fator de necrose tumoral pelos macréfagos. Ja
as células NK atuam sobre os macrdfagos, induzindo a producdo de Oxido Nitrico e a
eliminagdo de formas intracelulares do parasito (Andrade, 2000). Experimentalmente,
animais com deficiéncia na maturacao de linfocitos T e B desenvolvem a imunidade inata,
mas ndo a adquirida. Por sua vez, animais deficientes em linfocitos T CD4 e T CD8 seréo
muito mais suscetiveis a infeccdo pelo T.cruzi, apresentando alta mortalidade e parasitemia
(Andrade, 2000).

A resposta imune ao T. cruzi e 0s mecanismos de injuria cardiaca tem sido bem
demonstrados (Dos Reis et. al., 2005). A infeccdo pelo T.cruzi é dificil de ser eliminada
pelo sistema imune. O parasita persiste em dependéncia de diversos fatores, como: aumento
de moléculas que induzem supresséo de células T , a ativacdo policlonal de linfécitos e a

apoptose de células do hospedeiro (Dos Reis et al, 2005).
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A ativacéo e diferenciagdo de células TCD4+ e TDC8+ efetoras € requerida para o
controle da infeccdo. Células dendriticas possuem um papel central na resposta imune,
capturando e apresentando antigenos para células T naive. Mas, a infeccdo pelo T.cruzi
produz uma mistura de respostas “T Helper” (Thl/Th2) e é, o balanco Th1/Th2 que
determina a resisténcia ou susceptibilidade (Dos Reis et al, 2005).

Martins e colaboradores demonstraram que, bloqueando o CTLA-4 (que é um
receptor de alta afinidade para moléculas B7 presentes em células T) com anticorpo
especifico, ha um aumento da producdo de IFN- e NO por esplendcitos e aumento da
resisténcia a infeccdo pelo T.cruzi (Martins et al., 2004). Assim, a a co-estimulagdo pelo
CTLA-4 inibe a resposta imune ao T. cruzi e a ativagdo convencional de células T
(Salomon et al., 2001).

O T.cruzi expressa diferentes moléculas que funcionam como ligantes de TLR (Toll
like receptor). Os receptores do tipo TLR sdo receptores transmenbrana conservados
evolutivamente que atuam como receptores de sinalizagdo. Estes estdo presentes em
fagocitos do sistema imune inato. A mucina GPl-ancorada ativa macréfagos, via TLR-2
(Campos et al., 2001), GIPLs interagem com TLR-4 (Oliveira , 2004) e DNA como ligante

para TLR-9 (Shoda, et al., 2001).


http://www.pdfdesk.com

Durante este trabalho tivemos a oportunidade de estudar duas linhagens de
camundongos isogénicos, Balb/c e C57BI/6, e avaliar o envolvimento dos neutrofilos na
infeccdo chagasica experimental, acarretada por uma cepa monoclonal de T cruzi
(DM28C), que é uma cepa amplamente utilizada para estudos imunoldgicos por ter um
perfil conhecido e ndo apresentar mortalidade.

Camundongos de linhagens isogénicas vém sendo utilizados como excelentes
modelos para o estudo da doenca de Chagas experimental, pois, esses animais apresentam
parasitemia e desenvolvem lesdes teciduais bem definidas, como a miocardite. O modelo
murino da infeccdo pelo T cruzi tem sido utilizado com as mais diversas finalidades e, a
principal preocupacédo é caracterizar os fatores que podem influenciar o curso da infeccéo
(Roggero etal.; 2002) .

Diferentes camundongos desenvolvem uma infec¢do que varia de acordo com a
cepa do parasita, o inoculo, a idade e a resisténcia, tanto natural quanto adquirida pelo
animal . Um grupo estudou a susceptibilidade de camundongos de diferentes linhagens
isogénicas a infecgdo pelo T.cruzi .Nesses estudos observaram que camundongos C3H/He
apresentaram maior susceptibilidade, os camundongos Balb/c média susceptibilidade e os
camundongos C57BI/6 apresentam baixa susceptibilidade. Atualmente sabe-se que o perfil
susceptibilidade/resisténcia na infecgdo experimental pelo T.cruzi pode variar em uma
mesma linhagem de camundongos e isso dependera da cepa do parasita que o animal fora
infectado. Alguns autores tém demonstrado que as diferentes linhagens, séo
equivalentemente susceptiveis para a cepa peruana, com o C57BI/6 mais resistente para
cepa colombiana (Andrade et al.; 1985). Porém, trabalhos recentes indicam uma maior

susceptibilidade do C57BI/6 para a cepa Tulahuén (Silva et al.; 1992). E importante


http://www.pdfdesk.com

ressaltar que o curso da infeccdo dependera de fatores genéticos do parasita e do proprio

hospeiro; ainda podemos incluir fatores imunoldgicos (Abel & Dessein, 1997).

1.2 Os neutrdfilos e a resposta imune inata

Os neutrofilos sdo células do sistema imune inato e compdem mais de 60 % dos
leucocitos da circulagdo e mais de 90% dos fagodcitos circulantes. Essas células sdo as
primeiras a chegar ao sitio da infeccdo, sendo consideradas componentes essenciais do
sistema imune inato (Yamamoto & Sasada, 1999).

Os neutrofilos sdo produzidos na medula 6ssea e & medida que a célula amadurece
ha redugdo na dimensdo do ndcleo com aumento da condensacdo da cromatina
acompanhada de modificagbes da forma celular. Também ocorrem modificacbes nas
granulages citoplasmaticas e variacGes na expressdo de receptores da superficie celular. O
processo de proliferacdo e diferenciacéo leva aproximadamente 14 dias, sendo produzidas,
em média, 10° a 10" células por dia. Na circulago, os neutréfilos tém uma vida média
curta, de 6 a 10 horas, apés esse periodo, os neutréfilos sofrem apoptose espontanea (Ley,
2002).

Apesar de sua rapida renovacdo, o nimero de neutréfilos humanos € relativamente
estavel, entre 30.000 a 40.000 neutréfilos/mm? de sangue total (Ley, 2002).

Quando os neutréfilos encontram com um patdgeno, ocorre a ativacdo dos seus
mecanismos microbicidas dependentes ou ndo de oxigénio. Os fagossomos dos neutrofilos

adquirem atividade microbicida através da fusdo com vesiculas e granulos secretérios, que
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contétm um arsenal poderoso e diversificado de enzimas proteoliticas, peptideos
microbicidas, assim como proteinas ligadas a membrana (Faurschou & Borregaard, 2003).
Sdo conhecidas quatro categorias de granulos neutrofilicos: 1. Granulo primario
ou azurofilico: contém enzimas como mieloperoxidase (MPO), & — defensinas, proteina
ligada a membrana (CD63) e serino proteases. A MPO reage com o perdxido de hidrogénio
induzindo a formacgdo do &cido hipocloroso que ataca a membrana do patdgeno. As & —
defensinas sdo as maiores constituintes deste granulo. Tém atividade microbicida contra
bactérias, fungos, virus envelopados e protozoarios por formarem poros na membrana
desses microorganismos. Além disso, induzem quimiotaxia para células T e mondcitos, o
que amplifica a resposta inflamatoria, gerando uma ponte entre a imunidade inata e
adaptativa. J& as serino proteases, como a proteina G, catepsina e elastase, tém atividade
proteolitica contra uma variedade de componentes da matriz extracelular, ativagdo de
células endoteliais, epiteliais, macrofagos, linfocitos e plaquetas (Faurschou & Borregaard,
2003). A elastase neutrofilica é importante na estimulagdo de macrofagos para producao de
citocinas, visto que, o lisado de neutrofilos induz secrecdo de TNF-a pelos macrofagos e
que a adicdo de anticorpo anti-elastase inibe esta secrecdo (Fadok et al., 2001); 2. Granulo
secundario ou especifico: contém substancias como a lactoferrina, que apresenta atividade
contra muitas bactérias Gram-positivas e negativas, pois impede seu crescimento pelo
sequestro de ferro (Faurschou & Borregaard, 2003); 3. Granulos Terciarios ou
gelatinosos : contém gelatinases que tem a funcéo de degradar a matriz extracelular durante
0 extravasamento e diapedese (Faurschou & Borregaard, 2003). 4. Vesiculas secretorias:

contém uma reserva de receptores associados @ membrana , como &, — integrina, CR1,
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receptor-fLMP, FCAllIIR, CD14 , que sdo necessarias para as fases iniciais da resposta
inflamatoria (Faurschou & Borregaard, 2003).

Em adicdo as atividades intracelulares das serino proteases neutrofilicas, estas
livres, na forma de NETs (neutrophil extracelular traps), se ligam a bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas.

Estes NETs permitem que neutrofilos liberem altas concentragdes de serino
proteases, que degradam fatores de viruléncia e matam bactérias extracelulares ( Nathan,
2006).

Além da atividade microbicida dos granulos secretores, os neutréfilos quando
ativados geram sinais quimiotaticos que atraem mondcitos, células dendriticas, linfocitos, e
atuam sobre os macréfagos para predominancia do estagio pro- ou antiinflamatorio
(Nathan, 2006) .

