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“Quando Thomas Brock isolou Sulpholobus, o dogma cientifico
sustentava que nada podia viver a mais de 50°C, o que é talvez a razéo
por que ninguém havia pensado em procurar vida num ambiente tao
extremo antes. A chave do sucesso de Brock foi que ele cultivou as
bactérias que colheu numa temperatura téo alta quanto aquela em que
viviam normalmente. Um cientista menos astuto poderia ficar tentado a
experimentar uma temperatura mais baixa, na crenca equivocada de que
as bactérias iriam crescer melhor. N&o teriam encontrado nada, pois
Sulpholobus é um termofilo obrigatorio. O isolamento do primeiro
extremofilo, como quase toda inovacao cientifica, exigiu uma combinacéo
de observacao acurada e uma disposi¢cao de levar em conta o que era
considerado herético. A memoravel afirmacdo da Rainha Branca em
Atraveés do Espelho de que ela “por vezes acreditava em até seis coisas
impossiveis antes do café da manh&’ ndo € um mau conselho para os
cientistas.”

Ashcroft, Frances. A vida no limite - A ciéncia da sobrevivéncia. Jorge
Zahar Editor, Rio de Janeiro, 2001.



Thomas Edison fez duas mil experiéncias para conseguir inventar a
lampada. Um jovem reporter perguntou o que ele achava de tantos
fracassos. Edison respondeu: ""N&o fracassei nenhuma vez. Inventei a

lampada. Acontece que foi um processo de 2.000 passos.**
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RESUMO

Neste trabalho, estudamos a interacdo entre promastigotas de Leishmania major e
neutrofilos de camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6, utilizados como prototipos
de susceptibilidade e resisténcia a infeccdo por este parasita. Demonstramos diferencas
intrinsecas entre as duas linhagens na produgdo de éxido nitrico, que se refletiram na
expressao da enzima responsavel, a 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS). Neutréfilos
obtidos de camundongos C57BL/6 produzem mais 6xido nitrico em resposta ao estimulo
de IFN-y e LPS em relacéo a linhagem BALB/c. Promastigotas de L. major foram capazes
de inibir a producdo de NO e a expressdo da enzima em ambas as linhagens de
camundongo. Demonstramos ainda que a produgdo de radicais de oxigénio, outro
mecanismo microbicida de neutrofilos, também é diferenciada nos neutrofilos das duas
linhagens de camundongo. Neste caso, a linhagem BALB/c é capaz de produzir uma
quantidade maior de radicais de oxigénio em resposta a PMA. A expressdo de proteinas
p40phox e p47phox se mostrou diferenciada nos neutréfilos das duas linhagens de
camundongos. A producdo de radicais de oxigénio € influenciada pela interacdo de

promastigotas de L. major com a célula.

Palavras-chave: Leishmania major, neutrofilos, 6xido nitrico, NADPH oxidase
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ABSTRACT

In this study we investigated the interaction between Leishmania major
promastigotes and neutrophils of two mouse strains, BALB/c and C57BL/6, the prototype
hosts for susceptibility and resistance to L. major infection. We showed intrinsic
differences between neutrophils of these two mouse strains in the nitric oxide (NO)
production, reflected in nitric oxide syntase (iNOS) expression. C57BL/6 neutrophils
produced more NO after IFN-y and LPS exposure than BALB/c cells. L. major
promastigotes were able to reduce NO production and iNOS expression, in both mouse
strains. We demonstrated that oxygen radicals production, another microbicidal
mechanism of neutrophils, differed between cells of the two mouse strains. Neutrophils
from BALB/c mouse produced more oxygens radicals than C57BL/6 cells after PMA
stimulation. The p40phox and p47phox expression was distinct in neutrophils from those
two strains. The oxygen radicals production is inhibited by interaction with L. major

promastigotes.

Keywords: Leishmania major, neutrophils, nitric oxide, NADPH oxidase
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INTRODUCAO

L eishmanioses

Os protozoérios do género Leishmania sdo causadores da leishmaniose, doenca que
ocorre em todos 0s continentes exceto Oceania e Antartica. As leishmanias possuem como
hospedeiros vérias espécies de mamiferos, incluindo seres humanos. S8o parasitas
dimorficos, existindo na forma amastigota, intracelular e imdvel, quando infectando o
hospedeiro vertebrado, e na forma movel e flagelada, chamada de promastigota, no trato
digestivo do inseto vetor, os flebotomineos do género Phlebotomus spp. (no Velho Mundo)
ou Lutzomyia spp. (no Novo Mundo). As fémeas do inseto vetor se infectam ao se
alimentarem do sangue do hospedeiro vertebrado infectado. Apos ingerido pelo inseto, o
repasto sanguineo é envolvido pela matriz peritrofica, secretada pelo epitélio da parede
intestinal, e neste ambiente os parasitas ainda podem sofrer algumas divisdes na fase de
amastigotas. Estas formas se diferenciam nas promastigotas prociclicas, que se replicam
rapidamente e produzem uma quitinase que digere a matriz peritréfica em desintegracao
(Pimenta et al., 1997). Ainda ativamente em divisdo, as promastigotas se ancoram as
paredes do intestino do inseto através do corpo e do flagelo, através do reconhecimento de
um receptor para LPG (Pimenta et al., 1992; Kamhawi et al., 2004). Entre 5 a 8 dias,
ocorre posterior diferenciacdo em formas altamente infecciosas que recebem a
denominacdo de promastigotas metaciclicas (Handman, 2001; Sacks, 1989). As formas
metaciclicas sdo mais finas, altamente mdveis e com longos flagelos (Handman, 2001).

Ao serem transmitidas para o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo do
inseto vetor, as promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos e transformam-se, dentro da
célula hospedeira, em amastigotas. O curso da doenca é altamente dependente tanto da
espécie do parasita quanto da resposta imune do hospedeiro (Milon et al., 1995).

Ha trés formas clinicas principais da doenca. A leishmaniose visceral leva a uma
doenga sistémica e eventualmente fatal, causada pelas espécies Leishmania infantum,
Leishmania donovani e Leishmania chagasi. A leishmaniose mucocutanea, ou espundia,
caracteriza-se por lesdes desfigurantes das mucosas do nariz e boca, e é causada por
espécies do subgénero Viannia, como Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.)
panamensis. A leishmaniose cutanea, que causa Ulceras definidas na pele, é causada por

espécies do subgénero Leishmania e Viannia, como Leishmania major, Leishmania



tropica, Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis e Leishmania (V.) guianensis,
entre outras. Uma quarta forma de leishmaniose, a leishmaniose cutanea difusa, pode ser
causada por Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) aethiopica (Singh, 2006).

No Velho Mundo, a leishmaniose cutanea zoonoética é causada por L. major, cujos
reservatorios se restringem a roedores encontrados em areas rurais, especialmente o gerbil
Psamomys obesus. O principal inseto transmissor na regido ¢ Phlebotomus papatasi. A
urbanizacdo e a construcdo de barragens tém aumentado o ndmero de casos e causado
constantes surtos da doenca na regido (Desjeux, 2001), permanecendo um problema de
salide publica ainda ndo solucionado especialmente no norte da Africa e na Asia. A
leishmaniose cutanea nestas regides ainda causa consideravel morbidade. Os sintomas da
doenca causada por L. major sdo diversos, desde ulceracdes auto-limitadas benignas a
lesbes extensas e desfigurantes. Estudos de campo revelam que ocorrem também infec¢des
assintomaticas nas areas endémicas, de forma relativamente frequente, chegando a um
terco das infeccBes (Ben-Salah et al., 2005).

Individuos previamente expostos a L. major, com quadros assintoméaticos ou nao,
podem adquirir resisténcia a infeccao posterior, mas esta protecdo ndo é absoluta nem dura
por toda a vida. Ben-Salah e colaboradores (2005) relatam que a protecdo adquirida por
infeccdo natural encontra-se por volta de 70% e € independente das pressdes de
transmissdo da doenca. Os métodos atuais para controle da leishmaniose tém conseguido
baixa eficacia, pois as drogas leishmanicidas sdo bastante tdxicas e as vacinas atualmente
testadas apresentam baixa protecdo. O aparente contraste entre a eficiéncia da protecédo
adquirida de uma infeccdo natural prévia e a conferida pelas vacinas de parasitas mortos
mostra a necessidade de estudos sobre as bases imunoldgicas da resisténcia a Leishmania
spp. (Ben-Salah et al., 2005).