Durante a fagocitose, os neutrofilos liberam uma variedade de espécies reativas de
oxigénio (ROS), incluindo o ion superéxido (O;), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o
oxido nitrico (NO). A ligacao de varios agonistas a seus receptores especificos aciona uma
cascata que ativa a enzima NAPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfati-oxidase),
que oxida o NADPH e, neste processo, reduz o oxigénio em ion superoxido e em seguida ,

0 superdxido € convertido em peroxido de hidrogénio (Nathan, 2006).
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1.3 Neutrdfilos e doencas infecciosas

Quando ativados os neutrdfilos, apresentam modificacGes na producédo de citocinas,
quimiocinas e na expressdo de moléculas de superficie. O tratamento de neutréfilos com
IFN- diminui a secrecdo de IL-8 e aumenta a de TNF-a e IL-14, diminuindo a produc¢éo
de quimiocinas recrutadoras de neutrofilos e aumentando a secre¢cdo de citocinas que
finalizam a resposta inflamatdria (Ellis & Beaman, 2004).

Neutréfilos estimulados in vitro com LPS, IL-12 e TNF-a secretam pouco IFN- .
Entretanto, experimentos in vivo demonstraram a secrecdo de IFN- pelos neutrofilos
induzida por uma série de patégenos como Nocardia asterdides, Salmonella tryphimurium,
Leishmania major e Plasmodium berghei (Ellis & Beaman, 2004).

A fagocitose de Shiguella flexneri pelos neutrofilos ativa defesas independentes de
oxigénio. Ao ser fagocitada, a bactéria é destruida pela acdo da elastase neutrofilica
derivada dos granulos azurofilicos. A Legionella pneumophila é morta pela a¢cdo oxidante
dirigida pela mieloperoxidase, enquanto que o fungo Histoplasma capsulatum é destruido
por mecanismos que dependem de substancias como catepsina G e a-defensinas (Allen et
al,2003).

TNF-& é capaz de induzir a expressdo de Oxido nitrico sintase (iNOS) em
macrofagos, o que é importante no controle inicial da infeccdo causada pela Leishmania
major em camundongos C57BL/6 (Fonseca et al, 2003).

Neutréfilos também contribuem para o desenvolvimento de lesdes em

camundongos BALB/c infectados com Leishmania major, onde a deplecdo dos neutrofilos
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foi suficiente para inibir o desenvolvimento de uma resposta TH2 (Tacchini-Cottier et al.,
2000).

Co-culturas de neutrofilos exarcebam o crescimento de Leishmania major em
macrofagos infectados da linhagem BALB/c; este mecanismo requer a producdo de PGE; e
TGF-a por macrofagos. Entretanto co-culturas de macréfagos infectados com neutréfilos de
camundongos da linhagem C57BL/6 inibem a replicacdo do parasito por um mecanismo
dependente da producdo de elastase neutrofilica e TNF-4 (Ribeiro-Gomes et al., 2004).

A deplecdo de neutréfilos diminui os niveis de IFN-&, IL-12, TNF-a e de IL-10,
aumentando a lesdo causada pelo Toxoplasma gondii. Estes dados mostraram a importancia
doa neutrofilos para a resposta imune e controle da replicacéo de taquizoitas (Susan et. al.,
2001)

No modelo de infeccdo chagasica experimental a deplecdo de neutréfilos em
camundongos BALB/c infectados resulta na exacerbagdo da parasitemia e redugdo da
sobrevivéncia. Por outro lado, a deplecdo de neutr6filos em C57BL/6 aumenta a resisténcia

e sobrevida desses animais (Chen et al., 2001).

1.4 Apoptose e parasitas

A apoptose € um processo intensamente controlado de morte celular, que tem
importantes implicagdes no desenvolvimento e homeostasia de varios tecidos, na defesa do
hospedeiro contra varios patdgenos e na regulacao da resposta imune (Leonardo et al,1999 ;

Krammer, 2000; Savill & Fadok, 2000).
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Na apoptose, a célula retrai o citoplasma e a cromatina se agrega e condensa,
formando o nucleo picnético. A membrana plasmética permanece integra e as organelas
bem preservadas. Mais tardiamente, a célula pode se fragmentar, originando 0s corpos
apoptoticos (Srasses et al., 2000).

A sinalizacdo para a apoptose pode ser deflagrada por diversos estimulos: via
ligacdo com receptores de morte (Fas, TNFR e TRAIL), por estresse celular e por
mecanismos dependentes da mitocdndria (Adriano et al, 2005). Entretanto essas vias
convergem para uma maquinaria de morte comum, com a ativagdo da enzima efetora neste
processo, a caspase-3 (Hengartner, 2000).

As caspases sdo enzimas da familia das cisteinas proteinases e recebem esse nome
por sua capacidade de reconhecer e clivar seletivamente residuos de &cido aspartico
(Thornberry et al., 1997). Dados indicam a existéncia de um controle celular genético para
morte programada (Hengartner & Horvitz, 1994). Em humanos, o gene bcl-2 foi o primeiro
a ser descrito a partir de estudos em linfomas de célula B (Tsujimoto et al.,1985). Esse
gene é capaz de inibir a morte celular mediada pelo receptor Fas/APO-1(CD95) e pelo
TNF-a em algumas linhagens celulares (Armstrong et al.,1996).

A apoptose constitutivo de neutrofilos envolve a cascata proteolitica de caspases,
como por exemplo, caspase 3 mediadas por ativacdo da proteina Kinase-d (Pongracz et al.,
1999). Mediadores inflamatdrios tais como LPS e GM-CSF retardam a apoptose de
neutrofilos por aumentarem a estabilidade mitocondrial e reduzirem a atividade da caspase
3 (Watson et al., 1999), e também por reduzirem a expressdo de genes Bax, um membro

pré-apoptotico da familia dos Bcl-2 (Dibbert et al., 1999). Em contraste, citocinas
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antiinflamatorias, tais como IL-10, aceleram a apoptose de neutrdfilos ativados por LPS
(Cox, 1996).

A fagocitose de células apoptoticas por macrofagos humanos induz mecanismos
antiinflamatdrios e supressores, associados a producdo de TGF-4, prostaglandinas, arginase
e PAF (Fadok et al., 1998; Freire-de-Lima et al, 2000, Freire-de-Lima et al, 2006).

Trabalhos vém mostrando que, algumas bactérias patogénicas usam a apoptose em
macréfagos do hospedeiro como um mecanismo de viruléncia (Zychlinsky & Sansonetti,
1997). Essa morte pode ser mediada pela producdo de fatores tdxicos provenientes das
bactérias, que sdo liberados pela ingestdo do microorganismo, como visto nos estudos em
que se utilizaram Corynebacterium diphtheriae (Kochi & Collier, 1993) e Bacillus
anthracis (Hana et al., 1993).

Mecanismos supressores induzidos pela fagocitose de células apoptdticas por
fagdcitos tém sido sugeridos como estratégias de escape para alguns patdgenos
intracelulares (Lopes et al., 2000). A infecgéo por T. cruzi produz uma intensa morte celular
induzida por ativagdo (Activation-Induced Cell Death/ AICD) de linfécitos T CD4+ (Lopes
et al., 1995). O ambiente supressor gerado pela fagocitose de células apoptoticas induz a
proliferacdo dos patdgenos nas células do hospedeiro, como acontece com Coxiella burnetti
(Zamboni et al., 2003), HIV (Lima et al., 2002) e Leishmania major (Ribeiro-Gomes et al.,
2004).

Este mecanismo de supressdo também foi observado utilizando o modelo de
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi, onde foi demonstrado que a interacdo de linfocitos T

apoptoticos com macrofagos infectados pelo T.cruzi in vitro e in vivo resultava no aumento
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da carga parasitaria pela producdo e acdo de mediadores antiinflamatérios como TGF- & e
PGE; , induzindo um aumento na producédo de poliaminas e favorecendo a permanéncia do
parasita no hospedeiro Freire-de-Lima et al., 2000).

Recentemente foi demonstrado que a Leishmania major retarda, mas ndo impede a
apoptose espontanea dos neutrdfilos (Aga et al., 2002). Também foi demonstrado que a
Leishmania sobrevive no interior do neutrofilo sob forma de promastigota sendo este
neutrdfilo infectado, capaz de secretar MIP-1 &, recrutando assim mondcitos para o sitio de
infeccdo (Zandbergen et al., 2004). Desta maneira 0os macrofagos poderiam mais tarde
fagocitar o neutrofilo infectado sem desencadear suas atividades de defesa contra o
parasita. Este mecanismo foi denominado por Laskay e colaboradores como “Cavalo de
Troia” (Laskay et al., 2003).

O papel dos neutrofilos na imunorregulagdo da doenga de Chagas ainda esta sendo
investigado. Evidéncias sugerem que os neutrofilos podem contribuir significativamente na
modulacdo da resposta imune, tanto celular quanto humoral (Hoft et al., 1993). No presente
trabalho, estudamos o papel de neutréfilos no curso da infeccdo chagasica experimental
visto que, a utilizagdo de infeccdo murina experimental tem contribuido muito para a

melhor compreensdo da interagdo T. cruzi e o sistema imune.
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Objetivos

Objetivo geral

Esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a participacdo de neutrofilos e da
fagocitose dessas células no curso da infecgdo chagasica experimental através de

estudos in vitro e in vivo.