Os modelos de resisténcia e susceptibilidade em camundongos

O inbéculo de promastigotas de Leishmania spp. em linhagens isogénicas de
camundongo resulta em um espectro de respostas que variam da resolucdo da infeccéo a
uma doenca progressiva e fatal, que pode mimetizar a infeccdo em seres humanos. Estes
estudos tém gerado hipoteses que buscam explicar a capacidade do hospedeiro em
controlar ou ndo a disseminacédo do parasita (Barral et al., 1983; Reiner & Locksley, 1992;
Rogers et al., 2002; Laskay et al., 2003).



O modelo mais estudado € o da infeccdo de camundongos com a espécie L. major,
que permitiu a identificacdo de linhagens murinas que apresentam respostas contrastantes
(Heinzel et al., 1989). Linhagens como C57BL/6 e C3H/HeN, por exemplo, sdo capazes de
controlar a replicagdo desse parasita apos inoculo tanto de amastigotas quanto de
promastigotas, com o desenvolvimento de resisténcia ao longo das 2 a 4 semanas
subsequentes. A resposta imune caracterizada pela proliferacdo de células TCD4+ que
produzem IFN-y em grande quantidade, ou células T helper do tipo 1 (Th1) (Heinzel et al.,
1989; Milon et al., 1995; Alexander & Bryson, 2005), levam a eliminacdo do parasita,
principalmente pela producgéo de 6xido nitrico (NO) pelos macrofagos estimulados por esta
citocina. Linhagens com background BALB séo tipicamente susceptiveis a L. major, sendo
a linhagem BALB/c a mais estudada. Nestes camundongos ocorre disseminacdo do
parasita, a partir do sitio de inoculo inicial, para linfonodos, figado e baco, resultando em
uma doenca progressiva com hipergamaglobulinemia que se assemelha ao calazar humano.
Neste modelo, ocorre expansdo de células TCD4+ chamadas Th2 que ndo produzem IFN-y
em resposta aos antigenos do parasita, mas produzem, além de outras citocinas, a 1L-4 e
IL-10, que interferem com a ativacdo de macrofagos por IFN-y e auxiliam células B na
resposta humoral (Heinzel et al., 1989; Milon et al., 1995; Alexander & Bryson, 2005).

Diferentes espécies de Leishmania, entretanto, causam diferentes quadros clinicos
nas linhagens de camundongo tipicamente resistentes ou susceptiveis a L. major. A
infeccdo por L. amazonensis produz nestas linhagens inicialmente um quadro semelhante
ao causado por L. major, entretanto, os camundongos C57BL/6 voltam a apresentar leséo
com o decorrer do tempo, podendo apresentar metastases depois de um ano da infecgédo
(Barral et al., 1983). E interessante observar também que embora camundongos C57BL/10
e BALB/c sejam ambos susceptiveis a infeccdo por L. amazonensis, cada linhagem
apresenta um quadro clinico e respostas de células Th diferentes (Afonso & Scott, 1993).

Entretanto, para qualquer espécie de Leishmania, o estabelecimento da doenca se
deve a ndo ativacdo de uma resposta imune eficaz ou a resisténcia aos mecanismos
microbicidas das células de defesa. A ndo ativacdo da resposta imune pode estar
relacionada as caracteristicas intrinsecas tanto do parasita quanto do hospedeiro (Alexander
& Bryson, 2005). Em todas as alternativas, o estudo das células de defesa que sdo

recrutadas para o local da infeccdo pode revelar aspectos fundamentais desta interacao.



Neutrofilos

Com a capacidade de destruir patégenos invasores, os neutrofilos sédo células que
circulam em grande quantidade pela corrente sanguinea e reagem imediatamente a sinais
de infeccdo, migrando prontamente em direcdo a origem do sinal. S80 0s mais numerosos
entre as células de defesa conhecidas como granulécitos, que incluem também os
eosinofilos e os basofilos. Estas celulas produzem uma grande variedade de agentes
toxicos, incluindo poderosos oxidantes e enzimas hidroliticas (English, 1999). Vaérios
destes agentes podem individualmente eliminar patogenos (Segal, 2005). A ativacdo da
resposta de neutréfilos também danifica o tecido adjacente, perpetuando a resposta
inflamatoria e atraindo mais células de defesa.

Ao encontrar o patdégeno invasor, o neutréfilo internaliza-o pelo processo de
fagocitose. Varias respostas celulares sdo disparadas e lisossomos descarregam enzimas
hidroliticas e radicais livres altamente toxicos, entre outras moléculas, no vacuolo
fagocitico. Alguns mediadores como o NO e citocinas séo liberados da célula e possuem
funcBes inflamatorias importantes no ambiente extracelular (Witko-Sarsat, 2000).

O evento inicial que resulta na ativagdo do neutrofilo frequentemente envolve a
ligagdo de um antigeno em um receptor de membrana, que desencadeia a ativacdo de
mediadores intracelulares e leva a geracdo de segundos mensageiros ou ativacdo de
enzimas. Estes processos sdo primariamente governados por proteinas-G, proteina-
quinases e fosfolipases, entretanto em muitos casos 0s processos bioquimicos que ligam a
transmissdo da informagéo ao evento final ndo sdo bem definidos (English, 1999; Witko-
Sarsat, 2000, Segal, 2005).

Entre as moléculas microbicidas mais bem estudadas em neutrofilos, que podem ser
importantes no processo de desenvolvimento da patologia da leishmaniose, estdo o 6xido

nitrico e os radicais livres de oxigénio.

Oxido nitrico (NO)
Células de defesa ativadas produzem grande variedade de moléculas implicadas na

atividade microbicida. Por sua toxicidade, o NO possui papel importante entre estas
moléculas antimicrobianas.

Além de sua acdo toxica direta contra agentes invasores, 0 NO € uma molécula que
também age como mediador, vasodilatador e neurotransmissor, possuindo, assim, fungdes

na resposta inflamatdria e na resposta imune, a despeito de sua meia-vida de apenas alguns



segundos. A producdo de NO resulta da deaminagdo de L-arginina, resultando em L-
citrulina, reacdo catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS), que possui varias
isoformas. Uma delas, a o0xido nitrico sintase indutivel (iNOS), é expressa nas células de
defesa ap0s ativacdo por diversas citocinas ou toxinas (Oswald & James, 1996). O NO ¢
um gas altamente reativo que pode se difundir livremente pelas membranas sem
necessidade de um receptor especifico. Em solucdo aquosa, 0 NO é degradado a nitrito
(NO;) e, na presenca do grupo heme, também em nitrato (NO3z). O esquema

representativo destas reagGes esta mostrado na Figura 1.

Intermediarios reativos do oxigénio (IRO)

A explosdo respiratoria, ou subita producdo de radicais livres de oxigénio, é parte
importante da resposta de fagdcitos a uma infecgdo. O radical superoxido (O) é produzido
pela acdo da NADPH oxidase, um citocromo de membrana que transfere um elétron para o
oxigénio molecular, em resposta a fagocitose de parasitas, diferentemente da geragédo de
NO que necessita de ativacdo por citocinas (Gantt et al., 2001). O radical superdxido é
dismutado a peréxido de hidrogénio (espontaneamente ou pela enzima superdxido
dismutase), utilizado pelas células como substrato oxidante para mieloperoxidase, que por
sua vez amplifica o potencial toxico do peroxido de hidrogénio pela geracdo de outros
potentes oxidantes como radical hidroxila, oxigénio singleto e 4&cido hipocloroso
(Heinecke, 1999). O conjunto de radicais de oxigénio gerados na explosdo respiratoria é
comumente chamado de intermediérios reativos do oxigénio (IRO).

A geracdo de compostos tdo toxicos deve ser cuidadosamente controlada, de modo
que, em neutrdfilos circulantes, as enzimas responsaveis pela geracao destes radicais estdo
inativas. A ativacdo da NADPH oxidase depende da ligagdo de componentes citosolicos
(p47phox, p67phox e p40phox) ao flavocitocromo bssg. O flavocitocromo, composto por
duas proteinas, gp91phox (ou NOX2, a isoforma encontrada em fagocitos) e p22phox, € o
principal elemento transportador de elétrons da NADPH oxidase, ligado a membrana
(Figura 2). Em neutréfilos o flavocitocromo estd distribuido na membrana plasmatica e
também na membrana dos granulos especificos, e é incorporada na membrana do

fagolisossomo durante sua formacéo (Segal, 2005).
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Figura 1. Esquema representativo do mecanismo de ativacdo da dxido nitrico sintase
indutivel e da biossintese de 6xido nitrico. A ligacdo de citocinas ou toxinas em receptores
de membrana ativa os fatores de transcricdo como NF-kB, que inicia a transcricdo do
MRNA para iNOs (ou NOS-2). A INOS cataliza duas reacfes de oxidacdo, uma para
transformar o aminodcido L-arginina em L-hidroxiarginina e outra para produzir, a partir

da L-hidroxiarginina, uma molécula de L-citrulina e uma de NO.



A proteina p40phox € ligada a p67phox, sendo provavelmente importante no
transporte desta Ultima até a membrana, e possui funcBes reguladoras do restante do
complexo. A proteina p47phox é fosforilada em grande quantidade apds a ativacdo da
célula, sendo a primeira a ligar-se ao flavocitocromo de membrana.

Também é necessaria a ligacdo da GTPase Rac ao complexo de membrana para a
ativacdo da NADPH oxidase (Bedard & Krause, 2007). Esta ativacdo € dependente de
proteina-quinase C (PKC), que causa a fosforilagdo dos componentes citosolicos, e
ativadores de PKC, como PMA (phorbol-myristate-acetate). A ligacdo de uma grande
variedade de antigenos em receptores de membrana dos neutréfilos € capaz de ativar a
NADPH oxidase e a secrecdo de mieloperoxidase de forma extremamente répida e
sincrénica, de modo que a producdo de O, é iniciada 30 a 60 segundos apds a ativacdo da
célula (Heinecke, 1999).

O papel de neutréfilos na infeccdo por Leishmania spp.

Como mencionado anteriormente, a leishmaniose € uma doenca que envolve
complexas interacdes parasita-hospedeiro, com o curso da patologia dependendo tanto da
espécie de Leishmania quanto de caracteristicas imunes do hospedeiro. No estudo da
infeccd@o por este protozoario, a polarizacdo Th1/Th2 da resposta imunoldgica, bem como a
interacdo do parasita com sua célula hospedeira final, os macrofagos, tém sido o0s
principais alvos de investigacdo. Entretanto, existem cada vez mais evidéncias da
participacdo de outras células na modulacao da resposta imune do hospedeiro a Leishmania
spp.

Embora a interacdo deste protozoario com granulocitos seja menos investigada que
a interagdo com macrofagos, estudos realizados com diferentes espécies de Leishmania e
diferentes hospedeiros tém mostrado consistentemente que neutréfilos e eosindfilos séo
atraidos ao local da infeccdo do parasita logo nas primeiras horas (Pompeu et al., 1991;
Lima et al., 1998; Amaral et al., 2000). Este recrutamento, entretanto, é diferenciado para
as linhagens de camundongo que apresentam respostas Thl ou Th2 (Beil et al., 1992),
assim como a persisténcia destas células no sitio de infeccdo (Tacchini-Cottier et al.,
2000). De forma interessante, trabalhos mais recentes tém sugerido que neutréfilos possam
ter papel importante na infeccdo, seja abrigando os parasitas vivos até a chegada dos
macrofagos (Aga et al., 2002; van Zandbergen et al., 2004), seja inibindo a resposta dos
macrofagos durante a infeccdo (Ribeiro-Gomes et al., 2005).



Bedard & Krause, 2007

Figura 2. Esquema representativo da ativagdo da NADPH oxidase. Em neutréfilos ndo
ativados, NOX2 (gp91phox) e p22phox estdo constitutivamente associadas e localizadas
principalmente nas vesiculas, formando o flavocitocromo de membrana bssg. Apds
ativacdo, p47phox é fosforilada, juntando-se a p67phox e p40phox. O processo também
depende da GTPase Rac (em neutréfilos, Rac2). Estes componentes citosélicos,
fosforilados por PKC, se ligam ao flavocitocromo, e o complexo ativo transporta elétrons

do NADPH no citoplasma para oxigénio extracelular ou fagosomal para gerar superoxido.

Anélises histoquimicas de lesdes iniciais causadas pela infec¢cdo com L. major em
camundongos BALB/c e C57BL/6 demonstraram que o infiltrado inflamatorio nos
camundongos resistentes ¢ predominantemente composto por fagdcitos mononucleares,
enguanto que nos camundongos susceptiveis ha uma predominancia de células
polimorfonucleares (Beil et al., 1992). Entretanto, a deplecdo de neutrdfilos em
camundongos C57BL/6 elimina a caracteristica de resisténcia destes camundongos e

aumenta 0 nimero de parasitas encontrados nos linfonodos. A deplecdo destas células



também provoca uma infeccdo muito mais severa em camundongos susceptiveis BALB/c
(Lima et al., 1998), sugerindo um papel protetor para os neutrofilos em ambas as
linhagens.

Entretanto, as varidveis envolvidas em experimentos de deplecdo podem fornecer
resultados controversos, pois Chen e colaboradores (2005) obtiveram aumento da lesdo em
camundongos susceptiveis a L. major cujos neutrofilos foram depletados, e pouca
influéncia da deplecdo destes fagocitos em camundongos C3H, normalmente resistentes.
Quando neutréfilos sdo depletados in vivo por anticorpos anti-neutréfilos, pode ocorrer até
mesmo reversdo do fendtipo Th2 em camundongos susceptiveis (Tacchini-Cottier et al.,
2000).

Alguns autores demonstraram um papel paradoxal para os neutréfilos neste
modelo, sendo protetores para os camundongos resistentes e em parte responsaveis pelo
direcionamento de uma resposta nao protetora no camundongo susceptivel (Tacchini-
Cottier et al., 2000). Estes autores reportaram, também, um recrutamento diferenciado
deste tipo celular nas duas linhagens. No camundongo resistente, foi encontrando um alto
namero de neutréfilos no sitio de infeccdo na primeira hora, que cai para menos de 10%
das células do infiltrado inflamato6rio apds trés dias. No camundongo susceptivel BALB/c
os neutrofilos ainda sdo encontrados 10 dias ap6s a infeccdo, em um processo
extremamente relacionado aos macrofagos que sdo atraidos ao local para fagocitar as
células apoptoticas.

Nesta linha, mais recentemente, surgiu a hipotese de que os neutréfilos, apesar de
sua capacidade de eliminar o parasita internalizado, possam ser utilizados, em algumas
circunstancias, como “cavalos de Troia” pelos parasitas, para entrarem de forma segura nos
macrofagos (Aga et al., 2002; Laufs et al., 2002). Os autores desta teoria observaram
parasitas vivos dentro de neutrdfilos dois a trés dias apds a infecgdo experimental em
camundongos, e comprovaram o atraso da apoptose espontanea de neutréfilos humanos
infectados cultivados in vitro. Neste caso, a producdo de citocinas e quimiocinas que
atraem mais neutrofilos (como IL-8 em humanos) e da quimiocina MIP-1p (que atrai
monocitos, a célula hospedeira final) pelos neutréfilos infectados, poderia auxiliar no
desenvolvimento da doenca, ao invés de controlar a disseminacéo do parasita. A fagocitose
de neutrofilos apoptéticos contendo leishmanias ainda viaveis ndo causaria ativacdo do
macrofago, que se tornaria desta forma, infectado pelo parasita (Laskay et al., 2003; van

Zandbergen et al., 2004). Corroborando esta hipotese, Allenbach e colaboradores (2006)



observaram que a apoptose dos neutrdfilos é exacerbada pela presenca de L. major. Por
este modelo, as promastigotas de Leishmania spp. seriam capazes de inibir a acédo
microbicida de neutrofilos como uma etapa para encontrar a célula hospedeira final, o
macro6fago.

Ribeiro-Gomes e colaboradores (2005), em um interessante trabalho onde
neutrofilos dos camundongos C57BL/6 e BALB/c foram colocados em contato com
macrofagos de sua propria linhagem e da outra linhagem, observaram um papel protetor
nos neutrofilos de C57BL/6 e um papel deletério, favorecendo a inibigdo de macrofagos de
ambas as linhagens, para neutrofilos de camundongos BALB/c. Assim, estes dados
sugerem que os neutrofilos das duas linhagens de camundongo possam ter caracteristicas

intrinsecas diferentes.