Objetivos especificos

1. Avaliar a consequiéncia da interagdo de neutrdfilos com macrofagos infectados pelo

T. cruzi sobre a replicacdo dos parasitas in vitro;

2. Relacionar quais os produtos liberados por neutrofilos com a susceptibilidade e

resisténcia a infeccdo in vitro e in vivo;

3. Awvaliar a interferéncia da apoptose de neutréfilos no mecanismo microbicida de

macrofagos e;

4. Analisar o efeito da adicdo exdgena de elastase neutrofilica em culturas de

macréfagos murinos infectados.
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Materiais & Métodos

1. Parasitas

Formas epimastigotas do clone Dm28 ¢ do T. cruzi foram mantidas em meio “Brain
Heart Infusion” (BHI - Difco/Becton & Dickinson Laboratories, Detroit, USA)
suplementado de Hemina (25 mg/L), acido folico (20 mg/L) (ambos da Sigma Chemical
Co.) e 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco - Invitrogen) em estufa BOD a 28° C. As formas
metaciclicas, foram induzidas quimicamente em meio TAU-P “Artificial Triatomine
Urine” (190mM NaCl; 8 mM de tampédo fosfato de sddio, pH 6,0; 17 mM KCI; 2 mM
CaCly; 2 mM MgCl; ; 0,035% de NaHCOg3 , com adi¢do de 10 mM de L-prolina; Sigma

Chemical Co.) e diferenciadas in vitro.

2. Animais

Os animais utilizados nesse estudo foram machos de duas linhagens isogénicas,
BALB/c e C57BL/6, com seis a oito semanas de idade, obtidos do Centro de Criacéo de
Animais de Laboratdrio (CECAL) do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). As experiéncias
foram realizadas de acordo com as normas para utilizagdo de animais de laboratorio

estabelecidas pela Comisséo de Etica da IBCCF/UFRJ.
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3. Obtencdo de macrofagos peritoneais murinos

Macréfagos murinos residentes foram obtidos a partir da “lavagem” da cavidade
peritoneal de camundongos normais com 5 ml de meio Dulbecco’s Modificated of Eagle
Médium DMEM (Gibco-Invitrogen) sem soro. As células foram contadas em camara dee

Neubauer com a utilizacéo de azul de Trypan e ajustadas na concentragédo de 4x10° céls/ml

em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, 500 pl
dessa suspensdo foi distribuida em triplicatas em placas de 48 pogos (TPP-Switzerland).
As culturas foram incubadas por 4 h a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, para

aderéncia das celulas ao pléstico.

4. Infeccdo dos macréfagos

Os macrofagos, obtidos como descrito acima, foram infectados com formas
tripomastigotas metaciclicas diferenciadas in vitro do Trypanosoma cruzi na proporgédo
parasita:célula de 3:1 em meio DMEM e incubados a 37°C, em atmosfera tmida contendo
5% de CO, . Ap6s incubacdo overnight (ON) com os parasitas, os macrofagos foram
lavados exaustivamente com Hanks’ sem soro (Gibco-Invitrogen) para remocdo dos

parasitas extracelulares.
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5. Obtencdo de neutrofilos viaveis ou apoptoticos e co-cultivo com macroéfagos

Para realizagdo das co-culturas de neutrofilos e macréfagos infectados como
descrito nos itens 3 e 4, neutrdfilos foram obtidos a partir da lavagem da cavidade
peritoneal de animais que receberam a injecdo de 1 mL de Tioglicolato de sodio 3% 7
horas antes (Sigma Chemical Co., MO). As células obtidas foram lavadas e incubadas em
meio DMEM (Sigma Chemical Co., MO) por 1h a 37°C em atmosfera Umida contendo
5% de CO,, em garrafas plasticas para cultura de células (Corning) para remover
macrofagos aderentes. As células ndo aderentes (80-90% de neutrofilos) foram lavadas e
utilizadas logo em seguida. A inducdo de apoptose foi realizada incubando-se os neutréfilos
ON em meio DMEM sem SFB a 37°C em atmosfera imida contendo de 5% de CO .
Neutréfilos viaveis ou apoptoticos foram adicionados aos macrofagos infectados e as
culturas foram submetidas a diferentes estimulos como indicados nas legendas das figuras.
Decorridos 7 dias de cultura, o nimero de tripomastigotas foi avaliado com auxilio de

camaras de Neubauer.

6. Anticorpos, citocinas e inibidores.

Foram adicionados também nas co-culturas anti- TNF-& (10 ng/ml) , anti- TGF -4,

(10 ng/ml), Indometacina (10 mg/ml), L-Nil (inibidor da oxido nitrico sintase) (10
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nmM/poco), PMSF (inibidor de proteases) (0.1mM/pogo) , Elastase neutrofilica (0,2 pg/ml) e

Z-VVAD (1puM) e seus efeitos foram avaliados.

7. Avaliago de efeito dependente de contato celular (Transwell)

Macrofagos peritoneais murinos infectados das linhagens C57BL/6 foram
incubados com neutréfilos vidveis com a interferéncia de membranas que impossibilitam o
contato celular (Millicell® Culture Plate Inserts 0,22 um), o ndmero de tripomastigotas

liberados foi contado apds 7 dias de cultura em camaras de Neubaer.

8. Dosagem de citocinas

As concentragfes de citocinas nos sobrenadante das co-culturas de macr6fagos
infectados e neutrdfilos vidveis ou apoptoticos foram quantificadas apds 24 horas de
incubacdo através do método imunoenzimatico do tipo sanduiche (ELISA), de acordo com
metodologia preconizada pelo fabricante (R&D). Os sobrenadantes foram centrifugados
para eliminar restos celulares e mantidos a —20° C até sua utilizacdo. Placas para ELISA
(Corning Costar) foram sensibilizadas com anticorpos monoclonais de captura anti-TNFa
(2 mg/mL); anti-TGF-a (3 ny/mL) ; anti-IL-10 (4 ng/mL); e incubadas a 4°C ON. Apos
esta etapa as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% Tween 20 (PBS-T) (Sigma), e
blogqueadas com PBS + 10% de SFB ou BSA por 2 horas a temperatura ambiente, seguida

de nova etapa de lavagem com PBS-T. Os sobrenadantes, bem como as citocinas
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recombinantes (curva-padrdo) foram adicionados e incubados a 4°C ON. Apds nova

lavagem com PBS-T, foram adicionados anticorpos secundarios biotinilados de anti-TNFa

(2 ng/mL); anti-TGF-4 (3 ng/mL) ; anti-IL-10 (4 nmg/mL)e incubados a temperatura
ambiente por 3 horas. A reacdo foi revelada com fosfatase alcalina conjugada a
estreptoavidina (Southem Biotecnology Associates INC. Biminghm, AL), diluida na
proporcédo de 1:2000 em PBS + 10 % SFB ou BSA, seguida de incubacéo a 37°C por 1
hora. Apos etapa de lavagem, foi adicionado o substrato paranitrofenol fosfato (PNPP -
Zymed) diluido em tampéo Tris MgCl,. A densidade éptica foi obtida através de leitura
em espectrofotdbmetro de placa (VERSAmax Microplate Reader Molecular Devices, USA),
com filtro de 405 nm. As concentragdes das citocinas foram calculadas a partir de uma

curva padrdo de citocinas recombinantes.

9. Avaliacdo de 6xido nitrico

O éxido nitrico (NO) produzido pelos macrofagos peritoneais, co-cultivados ou ndo
com os neutréfilos, foi quantificado pela presenca de nitrito acumulada no sobrenadante das
culturas usando o método colorimétrico de Griess descrito por Stuehr & Nathan (1989),
onde 50 pl do sobrenadante da cultura foi adicionado a 50 pl do reagente de Griess em
placas de 96 pocos e a absorbancia lida em espectrofotdbmetro de placa (VERSAwmax

Microplate Reader Molecular Devices, USA), com filtro de 540 nm.

10.  Dosagem de PGE; (Analise de imuno absorcao por ligacio enzimética (EI1A)
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Placas para ELISA foram sensibilizadas com 200 pl de anticorpo de cabra anti-lgG
de camundongo diluido em tampdo fosfato de potassio a 0,05 M e incubadas ON a
temperatura ambiente. Ap0s esta etapa as ligacGes inespecificas foram bloqueadas com a
adicdo de 200 pl de tampao fosfato de potéssio 0,05 M contendo 3% de BSA, e a placa foi
mantida sob agitagio por 4 horas. Apos esse periodo a placa foi lavada com tampéo fosfato
de potéssio contendo 0,05% de Tween 20. Em seguida, foram adicionados 50 pl das
amostras ou de prostaglandina E, da curva padrdo. O anticorpo anti prostaglandina E;
conjugada a colinesterase (50 pl) foi adicionado e incubado durante cerca de 16 horas.
Ap0s esta etapa, a placa foi lavada (5x) com Tween 20 a 0,05% em PBS. Em seguida foram
adicionados 200 pl do reagente de Elman para revelar a reacdo. A placa foi mantida sob
agitacdo durante 2 horas e a reacdo colorimétrica foi analisada em espectofotometro de
placa a 405 nm. Os dados foram analisados com o programa Soft Max Pro, e a dosagem

baseada na curva padrdo (Cayman Chemical, Amn Anbor, MZ).

11.  Western blotting

As co-culturas de macréfagos e neutréfilos foram lavadas com PBS e aos
macrofagos infectados, foram adicionados 80 pl de tampéo de lise (Gibco BRL). Apds 5
minutos as proteinas foram coletadas e submetidas a centrifugacdo por 20 minutos a 7.000
g. O sobrenadante da centrifugacdo foi coletado e 20 pl de tampéo de amostra foram
adicionados a este. Ap0s esta etapa 0 material coletado foi aquecido por 5 minutos a 100
OC. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, transferidas
para membranas de nitocelulose em um sistema de blotting (BIO-RAD, Hercules, CA) por

30 minutos/30 v. A membrana foi bloqueada com tampéo de bloqueio (TBS 5% BSA) por
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1 hora a temperatura ambiente e incubada com anticorpo primario (anti-iNOS - Cayman
Chemical Company) overnight a 4° C. Posteriormente, a membrana foi lavada 5 vezes com
tampéo de lavagem (TBS 0,1% Tween 20) e incubada com o anticorpo secundario por 1
hora a temperatura ambiente (anti—IgG de coelho marcado com peroxidase— Cayman
Chemical Company). As bandas foram reveladas utilizando o kit ECL Plus Western

Blotting detection system ( Armersham Biosciences).

12. Microscopias

121 Microscopia Otica

Macrofagos peritoneais murinos de camundongos C57BL/6 e BALB/c normais
foram obtidos e distribuidos em placas de 24 pocos . Essas células , foram incubadas com
0,2 mg/ml de elastase neutrofilica (CALBIOCHEM) por 24 horas . Apds esse periodo as

culturas foram fotografadas em microscopio de campo claro invertido.

12.2 Microscopia eletronica

As células do exudato peritoneal de camundongos BALB/c apds 24 de infecgdo pelo
T. cruzi, foram obtidas por centrifugacdo, lavadas em PBS (3X, 500 g , 10 minutos, 5°C) e
fixadas em 0,1 M de tampé&o de cacodilato de sédio pH 7,2 contendo 2,5% de glutaraldeido
(1 hora, 4°C). Posteriormente, as preparacdes foram lavadas no mesmo tampéo e as células
foram pos-fixadas em 1% de OsO4 em agua bidestilada. Apos desidratacdo em acetona as

amostras foram incluidas em resina Epon. SecOes de cortes foram obtidas em
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Ultramicrotomo (Reichert Division Leica AG, Austria). Os cortes foram contrastados com
solugdo aquosa de acetato de uranila a 2% e citrato de chumbo, para observagdo em

microscopio eletrénico de transmissdo Zeiis EM 10C (Carl Zeiss, Oberkuchen, Alemanha).

13. Ensaios in vivo

13.1 InfecgBes experimentais

Camundongos machos das linhagens BALB/c e C57BL/6, foram infectados por via
intraperitoneal (IP) com 10° tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi clone Dm28c.
A parasitemia foi determinada em amostras de sangue (10 pl) retiradas da cauda dos
animais e colocadas em Laminas cobertas por laminulas. O nUmero de parasitas

sanguineos foi diariamente avaliado por contagem em camara de Neubauer.

13.2  Contagem total e diferencial das células do lavado peritoneal

A contagem total de leucdcitos do exsudato peritoneal foi realizada por microscopia
Otica usando cdmara de Neubauer. Para contagem diferencial dos leucécitos , 100 pl de
amostra contendo 10° células foram submetidas a citocentrifugagéo (450rpm, 5 minutos) e
em seguida foram coradas pelo panotico e o nimero de células avaliado em microscopia de

imersé&o (100X) .
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14 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad InStat versdo 3.01

(San Diego, EUA). Os dados foram analisados pelo método t de Student ou ANOVA.
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Resultados

1. Efeito de neutrofilos vivos ou apoptoticos sobre culturas de

macrofagos infectados com T.cruzi.

Para avaliar as conseqiiéncias da interacdo dos macrofagos com neutrofilos em um
modelo de infeccdo parasitaria experimental pelo T. cruzi (clone Dm28c), macrofagos
peritoneais isolados de camundongos BALB/c ou C57BL/6 foram infectados com
10°formas tripomastigostas metaciclicos, e incubados com neutréfilos vidveis ou
apoptoticos. A co-cultura de neutrofilos apoptdticos com macréfagos infectados resultou no
aumento da replicacdo dos parasitas por macrofagos de ambas as linhagens.
Surpreendentemente co-culturas de macrofagos infectados com neutrofilos vidveis de
camundongos BALB/c também causou 0 aumento na replicacdo de parasitas, mostrando
um papel antiinflamatério semelhante ao das células apoptdticas. Em contraste, a co-cultura
de neutrofilos viaveis de C57BL/6 com os macrofagos infectados impediu a liberacdo de
T.cruzi nos macrofagos, sugerindo um efeito imunomodulador que conseguiu impedir a

replicacdo do parasita (fig. 3Ae B) .
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Figura 3: Efeito de neutrofilos vivos e apoptoticos co-cultivados com macrofagos
infectados com T. cruzi. (A) Co- cultura de macréfagos de BALB/c foram infectados in
vitro com 10° tripomastigotas metaciclicos e cultivados com neutréfilos vidveis ou
apoptéticos de BALB/c e C57BL/6. (B) Co-cultura realizada com macrofagos da linhagem
C57BL/6 com neutrofilos. Apds 7 dias os parasitas liberados foram contados em camaras
de Neubauer . As determinagdes foram realizadas em triplicatas de trés experimentos
diferentes. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao controle (com
apenas macrofagos infectados) * p<_ 0.05, determinado pelo ANOVA. As barras referem-

se a +/- SEM.
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2. Aadicdo de um inibidor de morte celular confirma a viabilidade

dos neutrofilos de BALB/c

Para confirmar a viabilidade dos neutréfilos provenientes de camundongos BALB/c
e descartar a apoptose precoce destas células, nés utilizamos um inibidor de caspase (Z-
VAD). A adicédo do inibidor ndo interferiu no aumento do nimero de parasitas na cultura,
como observado somente com os neutrofilos viaveis de BALB/c. Esses resultados sugerem
que neutrofilos vidveis de BALB/c neste modelo possuem um efeito imunomulador

negativo, inibindo a resposta do macré6fago e favorecendo o crescimento do parasita.
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Figura 4: A adicdo de um inibidor de morte celular confirma a viabilidade dos
neutrofilos de BALB/c. Co-cultura com macrdfagos peritoneais residentes de BALB/c
com neutrofilos de BALB/c viaveis foram cultivados com inibidor geral de caspases Z-
VAD (1pM/poco). Apos 7 dias os parasitas liberados foram contados em camaras de
Neubauer . As determinagBes foram realizadas em triplicatas de trés experimentos

diferentes. Média +/- SEM; n=3.
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3. Ac¢do imunomoduladora das células apoptéticas sobre o efeito

microbicida dos macro6fagos estimulados com os neutréfilos de C57BL/6 .

O T. cruzi foi usado para infectar os macréfagos peritoneais isolados de
camundongos BALB/c e de C57BL/6 (dados ndo mostrados). Estes macrofagos foram
entdo incubados com os neutrofilos viaveis e apoptdticos na mesma proporcao (5:1 de
viaveis e 5:1 de apoptdticos). Foi observado que, o efeito modulador da célula apoptdtica

era predominante sobre a acdo microbicida induzida pelos neutréfilos viaveis de C57BL/6

(fig. 5).
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Figura 5: Interferéncia de neutrofilos apoptéticos sobre culturas de macrofagos
infectados com T.cruzi e neutréfilos viaveis de C57BL/6. Co-cultura com macréfagos
peritoneais residentes de BALB/c com neutrdfilos viaveis e apoptoticos de BALB/c e
C57BL/6 na mesma proporcdo (5:1 macrofago). Apds 7 dias os parasitas liberados foram
contados em camaras de Neubauer. As determinagdes foram realizadas em triplicatas de
trés experimentos diferentes. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relagdo ao
controle de macrofagos infectados com neutréfilos de C57BL/6 * p<_ 0.05, determinado

pelo ANOVA. As barras referem-se a +/- SEM.

4. Deteccao de citocinas no sobrenadante de co-culturas de

macrofagos infectados

Os niveis de citocinas do sobrenadante das co-culturas foram determinados por ensaios
imunoenzimaticos, como descrito na metodologia. Co-cultura de macréfagos infectados
com neutrofilos apoptdticos ou vidveis de BALB/c apresentaram niveis mais altos de TGF-
4 quando comparados com as outras co-culturas (Fig.6 B) . Ao contrario, na presenca de
neutrofilos viaveis de C57BL/6 os macrofagos produziram niveis mais altos de TNF-4 (fig.
6A). Porém, a presenca de células apoptoticas neste sistema bloqueia a producédo de TNF-a&

(fig. 6 A).
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Figura 6: Producdo de citocinas. Os niveis das citocinas (TGF-& e TNF-4) foram

determinados por ensaio imunoenzimatico em amostras de sobrenadantes de co-culturas de

macréfagos de BALB/c

amostras obtidas apds 24 horas. As determinacgdes foram realizadas em triplicatas de trés
experimentos diferentes. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao

controle (macréfagos infectados) * p<_ 0.05, determinado pelo ANOVA. As barras

referem-se a +/- SEM.

infectados com neutréfilos . Os ensaios foram realizados com
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5. Participacéo de citocinas na modulacéo da infeccéo

Para confirmar a participacdo das citocinas neste modelo de infeccdo, adicionamos
anticorpos neutralizantes anti- TGF-&4 e anti-TNF- & nas co-culturas. O anticorpo anti-
TGF-a reduziu o aumento do numero de parasitas na cultura , quando macréfagos foram
co-cultivados com neutrofilos de BALB/C viaveis (fig 7A) e o anti- TNF-4, inibiu o efeito

microbicida encontrado nas co-culturas com neutrofilos viaveis de C57BL/6 (fig.7 B).
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Figura 7: Participagdo de citocinas na modulacdo da infeccdo. Em co-culturas de
macrofagos infectados com neutréfilos vidveis foram adicionados anticorpos monoclonais

anti -TGF-4 (A) e anti-TNF-4 (B) (10ug/ml) . Apos 7 dias os parasitas liberados foram
contados em camaras de Neubauer . As determinagdes foram realizadas em triplicatas de
trés experimentos diferentes. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relagdo ao
controle (macrofagos infectados na presenca de neutrofilos de C57BL/6) * p<_ 0.05,

determinado pelo teste t. As barras referem-se a +/- SEM.
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6. Envolvimento de prostaglandina E;

Um outro mediador analisado foi a prostaglandina E, (PGE,), pois é sabido que este
mediador pode atuar como um mediador antiinflamatério em alguns modelos de
experimentais infeccOes (Freire-de-Lima, et.al., 2000; Ribeiro-Gomes et al., 2004).