O papel dos radicais toxicos na leishmaniose

O momento imediatamente ap6s a inoculacdo das promastigotas no hospedeiro
mamifero pelo inseto vetor é critico para o sucesso da infeccdo. As promastigotas,
portanto, necessitam de estratégias muitas vezes diferentes das amastigotas que ja se
encontram em multiplicacdo no organismo hospedeiro, ap6s o estabelecimento da resposta
imune inicial.

Em macréfagos, cujas respostas imunes na leishmaniose estdo mais bem
documentadas que neutrdfilos, a geracdo de uma resposta do tipo Thl em camundongos
resistentes a L. major induz a producdo de NO, levando a eliminacdo do parasita (Stenger
et al., 1989). Ja foi demonstrado in vitro que macrofagos de camundongos que respondem
preferencialmente com uma resposta do tipo Thl, ditos macréfagos M-1, produzem mais
NO do que macréfagos de camundongos que fazem preferencialmente uma resposta do
tipo Th2, ditos M-2 (Santos et al., 2006). Santos e colaboradores (2006) demonstraram
ainda que a producéo diferencial de NO em macrofagos é devido a producéo diferencial de
MRNA de iNOS e consequentemente da enzima iNOS.

Estudos ja mostraram que os parasitas sdo capazes de inibir a producdo de NO por
macrofagos, e esta inibicdo pode ser determinante para o sucesso da infeccdo (Diefenbach
et al., 1998). Assim, linhagens de camundongo resistentes a infeccdo por Leishmania
tornam-se susceptiveis quando nocauteados para iNOS.

E interessante ressaltar, no entanto, que a presenca de IFN-y parece ser critica para

a eliminacdo do parasita, pois macréfagos previamente expostos a esta citocina nao sao
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inibidos pelo parasita (Gregory & Olivier, 2005). Nos macrofagos, a producdo de NO é
mediada também por TNF-a,, uma citocina produzida durante a resposta do tipo Thl.
Entretanto, em neutréfilos, a producdo de NO é independente desta citocina (Fonseca et
al., 2003). Ha controvérsias sobre a funcdo leishmanicida do NO em neutréfilos, pois estas
células produzem quantidades muito baixas destas moléculas quando comparadas aos
macréfagos (Heinecke, 1999), entretanto, deve ser lembrado que estas sdo as primeiras
células a migrarem para o local da infeccéo, e seu grande nimero pode compensar a menor
producéo.

Diferentes espécies de leishmania podem provocar diferentes respostas nos
fagdcitos. Gantt e colaboradores (2001) relatam que macr6fagos de camundongos C3H, na
presenca de IFN-y, produzem mais NO quando infectados por L. chagasi que os ndo
infectados, ndo havendo portanto inibicdo da produgdo por esta espécie de Leishmania.

Além do éxido nitrico, cuja importancia na eliminacdo do parasita € bem estudada,
ha evidéncias de que os neutréfilos sdo capazes de eliminar grande numero de parasitas
pela acdo dos intermedidrios reativos do oxigénio (IRO) gerados durante a explosdo
respiratéria, ou mesmo pela liberacdo de componentes tdxicos dos granulos nos
fagossomos (Pearson & Steigbigel, 1981; Pearson et al., 1987; Pimenta et al., 1987).

Para escapar da resposta imune inata, uma das estratégias utilizadas por
promastigotas é inibir a exploséo respiratoria de neutrofilos. Esta inibicdo foi comprovada
em estudos com neutrofilos humanos estimulados com PMA (Al-Tuwaijri et al., 1990; El-
On et al., 1990). Estudos antigos, realizados em neutrofilos de coelho, demonstraram
para diferentes estagios e diferentes espécies de Leishmania (Mallinson et al., 1989).

Algumas moléculas de superficie dos parasitas, como LPG e gp63, inibem a
producdo de intermedidrios reativos do oxigénio por fagdcitos, incluindo neutrofilos
(Remaley et al., 1984; Gregory & Olivier, 2005), pela reducdo da atividade de PKC
(proteina quinase-C). O LPG de L. donovani também possui papel importante na inibicdo
da formagdo do complexo de ativagdo da NADPH oxidase (Lodge et al., 2006). A
producdo de IRO parece importante para eliminacdo do parasita, uma vez que
camundongos deficientes na producao destas moléculas possuem maior susceptibilidade a
infeccdo por L. donovani (Murray & Natan, 1999), e a producdo de IRO in vitro diminui a
sobrevivéncia do parasita em macrofagos (Gregory & Olivier, 2005).
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Algumas espécies de Leishmania, no entanto, podem ser mais resistentes a IRO que
a NO. Liew e colaboradores (1990) mostraram que o tratamento com o inibidor de iNOS,
L-NMMA (N-monometil-L-arginina), em camundongos infectados com L. major, nédo
apenas inibiu a atividade leishmanicida como aumentou a producdo de perdxido de
hidrogénio (H,0,) pelos macrofagos. Além disso, algumas moléculas ativadoras de
neutrofilos, como fMLP, podem causar tanto a producdo de NO quanto de IRO, sugerindo
passos em comum na cascata de ativacdo. Ja foi sugerido que pelo menos parte dos passos
em comum pode se localizar na cascata de ativagdo da NADPH oxidase em neutréfilos
humanos, causando interferéncia na producdo de IRO pela ativagdo da producdo de NO
(Carreras et al., 1997).

Desta forma, a producdo de NO e IRO por neutréfilos pode ter grande importancia
na eliminagdo de L. major, e diferencas entre estes dois mecanismos podem ser decisivas
para uma posterior evolucao da doenca no camundongo susceptivel ou para a regressao da

lesdo no camundongo resistente.
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JUSTIFICATIVA

As leishmanioses encontram-se em franca expansdo em nosso pais, sendo que as
medidas de controle tém sido ineficazes para evitar o aumento do nimero de casos. Novas
estratégias sO serdo possiveis mediante pesquisa de todos os aspectos da doenca, desde a
proliferacdo do vetor até os aspectos imunoldgicos relacionados com esta infeccdo, que
poderdo permitir manipulagdes terapéuticas do sistema imune ou desenvolvimento de
vacinas. No modelo animal de infeccdo por diversas espécies de Leishmania, duas
linhagens de camundongo sdo frequentemente utilizadas por suas respostas tipicas a
espéecie L. major: a linhagem BALBI/c, que é susceptivel a infeccdo e desenvolve lesdes
que visceralizam com o tempo e terminam por matar o animal, e a linhagem C57BL/6, que
desenvolve lesdes que, entretanto, regridem com o passar das semanas. Estas respostas séo
complexas e envolvem grande nimero de citocinas e quimiocinas, além de diversos tipos
celulares. Os neutréfilos sdo células que migram rapidamente logo apds o inicio da
infeccdo, e cada vez mais se demonstra a importancia destas células para o
desenvolvimento da patologia no caso de vérias infeccGes por parasitas intracelulares,
incluindo a leishmaniose. Assim, é interessante e importante investigar a resposta de
mecanismos microbicidas de neutréfilos das linhagens resistentes e susceptiveis a infeccao
por L. major, tentando apontar diferencas que possam contribuir para a expressao destes

dois fenotipos.
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OBJETIVO GERAL

Uma vez que os neutrofilos estdo entre as primeiras células que tém contato com os
patdgenos, estas células podem ter um papel determinante no modelo de resisténcia e
susceptibilidade a L. major. Em estudos anteriores, observamos que, enquanto a taxa de
fagocitose ndo foi diferente nas duas linhagens-modelo de camundongos, a producdo de
moléculas microbicidas revelou aspectos que mereceram estudos mais detalhados.

Assim, nosso objetivo, neste estudo, foi investigar a producdo diferencial de NO e
IRO em neutrdfilos das linhagens de camundongos C57BL/6 e BALB/c, na tentativa de
estabelecer uma correlagdo com resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por L. major.
Além disso, buscamos investigar o efeito da interacdo neutrofilo-protozoario sobre a

producdo dessas moléculas microbicidas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar, in vitro, a producdo de Oxido nitrico em neutrofilos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6, ap6s estimulo com LPS e IFN-y.

2) Avaliar, in vitro, a expressdo de INOS em neutrofilos peritoneais de
camundongos BALB/c e C57BL/6, ap6s estimulo com LPS e IFN-y.

3) Determinar, in vitro, a producdo de intermediarios reativos do oxigénio (IRO)
em neutréfilos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6, apds estimulo com PMA,
LPS e IFN-y.

4) Determinar, in vitro, a expressdo de proteinas componentes da NADPH oxidase,
p40phox e p47phox, em neutrofilos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6, com
ou sem o estimulo de PMA.

5) Awvaliar, in vitro, se a producdo de Oxido nitrico, a expressdo de iNOS, a
producdo de IRO e a presenca de componentes da NADPH oxidase em neutréfilos
peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 sdo afetadas pela presenca de

promastigotas de L. major.
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MATERIAL E METODOS

Camundongos

Foram utilizadas fémeas de camundongos C57BL/6 e BALBI/c, linhagens que
apresentam, respectivamente, um quadro de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por L.
major. Os animais foram adquiridos no biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas/UFMG
e tratados com vermifugo composto de sulféxido de albendazol a 10% (Ricobendazole 10,
Ouro Fino Saude Animal Ltda), diluido 1:250 em &gua filtrada, oferecida aos animais
recém-adquiridos durante 24 horas e em seguida trocada por agua filtrada sem o
medicamento. Este tratamento era repetido ap6s 10 dias. A maravalha e as caixas onde 0s
camundongos eram mantidos foram previamente borrifadas com amitraz a 12,5% (Triatox
Sarnicida e Carrapaticida, Coopers Brasil Ltda) e deixadas até secagem completa antes da
colocacéo dos animais. Os animais foram utilizados entre 8 e 12 semanas de idade.

Este trabalho seguiu o0s principios éticos para utilizacdo de animais de
experimentacdo descritos nas normas do CETEA (Comité de Etica em Experimentacio
Animal) da UFMG. Todos os protocolos utilizados foram previamente aprovados pelo
CETEA, conforme processo n° 102/04.

Leishmania major
As promastigotas de L. major (MHOMY/SU/73/5-ASKH) utilizadas neste estudo
foram gentilmente cedidas pelo Dr. Gabriel Grimaldi (Fiocruz - RJ) e mantidas estocadas

em nitrogénio liquido no Laboratério de Biologia Celular e Imunologia das Doencas
Parasitarias do Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG. Apos
descongelamento, as promastigotas foram cultivadas em Schneider’s Insect Medium
(SIGMA). Este meio foi preparado conforme instruces do fabricante e esterilizado por
filtracdo a vacuo, utilizando membrana com porosidade de 0,22 um (Millipore). Ao meio
estéril, no momento de uso, adicionou-se 10% v/v de soro fetal bovino (Cultilab) inativado
por calor (SFBIi) a 56°C por 30 min.

Os parasitas foram mantidos a 24°C em estufa BOD (Divco) até, no maximo, a
sexta passagem, quando eram inoculados em camundongos BALB/c com objetivo de

recuperar a infecciosidade.
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Manutencdo de Leishmania major em camundongos

A utilizacdo de parasitas até 0 maximo de 6 passagens in vitro foi possivel pela
manutencdo continuada de camundongos BALB/c infectados, obtidos pela inoculacéo de 1
x 10" promastigotas na pata traseira do animal, diluidas em 10 pL de PBS. As
promastigotas foram obtidas de cultivos in vitro com no maximo 6 passagens.

Apos intumescimento do local de inoculacdo (cerca de 4 semanas), as formas
amastigotas foram isoladas a partir de um fragmento de tecido retirado assepticamente da
leséo e colocado em frasco com 5 mL de meio de cultivo Schneider contendo 10% SFBI,
penicilina (50 U/mL) e estreptomicina (50 pug/mL).

O frasco era incubado a 24°C, de modo que os parasitas se diferenciassem em
formas promastigotas. Apds multiplicagdo dos parasitas, em torno do 5° dia, as
promastigotas eram contadas e repicadas para 2 novos frascos, e as culturas obtidas de
ambos os frascos eram congeladas apds 4 a 5 dias de incubacdo, ou utilizadas nos

experimentos.

Congelamento dos parasitas

Para congelamento de estoques de promastigotas de L. major, os parasitas foram
contados em camara de Neubauer e diluidas em meio Schneider contendo 10% SFBi e
10% dimetilsulféxido (DMSO) para uma concentracio final de 5 x 10 parasitas/mL. Esta
suspensdo foi distribuida em criotubos estéreis de 1,5 mL (1 mL/criotubo) que foram
colocados a -20°C overnight. Os criotubos foram entdo transferidos para nitrogénio
liquido.

Manutencdo das culturas axénicas de Leishmania major

As promastigotas recém-isoladas de camundongos BALB/c eram mantidas em
meio Schneider suplementado com 10% SFBi. A cada 4-5 dias, quando os parasitas se
encontram em inicio de fase estacionaria, e 0 nimero de promastigotas metaciclicas €
maior, era realizado o repique das culturas ap6s a contagem das promastigotas. Para isto,
uma aliquota da cultura era diluida (1:50) em PBS (Phosphate Buffered Saline; NaCl 136,9
mM; KCI 2,68 mM; KH,PO, 1,47 mM; Na,HPO, 8,1 mM) contendo 1% de formol e
contada em camara de Neubauer. Para os repiques, eram semeados 1,0 x 10° parasitas/mL,

em um total de 5 mL de meio para cada 25 cm? de superficie do frasco de cultivo. As
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culturas eram examinadas periodicamente em microscopio otico invertido (Olympus) para
verificar a auséncia de contaminacdo. Com o objetivo de trabalhar apenas com parasitas
apresentando uma alta infecciosidade in vitro, as promastigotas foram utilizadas até, no
maximo, a sexta passagem. Nos experimentos de infeccdo de neutréfilos foram utilizadas

culturas no 5° dia ap6s repique.

Separacao de granuldcitos da cavidade peritoneal de camundongos

Granuldcitos peritoneais murinos foram obtidos por inoculagdo de 2 mL de
tioglicolato (Bacto-Thyoglycolate Broth without indicator, DIFCO) a 3% (preparado
conforme instrucBes do fabricante) na cavidade peritoneal de cada camundongo, 3 horas
antes de cada experimento. ApOs este tempo, os animais eram sacrificados por
deslocamento cervical, e a pele lavada com alcool 70%. A pele era retirada com auxilio de
tesoura e pinga, e era feita uma incisdo na cavidade peritoneal. As células foram recolhidas
por lavagem da cavidade peritoneal com 4 mL de PBS e a suspensédo foi cuidadosamente
colocada sobre gradiente de Ficoll-Hypaque (Ficoll 400: GE Healthcare; Hypaque 50%:
Diatrizoato de sédio a 50%, solucdo injetavel, Winthrop). O gradiente foi entdo
centrifugado para separacdo dos outros tipos celulares presentes no peritbneo, de acordo
com o protocolo descrito por Rest (1988). Para cada experimento foi feito um pool de
células retiradas de no minimo trés animais de cada linhagem.

O gradiente de Ficoll-Hypaque foi feito colocando-se 5 mL da solugéo praparada (8
mL de Ficoll 7,6% em agua e 2 mL de Hypaque 50%) em tubos de centrifuga de 15 mL.
Cerca de 5 mL de suspensdo celular eram colocados vagarosamente sobre o gradiente
formado, centrifugando-se em seguida a 600 g por 30 minutos.

Apo6s a centrifugacdo, o sedimento contendo os neutrofilos foi diluido
cuidadosamente em PBS. Os neutréfilos foram lavados em PBS e a seguir em meio de
cultivo RPMI 1640 (SIGMA) com 10% de soro fetal bovino inativado.

Com objetivo de melhorar o processo de purificacdo, foi acrescentado mais um
passo de separacdo, consistindo na incubacao das células em placa de Petri descartavel por
40 minutos a 37°C para adesdo de macréfagos ainda presentes na suspensdo. As células
ndo aderidas eram recolhidas da placa e contadas em camara de Neubauer, na presenga do
corante vital azul de tripan (0,4% em PBS) para analise concomitante da viabilidade. Cada
animal forneceu em média 5 x 10° neutréfilos, entretanto, foram obtidos cerca de 20% a

mais de neutrofilos em camundongos BALB/c que em camundongos C57BL/6.
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Apls este processo, a pureza das células obtidas chegou a mais de 99% de
neutrofilos, confirmada apds cytospin da suspensé@o celular e coloracdo das laminas com

May-Grunwald-Giemsa.