Foi observado que, tanto as co-culturas de macrofagos com neutrofilos viaveis como
com neutrdfilos apoptdticos apresentaram niveis elevados de PGE, comparado com o

controle (fig8/tab 1).

Macrofago de BALB/c 82 pg/ml

Macrofago de BALB/c + LPS > 1 ng/ml
Macrofago de BALB/c infectado 174 pg/ml
Macrofago de BALB/c infectado + LPS > 1 ng/ml
Macrofago de BALB/c + PMN viavel > 1 ng/mi
Macrofago de BALB/c + PMN apoptético > 1 ng/mi

Figura 8: Envolvimento de prostaglandina E,. Niveis de PGE, foram determinados em
amostras de sobrenadantes de co-culturas de BALB/c infectados ou ndo com neutrofilos
viaveis e apoptdticos por ensaio imunoenzimatico (EIA) como descrito na metodologia. Os
ensaios foram realizados com amostras obtidas apos 24 horas de cultura. As determinacGes
foram realizadas em triplicatas de trés experimentos diferentes. Os resultados foram
expressos em forma de tabela devido a alta concentracéo de PGE; que sempre saia da curva

padrdo mesmo efetuando diluicdes.
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7. Efeito da inibicdo de prostaglandinas sobre co-culturas de neutrofilos

e macrdéfagos infectados com T.cruzi de BALB/c viaveis

O precursor primério das prostaglandinas € o &cido aracddnico que pode ser
metabolizado por uma enzima, a ciclo-oxigenase (COX) em uma prostaglandina
endoperoxido, como a PGH2. Esta pode ser convertida em prostanoides vasoativos mais
estaveis, como a PGE,. Os anti-inflamatdrios como a indometacina (MSAID) inibem a
ciclo-oxigenase, impedindo assim a sintese de prostaglandinas que sdo importantes
mediadores lipidicos. Para avaliar o envolvimento da PGE; neste modelo, adicionamos nas
co-culturas de macréfagos de BALB/c infectados com neutrofilos de BALB/c viaveis, um
inibidor de COX (indometacina , 10ug/ml). Onde observamos que, na presenca deste

inibidor o efeito imunossupressor dos neutrofilos sobre os macréfagos era revertido (Fig 9).
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Figura 9: Efeito de indometacina sobre co-culturas de macréfagos infectados com T.
cruzi e neutrdéfilos viaveis de BALB/c. Co-culturas de macréfagos infectados de BALB/c
com neutrdfilos de BALB/c foram incubadas com Indometacina e seus respectivos
controles (10pg/ml) e apds 7 dias os parasitas liberados foram contados em camaras de
Neubauer . As determinagBes foram realizadas em triplicatas de trés experimentos
diferentes. O asterisco indica significAncia estatistica em relacdo ao controle (macrofagos
infectados na presenca de neutréfilos de BALB/c)* p<_ 0.05, determinado pelo teste t. As

barras referem-se a +/- SEM.

8. O efeito microbicida dos neutréfilos de C57BL/6 é dependente de
NO.

E descrito um importante papel do 6xido nitrico na infecgdo chagésica experimental
(Martins et al., 1998). O NO, cuja via bioquimica de sintese foi inicialmente elucidada em
macrofagos murinos ativados, € um importante mensageiro quimico nas interacGes
celulares (Lowenstein & Snynder, 1992) A sintese de NO, ocorre através da conversdo da
L-arginina por acdo da éxido nitrico sintase (iNOS), que é induzida nos macrofagos,
mediante estimulacdo (Lowenstein & Snyder, 1992).

Na figura 10, é possivel observar a maior expressdo de iNOS em macrofagos(A),
induzida pelos neutréfilos de C57BL/6 em comparacdo com macrofagos infectados.
Também foi possivel observar a elevada producéo de nitrito (B) Dispomos também de um
inibidor seletivo da iINOS (L-NIL), onde observamos que a presenca deste inibidor revertia
0 efeito imunomodulador dos neutrofilos de C57BL/6 sobre os neutrdfilos de ambas as

linhagens (C).
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Figura 10: O efeito microbicida dos neutrofilos de C57BI/6 é dependente de NO.
Macréfagos peritoneais de BALB/c e C57BL/6 foram incubados com neutrofilos de
C57BL/6 por 24 horas e a expressdo de iNOS detectada por Western blotting . A figura
10A mostra a maior expressdo da enzima nos macréfagos co-cultivados com neutrofilos de
C57BL/6: - s6 macrofago;

+ LPS macréfagos mais LPS;

Macréfagos infectados;

I+ LPS macrofagos estimulados com LPS e;

PMNB6 macrofagos infectados estimulados com neutrofilos de camundongos

C57BL/6.


http://www.pdfdesk.com

10B

40+

T T
= =
o o

Wl 031N

10C

T T T 1
Lo o Lo o
— —

el JH_so\AmOHxvmﬁ_mﬁmQ
9p OJawnN



http://www.pdfdesk.com

Figura 10: O efeito microbicida dos neutrofilos de C57BI/6 é dependente de NO.

Na figura 10B pode-se observar a maior producdo de nitrito encontrada no sobrenadante
das co-culturas com neutréfilos de C57BL/6 apds 24 horas. Também foi avaliada inibigdo
da produgdo do NO na presencga do inibidor seletivo (L-NIL) e a interferéncia sobre o
crescimento do parasita nos macréfagos das duas linhagens estudadas (10C). Apoés 7 dias 0s
parasitas liberados foram contados em camaras de Neubauer . As determinacfes foram
realizadas em triplicatas de trés experimentos diferentes. Os asteriscos indicam
significancia estatistica em relacdo ao controle * p<_ 0.05, determinado pelo teste t. As

barras referem-se a +/- SEM.
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9. O efeito microbicida dos neutrdéfilos de C57BL/6 ndo depende de
contato celular.

Para avaliar a dependéncia do contato celular entre os macrdéfagos e os neutréfilos
de C57BI/6. Macréfagos foram co-cultivados com neutrofilos com a interferéncia de
uma membrana (0,22mm) por 7 dias, o que impediu o contato celular (Transwell). Foi
observado que o efeito microbicida dos neutréfilos ndo é dependente de contato celular

e gue, na auséncia do contato a inibi¢éo da replicacdo do T. cruzi foi maior.
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Figura 11: O efeito microbicida dos neutréfilos de C57BL/6 ndo depende de contato
celular. Macrofagos foram co-cultivados com neutréfilos com ou sem a interferéncia de
uma membrana (0,22mm), o que impediu o contato celular. O nimero de tripomastigotas
foi contado em cdmara de Neubauer no sétimo dia de cultura. As deter minagGes foram
realizadas em triplicatas de trés experimentos diferentes. Os asteriscos indicam
significancia estatistica em relagdo ao controle (macrofagos infectados na presenca dos
neutrofilos de C57BL/6 * p<_ 0.05, determinado pelo teste t. As barras referem-se a +/-

SEM.
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10. Efeito da inoculacéo intraperitoneal do T. cruzi em duas linhagens

de camundongos isogénicos.

Investigamos a diferenca de parasitemia entre duas linhagens de camundongos,
BALB/c e C57BL/6 , durante 30 dias de infecgdo pelo T. cruzi . Os camundongos
BALB/c apresentaram uma maior parasitemia com pico maximo em torno de 23
dias de infecgdo. Por outro lado, nos experimentos feitos com animais C57BL/6

podemos observar uma parasitemia baixa.
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Figura 12: Curva de parasitemia do T. cruzi em duas linhagens de camundongos
BALB/c e C57BL/6. Os animais foram infectados via intraperitoneal com 10°
tripomastigotas/ml. A parasitemia dos animais foi acompanhada durante 30 dias. Cada
grupo foi formado por 6 camundongos e 0s pontos representam a média e desvio padrdo

dos dados avaliados no experimento.
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11. Andlise dos tipos celulares presentes no lavado peritoneal nas duas

linhagens de camundongos estudados.