Determinacdo da producédo de 6xido nitrico

Para a pesquisa da producdo de éxido nitrico (NO), 1,5 x 10° neutréfilos de
camundongos C57BL/6 e BALB/c foram incubados em meio RPMI com 10% SFBi na
auséncia e na presenca dos estimulos inespecificos LPS e IFN-y, individualmente ou em
combinagdo. As células foram incubadas em placas de 24 pocos, por tempos que variaram
de 2 a 48 h a 37°C, em estufa com 5% de CO,. Foram utilizadas concentracdes de 0,1 a
100 ng/mL de LPS (SIGMA) ou de 5 a 100 Ul/mL de IFN-y (R&D Systems). As
concentragfes de 0,1, 10, 50 e 100 ng/mL de LPS foram testadas em conjunto com
concentragfes de 5 a 100 UI/mL de IFN-y. Os neutrofilos dos camundongos C57BL/6 e
BALB/c também foram incubados com promastigotas de L. major, em inicio de fase
estacionaria, na proporcao de 0,1 a 10 parasitas:célula, na presenca de 0,1 a 10 ng de LPS
em conjunto com 50 Ul de IFN-y por 4 a 24 h, a 37°C em 5% de CO.,.

Para deteccdo de producdo de oOxido nitrico também foram utilizados parasitas
mortos pelo calor para interagdo com neutrofilos. Para isto, as promastigotas foram
contadas, diluidas em PBS sem soro fetal e fervidas por 2 minutos.

Ap0s incubacdo das células, a suspensdo foi centrifugada (500 g, 10 min). A
producdo de NO foi avaliada pela dosagem do nitrito (NO;", metabolito final mais estavel
resultante da redugéo do NO) presente no sobrenadante, detectado pela colora¢do de Griess
modificada de acordo com Giustarini e colaboradores (2004) e descrita a seguir.

Coloracéo de Griess

Para determinacdo colorimétrica da quantidade de NO no sobrenadante, foram
adicionados 10uL de NEM (N-ethyl-maleimide) 310 mM, 300 pL de solugéo saturada de
sulfanilamida em alcool etilico absoluto e 150 pL de solugédo de sulfanilamida a 6% (w/v)
e NEED (N-naftil-ethylendiamine) 0,2% (w/v) em &cido fosférico a 6% a cada microtubo
contendo 500uL do sobrenadante.

Apdbs 5 minutos, acrescentou-se 80 uL de acido tricloroacetico 60%. Apos uma
rapida centrifugacdo em microcentrifuga a 10.000 g por 2 minutos, 200 uL de

sobrenadante foi colocado em microplaca e analisado em espectrofotdmetro a 540 nm.
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Paralelamente foi feita uma curva-padrdo de NaNO, com concentrac6es variando de 100 a
3,125 uM. Meio RPMI 1640 foi utilizado como branco.
Os resultados foram comparados com a curva padrdo e mostrados em uM de 6xido

nitrico produzido.

Deteccdo da enzima 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS)

Estimulo dos neutrofilos para a expressdo de iNOS

A expressdo de iNOS foi investigada em 1,5 x 10° neutréfilos de camundongos
C57BL/6 e BALB/c apos incubacao das células a 37°C e 5% CO, com LPS (0,1 ng/mL) e
IFN-y (50 Ul/mL), na presenca ou auséncia de L. major, na proporcdo de 1 ou 10
parasitas:célula, por periodos de tempo que variaram de 1 a 48 horas.

Apos incubacéo, a suspensdo celular foi centrifugada a 300 g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi utilizado para deteccdo de éxido nitrico conforme descrito acima e o
sedimento foi diluido em 50 ul de tampdo de lise (HEPES/NaOH 20 mM, EDTA 0,1 mM,
1% Triton X-100, 2 ug/mL de aprotinina, pH 7,5), conforme descrito por Noda & Amano
(1997).

A suspenséo foi incubada por 30 minutos a 4°C e a seguir centrifugada por 10
minutos (10.000 g, 4°C). O sobrenadante foi cuidadosamente coletado (descartando-se o
sedimento), avaliado quanto a concentracdo de proteinas e congelado a -20°C até o
momento de uso.

Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas do sobrenadante, obtido conforme descrito acima, foi feita
com os reagentes BioRad DC Protein Assay (BioRad), de acordo com as instru¢des do
fabricante. Em microplaca de 96 pocos eram adicionados 5 uL do lisado ou de
soroalbumina bovina, utilizada como padrdo protéico, em concentragfes que variavam de 2
a 0,125 mg/mL. A seguir eram adicionados 50 uL do reagente A e 200 uL do reagente B.
Apo6s 15 minutos de incubacdo em temperatura ambiente, a leitura era feita em
espectrofotémetro a 750 nm.

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

Aliquotas de cada amostra contendo 20 ou 30 ug de proteina foram fracionadas em
SDS-PAGE utilizando-se um gel de separacdo de 7,5%. O gel foi preparado com uma
solucgéo de 40% acrilamida/bis-acrilamida na propor¢do 29:1 em Tris-HCI 375 mM pH 8,8
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e 0,1% SDS (LaemmL.i). O gel de concentracdo foi preparado em Tris-HCI 125 mM pH
6,8 e 0,1% SDS contendo 4% de acrilamida/bis-acrilamida.

As amostras foram diluidas em tampé&o de amostra (ImM EDTA, 10% SDS, 20%
glicerol, 0,05% azul de bromofenol e 5% pB-mercaptoetanol), para um volume final de
20uL e desnaturadas a 100°C por 5 minutos, antes de aplicadas ao gel. Como padrdo de
peso molecular foi utilizado o padrdo BenchMark (Invitrogen), de 15 a 220 kDa, uma vez
gue a proteina iNOS possui 130 kDa.

A corrida foi realizada em voltagem constante de 150 V por 1 hora, utilizando-se o
tampdo Tris 25 mM, glicina 192 mM pH 8,3, contendo 0,1% SDS. Apoés a separagdo das
proteinas, o gel foi utilizado em ensaios de Western blot, como descrito a seguir.

Western blot para iNOS

As proteinas fracionadas por SDS-PAGE foram transferidas para membrana de
nitrocelulose PROTRAN (Pure Nitrocellulose Transfer and Immobilization Membrane,
0.45 um, Schleicher & Schuell, Dassel, Germany) a 100 V durante 1 hora, em tampéo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM e metanol 20% v/v). Apo6s transferéncia, a
membrana foi corada com Ponceau S (0,1% Ponceau S e 3% de &cido acético) para a
visualizagdo das bandas correspondentes as proteinas, deixando-se a membrana no corante
por alguns segundos. O excesso de corante foi retirado com agua e cada banda do padrao
de peso molecular foi marcada com um furo na membrana. A seguir, o corante foi
totalmente retirado com agua e a membrana foi incubada em tampédo de bloqueio (PBS
contendo 5% de leite em pd desnatado e 0,05% de Tween20) durante 1 hora em
temperatura ambiente, ou overnight a 4°C.

Apds o bloqueio, a membrana foi lavada em PBS com Tween20 0,05% e a seguir
incubada com 1gG policlonal de coelho anti-iNOS de camundongo (NOS-2 - M-19, 200
ug/mL anti-iNOS de camundongo, Santa Cruz Biotechnology, USA) diluido 1:400 em
PBS contendo 1% de albumina e 0,05% Tween20 durante 1 hora em temperatura
ambiente, ou overnight a 4°C.

Apdbs 3 lavagens de 15 minutos em PBS com Tween20 0,05%, a membrana foi
incubada no segundo anticorpo, anti-lgG de coelho marcado com peroxidase (SIGMA)
diluido 1:20.000 em PBS com 1% albumina e 0,05% Tween20. Apds 1 hora a temperatura
ambiente, a membrana foi novamente lavada com PBS sem Tween20, tratada com ECL
(ECL Plus Western Blotting Detection Reagents, Lumingen PS-3) por 5 minutos e
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revelada em filme para raio-X (T-MAT G/RA FILM, KODAK) por tempos de 15 segundos

a 2 minutos.

Determinacdo da explosdo respiratéria

Para a quantificacdo da explosdo respiratoria, foi utilizado o método de
quimioluminescéncia, que consiste em detectar a luz emitida pela reacdo de Luminol com
os radicais de oxigénio produzidos (superdxido, radical hidroxila e peroxido de
hidrogénio).

Em uma placa de 96 pogos (C96 White MaxiSorp Fluoronunc, Nalge Nunc
International), foram adicionados 20 pL de Luminol (SIGMA) a 5 x 10* M em PBS para
se obter uma concentraco final de 10“M, ao atingir o volume de 100 pL. Em seguida,
foram adicionados 5 x 10° neutréfilos peritoneais de cada linhagem de camundongo em 50
uL de meio RPMI sem indicador de pH (SIGMA), com 10% SFBi. Foram utilizadas
celulas diluidas em meio contendo ou ndo 0,1 ng/mL de LPS e 50 Ul de IFN-y ou células
previamente incubadas por 18 horas em meio contendo ou néo 0,1 ng/mL de LPS e 50 Ul
de IFN-y. Para avaliacdo da explosdo respiratéria na presenca de L. major, foram
adicionados a cada poco 5 x 10° promastigotas diluidas em 10 pL de PBS.

Imediatamente antes da leitura, foi adicionado PMA (Phorbol-Myristate-Acetate)
para uma concentracdo final de 20 ng/mL. Pogos contendo PBS e Luminol ou PBS,
Luminol e PMA foram utilizados para obtencdo dos valores de background. Pogos com
PBS, Luminol e neutrofilos foram utilizados como controle.

As leituras foram realizadas em intervalos de 1 minuto, durante 1 hora. A emissao
de luz foi detectada em Luminémetro Packard Lumi-Count e expressa em cada grafico
como unidades arbitrarias de leitura.

Os resultados foram expressos como area sob a curva obtida no intervalo de 1 hora,
calculada como se segue:

I=h[f2+f3+..+f (n-1)] + (f_1+f_n)h/2
Onde:

| = area sob a curva

h = intervalo de tempo

f 1,f 2,....f n=unidades de leitura nos tempos 1, 2, ..., n. (n medidas)
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Citometria de fluxo

Para avaliacdo da pureza e para subsequente analise em microscopia confocal, 0s
neutrofilos isolados foram analisados em citometria de fluxo. Resumidamente, 1 x 10°
células foram diluidas em PBS e colocadas em microtubos. Foi feito o bloqueio dos
receptores de Fc adicionando-se soro autélogo de camundongo (para concentragdo final de
10%) e incubando-se por 30 minutos a 4°C. Apos este tempo foram realizadas duas
lavagens com PBS. A seguir, as células foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente com o anticorpo RM6501, marcado com FITC (Caltag), contra o antigeno 7/4 de
células polimorfonucleares de camundongo, diluido 1:40 em PBS com 0,25% de BSA
(albumina sérica bovina) e 1 mM de azida de sodio.

As células foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeido 2% em PBS por 45
minutos em temperatura ambiente. A seguir as células foram lavadas duas vezes com PBS
com BSA e azida de sodio. A aquisicdo dos dados foi feita com o citdmetro FACScalibur
(Becton-Dickinson, USA), localizado no Departamento de Morfologia do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG, e foram utilizados os programas Cell-Quest (para
Mclntosh) ou WinMDI (para Windows) para o estoque dos dados e identificacdo das
populacdes celulares, em graficos de distribuicdo puntual em fungdo do tamanho (FSC,
forward scatter) por granulosidade (SSC, side scatter) ou tamanho por fluorescéncia 1
(FL1).

Deteccao dos componentes da enzima NADPH oxidase

Estimulo dos neutrofilos para detec¢do das proteinas

A expressao de p40phox e p47phox foi investigada em neutréfilos de camundongos
C57BL/6 e BALB/c apds incubacao das células por 1 hora a 37°C e 5% CO, com ou sem
PMA (200 ng/mL), na presenca ou auséncia de promastigotas de L. major, em fase
estacionaria de crescimento, na proporc¢éo de 10 parasitas:célula.

Microscopia confocal

Os neutrofilos foram isolados de camundongos BALB/c e C57BL/6 conforme
descrito, contados e plaqueados (final 2 x 10° células por mL, 500 pL em cada pogo) em
placas de 24 pocos com laminulas redondas previamente tratadas com soro fetal bovino.
Alguns pocos foram tratados com PMA a 200 ng/mL.
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As promastigotas foram contadas, centrifugadas a 1000 g, diluidas em CFSE (2 uL
em 2 mL de PBS sem soro) e incubadas protegidas da luz por 10 minutos a 37°C. A seguir
foram acrescentados 10 mL de meio RPMI gelado com 10% de soro fetal bovino. A
suspensdo foi centrifugada a 1000 g, 4°C por 10 minutos. Apds nova lavagem em meio
gelado, as promastigotas foram adicionadas as células na proporcdo de 10 parasitas por
célula, mantendo-se toda a preparacao sempre ao abrigo da luz.

As células foram incubadas por 1 hora na presenc¢a ou na auséncia do parasita e na
auséncia ou presenca de estimulo com 200 ng/mL de PMA. Para a marcacdo com
anticorpos, em cada troca de solugdo a placa foi centrifugada a 70 g por 5 minutos para
reduzir a perda de células, pois os neutrofilos ndo aderem bem as laminulas.

Foi feito o bloqueio dos receptores de Fc adicionando-se soro autdlogo de
camundongo a 10% em PBS e incubando-se por 30 minutos a 4°C. Em seguida foram
realizadas 2 lavagens com PBS em temperatura ambiente. Nos casos em que foi utilizado
anticorpo de superficie, as células foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente
com o anticorpo RM6501, marcado com FITC (Caltag), contra o antigeno 7/4 de células
polimorfonucleares de camundongo, diluido 1:40 em PBS com 0,25% de BSA e 1 mM de
azida de sodio.

As células foram lavadas com PBS e fixadas com formaldeido 2% em PBS. As
células foram, a seguir, permeabilizadas com saponina 0,5% em PBS com 0,5% de BSA e
2 mM de azida (tampao de permeabilizacdo) por 15 minutos em temperatura ambiente. Em
seguida foi adicionado o primeiro anticorpo (diluido 1:20 em PBS com 0,25% de BSA e 1
mM de azida de sodio) contra as proteinas componentes da NADPH oxidase. Foram
utilizados os anticorpos anti-p40phox (sc18253) e anti p47phox (sc7660), em cabra, todos
da Santa cruz Biotechnology, USA. As células foram incubadas por 45 minutos em
temperatura ambiente.

A seguir as células foram lavadas duas vezes com tampdo de permeabilizacdo antes
da adicdo do segundo anticorpo, anti-cabra, diluido 1:200 em tampéo de permeabilizacéo,
marcado em vermelho com Cy-3, cedido pelo Dr. Greg Kitten, do Departamento de
Morfologia da UFMG. As células foram incubadas no segundo anticorpo por 1 hora a
temperatura ambiente e a seguir lavadas uma vez com tampéo de permeabilizagdo e uma
vez com PBS com BSA e azida de sodio.

O nucleo das células foi marcado com DAPI diluido 1:300 em PBS com 2% de

BSA, com incubacdo durante 40 minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas
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duas vezes com PBS e montadas com meio de montagem nao fluorescente (Hydromount -
National Diagnostics, USA).

Todas as operacdes foram realizadas ao abrigo da luz.

Foram feitos controles de isotipo para cada varidvel testada, seguindo-se o
protocolo normalmente na auséncia do anticorpo contra componentes da NADPH oxidase
e acrescentando-se o segundo anticorpo marcado com Cy-3 da mesma forma que nos
outros pogos de teste.

As imagens foram capturadas utilizando-se objetiva de imersdo em microscépio
confocal Carl Zeiss acoplado ao Laser Scanning System LSM510, localizado no CEMEL
(Centro de Microscopia Eletronica) - Instituto de Ciéncias Biologicas - UFMG e analisadas
no programa LSM Image Browser. Todas as imagens obtidas no mesmo dia para as
condigdes controle e teste foram adquiridas utilizando os mesmos parametros como forca
do laser, ganho, niveis de cinza e abertura da iris, para permitir comparacdo entre as
imagens controle e teste do mesmo dia.

Os resultados foram expressos como média e desvio-padrao de células consideradas
positivas em relacdo ao controle de isotipo individual de cada variavel, sendo contadas 100

celulas em cada experimento.