Na contagem diferencial, podemos observar uma maior quantidade de neutréfilos no
lavado peritoneal dos camundongos BALB/c infectados, quando comparamos com 0s
animais C57BL/6. Observamos que ap6s 2 horas houve um influxo de neutrofilos para a
cavidade peritoneal, e 0 pico ocorreu apds 6 horas de infeccdo. Apds 24 horas esse nimero

reduzia drasticamente, visto que neutréfilos morrem muito rapido depois de ativados.
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Figura 13: Analise dos tipos celulares presentes no lavado peritoneal nas duas
linhagens de camundongos estudados. Os neutréfilos obtidos da cavidade peritoneal
foram detectados por contagem em cdmara de Neubauer em microscopia 6tica nos animais
infectados e ndo infectados das diferentes linhagens. A neutrofilia foi acompanhada por 24
horas pos-infecgdo. Os valores representam a média e o desvio padrdo dos dados avaliados

no experimento. Cada grupo foi formado por 6 amimais.
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12. Microscopia Optica do lavado peritoneal das duas linhagens

iIsogénicas de camundongos infectados com T. cruzi.

Com os estudos de microscopia 6ptica do lavado peritoneal dos animais infectados,
observamos uma variedade de tipos celulares. Apds 6 horas de infeccdo foi possivel detectar
células como mondcitos e neutrdfilos no sitio inflamatoério. Na figura 18 estdo representadas duas
imagens obtidas por microscopia 6tica dos tipos celulares presentes nas duas linhagens de
camundongos estudadas, onde podemos observar uma quantidade maior de neutrofilos no lavado
peritoneal dos camundongos BALB/c infectados, quando comparamos com o lavado peritoneal

dos animais C57BL/6 infectados (Figura 14 A e B, respectivamente).
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Figura 14: Foto-microscopia Optica do lavado peritoneal das duas linhagem isogénicas
de camundongos infectados com T. cruzi. O campo (A) representa o exsudato peritoneal
do camundongo BALB/c e o (B) do camundongo C57BL/6, ambos com 6 horas de
infeccdo. Estes dados foram analisados por citocentrifugacdo do lavado peritoneal dos
animais. As preparagOes celulares foram coradas com panotico. As imagens foram

observadas com objetiva de 40X.
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13. Microscopia eletrdnica de celulas obtidas do lavado peritoneal de

camundongos BALB/c

Nos estudos de microscopia eletronica foi possivel analisar com mais detalhes
alguns aspectos da morfologia dos neutréfilos e as suas interagdes com 0s macrdfagos.
Nesses ensaios observamos que entre 8 e 24 horas de infeccdo os neutréfilos sofriam
mudangas no padrdo morfolégico. As mudancas detectadas foram: o aumento da
eletrodensidade celular, a fragmentacdo nuclear e a aparente integridade da membrana
celular. Estas alteracbes correspondem ao padréo tipico de morte celular por apoptose,
como previamente descrito por Kert et al.,(1972). Esses ensaios de microscopia eletrénica
foram feitos somente com células obtidas do lavado de camundongos BALB/c, pois esta
linhagem foi a que apresentou maior neutrofilia, e esta neutrofilia diminuia
significativamente ap0s 24 horas.

Macréfagos observados apresentaram expansdes na membrana, mostrando que essas
células estavam ativadas e aptas a fagocitar. Estes ensaios também revelaram que a partir
de 24 horas de infeccdo, os neutrofilos apoptdticos eram fagocitados pelos macréfagos. A
fagocitose foi sugerida devido as expansdes na membrana dos macrofagos envolvendo as

células em apoptose (Fig. 15 A, Be C).
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Figura 15: Microscopia eletronica de células obtidas do lavado peritoneal de
camundongos BALB/c. A imagem A representa um neutrofilo apoptdtico com seu ndcleo
fragmentado (N) apds 8 horas de infecgdo. A imagem B mostra o contato entre o0 macrofago
(Mo) e um neutrofilo apoptético (Ne), apds 24 horas de infeccdo. Em C destacam-se 0s
macrofagos envolvendo um neutréfilo apoptotico, também apos 24 horas. As células foram

analisadas por microscopia eletrénica de transmissdo com aumento de 2000x.
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14. Avaliacao dos niveis de citocinas e PGE; no lavado peritoneal apos 24
horas

Os niveis de PGE, , TGF-4, IL-10 e TNF-4 do lavado peritoneal foram
determinados por ensaios imunoenzimaticos como descrito na metodologia. Camundongos
BALB/c demonstraram niveis mais altos de PGE,, TGF-a, IL-10 no fluido peritoneal
quando comparados com 0s animais C57BL/6 com o mesmo tempo de infec¢do. Por outro

lado os nineis de TNF-4 foram mais altos nos animais C57BL/6 apds 24 horas (fig.16 A, B,

CeD)
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Figura 16: Quantificacéo de citocinas e PGE; do fluido peritoneal dos camundongos
de BALB/c e C57BL/6 infectados ou ndo. Os niveis das citocinas (TGF-4, TNF-4 e IL-
10) e de PGE; foram determinados por ensaio imunoenzimatico em amostras de fluido
peritoneal obtidas de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com T. cruzi. Os
ensaios foram realizados ap6s 24 h de infeccdo. Os grupos de animais ndo infectados foram
mantidos em gaiolas separadas sob as mesmas condic¢des dos animais infectados. Os dados
apresentados correspondem a média e ao desvio padrdo das andlises feitas de cada grupo

contendo 6 animais.
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15. Participacdo de proteases na agdo moduladora dos neutrdfilos de
C57BL/6.

Para avaliar uma possivel participacdo de proteases na acdo imunomoduladora dos
neutrofilos de C57BL/6 foi adicionado a co-cultura de neutréfilos de C57BL/6 com
macrofagos de C57BL/6, PMSF, que € um inibidor de diversas proteases (0.1 mM). Onde
foi observada a importancia das proteases nesse sistema , pois esta droga inibiu o efeito

microbicida dos macrdfagos estimulados pelos neutréfilos de C57BL/6 (fig.17).

w
o
J

N
o
1

5

Numero de
parasitas(x10”)/cultura

=
o
1

BN
L x§ ©
&

Figura 17: Participagdo de proteases na acdo moduladora dos neutrofilos de C57BI/6.

Foi adicionado a co-cultura de neutréfilos de C57BL/6 com macrofagos de C57BL/6,
PMSF, que é um inibidor geral de proteases (0.1 mM) e o nimero de tripomastigotas foi
contado em camara de Neubauer no sétimo dia de cultura. As determinagfes foram
realizadas em triplicatas de trés experimentos diferentes.

Os asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao controle (macrofagos
infectados na presenca de neutréfilos de C57BL/6) * p<_ 0.05, determinado pelo teste t. As

barras referem-se a +/- SEM.
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16. Elastase neutrofilica e o crescimento do T. cruzi in vitro.

A elastase neutrofilica é uma serino protease encontrada nos granulos primarios dos
neutrofilos e vem sendo demonstrado que, esta, é capaz de induzir a producdo de IL-8 via
ligagdo com TLR4, ativando e atraindo mais neutréfilos para o sitio inflamatorio (Devaney
et al,2003). Também pode contribuir para producdo de mediadores pro-inflamatérios pelos
macrofagos (Fadok et al, 2001). Como nosso grupo demonstrou o efeito da elastase na
replicacdo de Leishmania major in vitro (Ribeiro—-Gomes et al, 2004) foi avaliado o efeito
da adicdo de elastase neutrofilica (0,1; 0,2 e 0,5 mg/ml) em culturas de macrofagos
infectados com T. cruzi, onde também foi possivel observar a inibicdo da replicacdo do
parasita. A adicdo do inibidor seletivo de elastase foi utilizada e este, inibiu seu efeito
microbicida dos macrdéfagos de C57BL/6 estimulados com neutréfilos de C57BL/6 (fig 18

ABeC).


http://www.pdfdesk.com

QY

&

**

q/
Q“
&

)

&

T T T
o < o
N~ Lo N

@é&o

0.0-

E:::Qﬁoaém@:mﬂ@g
ap oJawnN

Q %
Q! Q-
x& X&

)

&

@@3\’0

0 o 0 o
~ o) N o
E:::Qﬁoaém@:mﬂ@g

9p OJaWnNN



http://www.pdfdesk.com

o
O
1
O

20+

Numero de parasitas
(x10°/cultura)
2

Figura 18: Elastase neutrofilica e o crescimento do T. cruzi in vitro. Foi avaliado o
efeito da adicdo de elastase neutrofilica (0,1; 0,2 e 0,5 pg/ml) em culturas de macréfagos
infectados , onde foi possivel observar a inibi¢do da replicagdo do parasita na cultura de
macrofagos de BALB/c (A) e macrofagos de C57BL/6 (B). A adicdo do inibidor seletivo de
elastase inibiu seu efeito microbicida dos macrofagos estimulados pelos neutréfilos de
C57BL/6 (C). O numero de tripomastigotas foi contado em camara de Neubauer no sétimo
dia de cultura . As determinagdes foram realizadas em triplicatas de trés experimentos
diferentes. Os asteriscos indicam significancia estatistica em relacdo ao controle (apenas
com macrdfagos infectados nas figuras A e B e na presenca de neutrdfilos de C57BL/6
mais o veiculo utilizado na figura C) * p<_ 0.05, determinado pelo ANOVA ou teste t. As

barras referem-se a +/- SEM.
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17. Acdo imunomoduladora da elastase neutrofilica sobre a morfologia

dos macrofagos.

Para avaliar a acdo imunomoduladora da elastase neutrofilica sobre a morfologia de
macrofagos peritoneais, Células foram cultivadas com 0,2 mg/ml de elastase neutrofilica
por 24 horas. A figura 19A - B, mostra macréfagos nédo estimulados. Nas figuras 19C -D é
possivel observar a intensa ativacdo induzida pela elastase e a alteracdo na morfologia
celular (aumento de 200x).

19 A ; macrofagos de C57BL/6 19 B ; macréfagos de BALB/c

19 C ; macrdfagos de C57BL/6 + elastase 19 D ; macrofagos de BALB/c +

elastase
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Figura 19: Acdo imunomoduladora da elastase neutrofilica sobre a morfologia dos
macrofagos. Culturas de macréfagos infectados com elastase exdgena foram submetidas a
microscopia (aumento 200x/ microscopio invertido) e nas figuras 19C-D é possivel
observar a intensa ativacdo induzida pela elastase e a alteracdo na morfologia celular em
comparacdo com culturas ndo estimuladas (fig. 19 A-B) (aumento de 200x/ microscépio

invertido).
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Discussao

Os neutrofilos sdo componentes essenciais da resposta imune inata e constituem a
primeira linha de defesa contra agentes infecciosos. Estas células possuem meia vida curta
e estdo constitutivamente programados para morrer por apoptose (Savill et al, 1995). A
interiorizacdo de células apoptoticas por macrdfagos pode suprimir a inflamacéo,
favorecendo a replicacdo intracelular de parasitas pela liberagdo de mediadores
antiinflamatorios, que suprimem a producdo de substancias pro-inflamatérias (Freire-de-
Lima et al., 2000; Freire-de-Lima , 2006; Lopes et al, 2000; Savill et al, 1995). Entretanto,
pouco se sabe a respeito do papel dos neutréfilos na doenca de Chagas experimental.

O modelo murino de infeccdo pelo T. cruzi tem sido amplamente utilizado para
estudar resposta imune do hospedeiro ao parasita. Varios estudos tem focalizado a
identificacdo de fatores que podem influenciar o curso da infecgédo pelo T. cruzi (Roggero
et al.; 2002). Nesse sentido, pardmetros como a cepa do parasita, suscetibilidade da
linhagem de camundongo, a concentragdo do indculo, a via de inoculagdo, o sexo e a idade,
podem influenciar o comportamento da infeccdo causada pelo T. cruzi (Russo et al., 1989).

Andrade e colaboradores (1985), ao comparar o espectro de resisténcia em seis
linhagens isogénicas de camundongos, utilizando a mesma concentracdo de parasitas de
trés cepas diferentes do T. cruzi, constataram que o grau de resisténcia de cada linhagem de
camundongo variava conforme a cepa do T. cruzi utilizada na infeccéo.

No presente trabalho, temos como de avaliar o envolvimento dos neutrofilos na
infeccdo experimental pelo T. cruzi. Para tal, utilizamos o modelo murino de infeccdo de
camundongos BALB/c e C57BL/6 por formas tripomastigotas metaciclicas do clone

Dm28c do T. cruzi, que resulta em imunossupressdo, ativacdo policlonal e alteracdes
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histopatoldgicas no tecido cardiaco do hospedeiro (Lopes et. al., 1995). A interacdo de
neutréfilos apoptéticos com macrofagos desempenha um papel importante na resposta do
hospedeiro a infeccdo por um outro parasita intracelular obrigatério, a Leishmania major
(Ribeiro-Gomes et al, 2004).

Nossos resultados mostraram que tanto a co-cultura de neutréfilos vidveis de
camundongos BALB/c como os apoptéticos, favoreceu a multiplicacdo dos parasitas
intracelulares em macrofagos infectados pelo T. cruzi. Esse aumento da carga parasitaria no
interior dos macrofagos esta relacionado com a producao de TGF-a e PGE,, sugerindo que
no nosso sistema a adicdo dos neutrofilos esta exercendo um efeito imunossupressor in
vitro. O tratamento in vitro dos neutrofilos com o inibidor geral de caspases (z-VAD)
garantiu a viabilidade dessas células, mostrando que o efeito observado era realmente
dependente de neutofilos vivos. Acreditamos que esses resultados sejam o0s primeiros a
mostrar a imunossupressao mediada por neutréfilos num modelo de infec¢éo pelo T. cruzi.

Em concordancia a esses resultados, Ribeiro-Gomes e colaboradores (2004)
demonstraram a existéncia de dois tipos de PMN de acordo com o gendtipo do hospedeiro:
Tipo 1 para o PMN de BALB/c que induz um aumento na infeccdo de macrofagos pela
liberacdo de TGF-a e PGE; e tipo 2 para PMN derivado de C57BL/6 que induz a inibi¢&o
da replicacdo do parasita pela liberacdo de TNF-4 e elastase neutrofilica. Em adigdo a
neutralizacdo da NE ou do TNF-4 em macrdfagos de C57BL/6 aumenta a replicacdo de
Leishmania major fazendo com que estes macrofagos se comportem como os de BALB/c
ou apoptaticos.

A supressdo da resposta inflamatdria induzida pela fagocitose de células apoptdticas
favorece a multiplicacdo de microorganismos intracelulares mediada pela producéo de

TGF- & e PGE; e também pela auséncia de secrecdo de TNF-& em macréfagos humanos
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(Fadok et. al., 1998). De fato, foi demonstrado que a ingestdo de linfocitos apoptéticos por
macrofagos infectados pelo T. cruzi in vitro favoreceu a multplicagdo intracelular do T.
cruzi e que esse efeito foi dependente da secrecdo de TGF-& e PGE, e producdo de
poliaminas. Nesse sistema a interacdo da célula apoptotica com o receptor de vitronectina
(&v &3) expresso na superficie do macrofago acarretou na secrecdo de TGF- & (Freire de
Lima et. al., 2000). A exarcebacdo do crescimento parasitario foi revertida pela adicao de
anticorpo neutralizante anti-TGF-a e indometacina as culturas de macrofagos infectados
pelo T. cruzi.

No modelo de infeccdo in vitro de macrofagos pela bactéria intracelular Coxiella
burnetti, observou-se que a fagocitose de linfécitos apoptéticos acarretava o
desenvolvimento de vactolos, aumento da carga bacteriana e na diminui¢do da producgéo de
NO (Zamboni et al., 2003).

O TGF-a é um mediador antiinflamatorio e participa do metabolismo da L-arginina,
favorecendo a producdo de arginase, que estaria envolvida na atividade de ODC (ornitina
decarboxilase) (Freire-de-Lima et al, 2000) . O estégio intracelular do T. cruzi necessita da
ODC da célula hospedeira e da sintese de poliaminas para se multiplicar (Iniesta et al,
2001). E possivel que este mecanismo também esteja envolvido na exacerbacdo do
crescimento parasitario observado no presente trabalho.

Utilizando o mesmo sistema de co-cultura descrito para células de camundongos
BALB/c, verificamos que quando os neutrofilos vidveis eram provenientes de
camundongos C57BL/6 o efeito era oposto, isto é, a adi¢do dos neutr6filos desses animais
favorecia o controle da carga parasitaria intracelular. Essa atividade tripanocida era
dependente da producdo de TNF-4 e NO. O tratamento com anticorpo neutralizante anti-

TNF-4, resultou na total reversdo da capacidade microbicida dessa citocina. O NO, cuja
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via bioquimica de sintese foi inicialmente elucidada em macrdfagos murinos ativados, tem
sido relacionado como um importante mensageiro quimico nas interacbes celulares
(Lowenstein & Snynder, 1992) e foi apontado por Martins e colaboradores (1998), como
um mecanismo de indugdo de apoptose na doenga de Chagas experimental. Ao avaliar a
expressdo da INOS em nosso sistema, constatamos uma diferenca na expressdo dessa
enzima. Macréfagos que foram co-cultivados com neutrofilos vidveis de C57BL/6
expressaram mais proteina em relagdo a cultura de macréfagos somente infectados. A
expressao observada, foi semelhante ao do controle com LPS. Além disso, a utilizacdo do
inibidor seletivo de iNOS reverteu o efeito microbicida dos neutrofilos de C57BL/6.

Verificamos também que a adi¢do simultanea de neutrdfilos vivos e mortos as
culturas de macrofagos infectados ndo foi capaz de reverter a desativacdo dessas células
induzida pelos neutréfilos apoptéticos.

O controle da multiplicacdo intracelular do T. cruzi induzido pelos neutréfilos
viaveis de C57BL/6 parece ndo depender de contato, visto que quando as células estavam
separadas por uma membrana, o efeito microbicida ndo foi abolido. Pelo contrario,
observamos um aumento na capacidade tripanocida que pode estar relacionado com a
auséncia da via de desativacdo dos macrofagos pela remocao de neutréfilos apoptdticos. As
células apoptoticas expressam em sua superficie celular moléculas que sdo reconhecidas
por receptores na superficie de macrofagos (receptor de fosfatidilserina , CD51, CD61 e
CD31) (Fadok et al.; 1998).

Em nossos ensaios in vivo, acompanhamos o perfil de parasitemia dos animais
estudados durante um periodo de 30 dias e foi possivel observar que o grupo de
camundongos BALB/c apresentou um numero acentuado de parasitas no sangue, quando

comparados com o0 grupo de camundongos C57BL/6. Essas observacdes estdo de acordo
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com Nogueira e colaboradores (1981) que demonstraram o perfil de susceptibilidade e
resisténcia dessas linhagens .

Nos nossos experimentos verificamos uma diferenca quantitativa e qualitativa na
migracao celular para a cavidade peritoneal nas duas linhagens de camundongos utilizadas.
Nos animais BALB/c observamos uma intensa migracdo de neutrofilos para o sitio
inflamatdrio ao contrario dos animais C57BL/6 infectados , que apresentaram neutrofilia
menor.

Ao comparar os resultados obtidos por microscopia 6tica e eletrdnica, confirmamos
que os camundongos BALB/c infectados pelo T. cruzi apresentavam neutrofilia
significativa ja na fase precoce da infeccdo (6 horas apds injecdo dos parasitas). Alteracdes
morfoldgicas caracteristicas de morte celular por apoptose foram observadas 24 horas ap6s
a infeccdo dos animais.

A presenca de neutrofilos ja foi associada com a ocorréncia de danos teciduais em
doencas de origem ndo infecciosa como gota, artrite reumatoide, vasculite imune, infeccdo
miocardica , enfisema e asma (Palmblad et al, 2001).

Alguns trabalhos classicos caracterizaram o0s tipos de células inflamatorias
envolvidas nas lesfes teciduais desenvolvidas no curso da doenga de Chagas humana e
murina (Mazza et al., 1938, Romafa (1963), Koberle (1968) e Andrade & Andrade (1979)).
Apesar dos neutrofilos estarem presentes em grande numero, as células mononucleares séo
os tipos mais freqlientes nas lesBes teciduais da infeccdo chagésica experimental.
Entretanto, o papel preciso das células do sistema imune inato na interagdo do hospedeiro
com o parasita e na patogénese da doenca ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Ja foi sugerido a participacdo dos neutrofilos, como moduladores, tanto da resposta

imune celular, quanto da humoral (Kudo et al., 1993). Esta modulagdo ocorre
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especialmente via sintese de citocinas imunoregulatorias. Chen e colaboradores (2001)
demonstraram o papel dos neutrofilos na modulacdo da susceptibilidade e resisténcia em
duas linhagens de camundongos isogénicos (BALB/c e C57BL/6) no modelo de infeccdo
intraperitoneal pela cepa Tulahuén do T. cruzi. A deplecdo de neutrdfilos dos animais
BALB/c tornou estes animais mais susceptiveis a infeccdo. A analise do perfil de citocinas
por RT-PCR revelou que esplendcitos de camundongos BALB/c apresentaram uma reducéo
de RNA mensageiro para citocinas do tipo 1 (IL-12, IFN-&, IL-2 e TNF- &). Em contraste, a
deplecdo de neutrofilos dos camundongos C57BL/6 foi protetora, com aumento de
expressao de citocinas pro-inflamatorias.

Linhagens de camundongos foram classificadas de acordo com a susceptibilidade e
resisténcia ao T. cruzi. Mas, esta infeccdo depende da cepa do parasita utilizada.
Camundongos C57BL/6 séo resistentes a cepa Y do T. cruzi, mas sdo susceptiveis para
cepa Tulahuem (Reed, 1988). Embora esses resultados sejam contrarios aos do presente
trabalho, eles sugerem que a associacao entre cepa do parasita, linhagem de camundongo e
tamanho do inoculo e o esquema de infeccdo, seja determinante para as alteracbes na
resposta inflamatdria observada.

No nosso modelo experimental constatamos a importancia dos neutrofilos
apoptoticos na modulagdo negativa da infeccdo de macrofagos in vivo apos 24 horas de
infeccdo. Nesse periodo observamos uma intensa producéo de TGF-4 , PGE; e IL-10 no
exudato da cavidade peritoneal dos camundongos BALB/c. Também detectamos a presenca
desses mediadores antiinflamatorios nos sobrenadantes das co-culturas de macréfagos
infectados tanto na presenca de neutrofilos de BALB/c vidveis como apoptdticos. Esses

resultados sugerem que, 0 TGF-4 , PGE; e IL-10 séo os fatores envolvidos na supressao e
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consequentemente na susceptibilidade dos animais infectados. Quando utilizamos
camundongos C57BL/6 verificamos uma maior producdo de TNF-4 in vitro e in vivo .

O fendmeno de imunossupressao € bem descrito na doenga de Chagas experimental
e o perfil de susceptibilidade e resisténcia de varios modelos tem sido associados com o
predominio da producdo de alguns fatores como TGF-a4 , PGE,, IL-10 e diminuicdo da
sintese de IL-2 (Michelin et. al., 2005; Freire de Lima et. al., 2000) . De acordo com nossos
resultados, podemos associar uma maior susceptibilidade ao T. cruzi a intensa neutrofilia
com acentuada apoptose de células e fagocitose por macrdéfagos recrutados para o foco
inflamatdrio. O fendmeno oposto pode explicar o comportamento de resisténcia observado
nos camundongos C57BL/6, com producgdo de TNF-a e NO (figura 25).

A elastase neutrofilica (NE) estd envolvida na injaria tecidual e na inflamagéo
mediada por neutrofilos (Lee et al, 2001). Foi demonstrado que a elastase induz a producéo
de IL-8 via ligacdo com TLR-4 (Devaney et al, 2003), ativando e atraindo mais neutrofilos
para o sitio da inflamacdo (Walsh et al, 2001). Também j& foi mostrado que a NE induz a
producdo de mediadores pro-inflamatérios e IL-10 pelos macrofagos (Fadok et al, 2001)
além de aumentar a produc¢do de quimiocinas (Ishihara et al, 1999). A elastase pancreatica
induz a producdo de TNF-a pelos macréfagos em um mecanismo dependente de NFEB
(Jaffray et al, 2000).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a elastase neutrofilica (Speer et al, 1984) e
TNF-4 (Liew et al, 1990) induzem a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos
macrofagos. Camundongos deficientes em proteases neutrofilicas, mas com atividade
normal quanto a ROI, sdo capazes de resistir a infec¢Oes causadas por Staphylococcus sp e

Candida albicans.
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No modelo de Leishmania foi apontado o envolvimento de elastase neutrofilica na
ativacdo de macrofagos e no efeito leishmanicida (Ribeiro-Gomes et. al., 2004). Ao
avaliarmos o efeito da elastase no nosso modelo, observamos que a adicdo exdgena da
mesma (0,2 pg/ml) é capaz de ativar macréfagos murinos em cultura, modificando sua
morfologia e também diminuindo o nimero de parasitas na cultura apds 7 dias. Nos nossos
resultados, descartamos a hipotese de uma contaminacéo da elastase neutrofilica por LPS
uma vez que a mesma foi submetida a cromatografia em coluna de polimixina.

Estudos recentes sugerem que neutréfilos de C57BL/6 expressam mais elastase
(Ribeiro-Gomes, dados ndo publicados). Isso poderia explicar a presenca de um nimero
acentuado de neutrofilos na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c infectados e sua
susceptibilidade pela menor quantidade de elastase neutrofilica em comparacdo com
C57BL/6, que apesar de migrarem menos neutrofilos, estes possuem mais elastase
controlando a infeccdo. Além do fato de que, o maior nimero de neutréfilos na cavidade
peritoneal encontrado nos animais BALB/c gera um maior nimero de células apoptoticas, o
que favorece a infecgéo (Freire de Lima et. al., 2000)

Nossos dados fortalecem a importancia dos neutréfilos e seus produtos na
modulacdo da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e 0 possivel envolvimento no perfil de

susceptibilidade e resisténcia.
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Sugerimos que, o perfil de resisténcia dos animais C57BL/6 deve-se a uma maior

producdo de TNF-a e elastase neutrofilica, que proporciona uma maior ativacdo dos

macrofagos que podem responder melhor a infeccdo com o aumento da producdo de 6xido

nitrico. Em contrapartida, o perfil de susceptibilidade observado nos animais BALB/c é

gerado por uma maior migracdo de neutréfilos para cavidade peritoneal desses animais, 0

que gera uma maior producdo de mediadores antiinflamatorios como TGF-4 e PGE; que

favorecem ao crescimento do parasita.
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Conclusoes

A interacdo de neutrofilos de C57BL/6 com macrofagos (BALB/c e C57BL/6)
controla a replicacdo do T.cruzi in vitro;

Neutrofilos viaveis de BALB/c e neutrofilos apoptdticos exarcebam a replicacdo
T.cruzi in vitro;

A presenca de células apoptoticas reverte o efeito microbicida dos macrofagos
estimulados por neutréfilos de C57BL/6 in vitro;

O aumento da infeccdo na presenca de neutrofilos de BALB/c € dirigido pela
producdo de TGF a e PGEy;

O controle da infeccdo obtido em co-culturas de macréfagos com neutrofilos de
C57BL/6 é dependente de TNF & , NO e elastase neutrofilica;

O Numero de neutrofilos na cavidade peritoneal se mostrou maior nos animais
BALB/c infectados em comparacdo com os camundongos C57BL/6, gerando um
maior numero de células apoptoticas no peritdnio dos animais apos 24 horas de
infeccdo nos estudos in vivo;

A interacdo de macrofagos com neutrofilos de C57BL/6 induz maior producéo de
TNF& no peritonio e TGF & , PGE; e IL-10 nos camundongos de BALB/c nas

dosagens do exutado peritoneal.
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