Analise estatistica

Foi utilizado, para dados paramétricos, teste t de Student para verificar significancia
das diferencas entre dados independentes, e para dados ndo paramétricos, teste de Mann-
Whitney para dois grupos de dados independentes. Para dois grupos de dados paramétricos
dependentes, como verificacdo de variacdo dentro da mesma linhagem de camundongo
apos estimulo, foi usado teste t pareado. Os testes foram realizados utilizando-se o
programa GRAPH PAD PRISM verséo 3.00.
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RESULTADOS

Viabilidade dos neutrofilos em cultivo

Neutrofilos sdo células conhecidas por apresentar uma curta meia-vida no sangue
periférico. Para as pesquisas realizadas in vitro é importante 0 acompanhamento de sua
viabilidade uma vez que experimentos longos podem fornecer resultados referentes a um
nimero muito menor de células do que o inicialmente estabelecido. Desta forma,
primeiramente, determinamos a viabilidade de neutrofilos peritoneais murinos, mantidos
em meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 10% SFBi, a 37°C e 5% CO,, por até
48 horas. Utilizando o teste de viabilidade de exclusdo do corante vital azul de tripan
verificamos que, logo apo6s a extracdo, 97% a 100% dos neutréfilos obtidos, tanto da
linhagem BALB/c quanto de C57BL/6, estavam viaveis (Fig. 3). Apo6s 4 horas de cultivo
in vitro, a viabilidade das células de ambas as linhagens de camundongos diminui para
cerca de 85-90%, e gradativamente chega a 55-60% em 18 h. Ap6s 24 h de cultivo in vitro,
a grande maioria das células (cerca de 80%) perde a viabilidade. Esse mesmo padrédo de
viabilidade foi observado na presenca de IFN-y e LPS, ativadores que foram utilizados

neste trabalho (resultados ndo mostrados).

Producdo de 6xido nitrico por neutréfilos murinos

Ja foi demonstrado que macrofagos de camundongos BALB/c e C57BL/6,
respectivamente susceptiveis e resistentes a infeccdo por L. major, possuem uma
sensibilidade diferencial aos estimulos de IFN-y e LPS (ou TNF-a) para a producdo de NO
(Santos et al., 2006), um dos principais efetores envolvidos na eliminacdo de diversos
patdgenos. No presente estudo, investigamos, inicialmente, a capacidade dos neutréfilos de
camundongos BALB/c e C57BL/6 de produzir NO na presenca de estimulos como LPS e

IFN-y. Utilizamos os dois estimulos separadamente ou simultaneamente.
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Figura 3. Viabilidade de neutrofilos peritoneais murinos durante cultivo in
vitro. Neutréfilos de no minimo 3 camundongos de cada linhagem foram
recolhidos e isolados em gradiente de Ficoll-Hypaque 3 h ap6s inoculagdo de
tioglicolato na cavidade peritoneal. As células foram cultivadas em meio RPMI
10% SFBi por diferentes intervalos de tempo. A cada tempo o numero de
células viaveis era determinado por exclusdo do corante vital azul de tripan e

contagem em camara de Neubauer.

Na auséncia de IFN-y e LPS, ndo ha producdo detectavel de NO pelos neutrofilos
murinos nos intervalos de tempo de 4, 8, 12, 18 e 24 h (resultados ndo mostrados e
controles nas Figs. 4 e 5). Em concentracdes que variaram de 0,1 a 100 ng/mL e em
tempos de incubacdo que variaram de 4 a 24 horas, o LPS isoladamente ndo foi capaz de

induzir uma producéo detectavel de NO (dados ndo mostrados).
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Quando estimulados apenas com IFN-y, em concentracfes que variaram de 5 a 100

Ul/mL, os neutréfilos de camundongos C57BL/6 produziram NO de forma concentragdo-

dependente, apés 18 h de incubacdo a 37°C (Fig. 4). Os neutréfilos de camundongos

BALB/c atingem a producdo maxima em concentracdes de cerca de 25 Ul/mL de IFN-y.

Em tempos menores, embora a viabilidade celular seja maior, ndo foi possivel detectar a

producdo de NO pelas células das duas linhagens de camundongos (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Producdo de NO por neutréfilos murinos apos estimulo com IFN-y.
Um total de 1,5 x 10° neutréfilos peritoneais foram cultivados a 37°C em meio
RPMI 10% SFBI, por 18 horas, na presenca de diferentes concentracfes de IFN-y.
A deteccdo de NO foi feita pela coloracdo de Griess no sobrenadante da cultura,

apos centrifugacao a 500 g. Experimento representativo de 3 semelhantes.
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Figura 5. Produgdo de NO por neutrdfilos murinos em diferentes

concentracdes de LPS e IFN-y. Um total de 1,5 x 10° neutréfilos peritoneais

foram cultivados a 37°C em meio RPMI 10% SFBiI, por 18 horas, na presenca das

concentragOes indicadas de IFN-y (na abscissa) e LPS (dentro de cada quadro). A

deteccdo de NO foi feita pela coloracdo de Griess no sobrenadante da cultura.

Experimento representativo de 3 semelhantes.
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Nossos resultados mostram também que, com doses maiores que 5 UI/mL de IFN-y,
os neutréfilos de camundongos C57BL/6 produzem consideravelmente mais NO que as
células da linhagem BALB/c. Entre as concentracdes utilizadas, esta diferenca foi mais
evidente a partir de 50 Ul/mL de IFN-y. Nestas concentracfes as células de C57BL/6
produziram 50 a 100% a mais de NO que neutréfilos de BALB/c. Observamos ainda que
os neutréfilos de BALB/c atingem um platé na producdo de NO quando cultivados na
presenca de estimulos maiores que 25 Ul/mL de IFN-y. Por outro lado, as células da
linhagem C57BL/6 continuam respondendo ao aumento das concentracfes de IFN-y (Fig.
4).

A associagdo de LPS e IFN-y ndo modificou de forma significativa o padrdo de
producéo de NO dos neutrofilos em ambas as linhagens de camundongos em nenhuma das
concentracdes de LPS utilizadas (0,1 a 100 ng/mL), sendo que a diferenca de sensibilidade
aos estimulos foi preservada (Fig. 5). A diferenca entre camundongos BALB/c e C57BL/6
torna-se mais evidente com estimulos de 50 e 100 UI/mL de IFN-y, tanto na auséncia (Fig.

4) quanto na presenca (Fig. 5) de LPS.

Producdo de NO por neutrofilos peritoneais murinos apés interacdo com

promastigotas de L. major

Existe hoje um grande conhecimento sobre a interagdo de promastigotas de L.
major com macrofagos de camundongos de linhagens resistentes e susceptiveis a infeccao
por este parasita. Entretanto, pouco se conhece sobre a resposta de neutréfilos apds a
interacdo com o parasita, embora estas estejam entre as primeiras células a entrar em
contato com as promastigotas apés sua inoculacdo pelo inseto vetor.

Para melhor conhecer a resposta de neutrofilos das duas linhagens de camundongo
com promastigotas de L. major, investigamos a producédo de 6xido nitrico apés a interagédo
destas células com o parasita. Utilizamos 0,1 e 10 ng/mL de LPS em associagdo com 25 e
50 UI/mL de IFN-y, pois nestas concentracdes foi possivel a deteccdo de respostas
diferenciadas nos dois camundongos (Fig. 5).

Assim, quando neutréfilos murinos foram incubados com promastigotas de L. major
na propor¢do de 10 parasitas por célula, durante 18 horas a 37°C, na presenca de IFN-y e
LPS, observou-se inibicdo de cerca de 80% da producdo de NO em neutréfilos de ambas as

linhagens de camundongo com ambas as doses de IFN-y utilizadas (Fig. 6).
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Figura 6. Inibicdo da producdo de NO em neutrofilos murinos por promastigotas
de L. major. Neutréfilos peritoneais (1,5 x 10°) foram cultivados a 37°C em meio
RPMI 10% SFBi na presenca de L. major na proporc¢do 10:1 parasitas:célula, 10 ng/mL
de LPS e 25 ou 50 UI/mL de IFN-y por 18 h. A deteccdo de NO foi feita por coloragédo
de Griess no sobrenadante da cultura, ap6s centrifugacdo a 500 g. Experimento
representativo de no minimo outros trés semelhantes. A) Produgdo de éxido nitrico
detectada por coloracdo de Griess no sobrenadante. B) Porcentagem de inibicdo da

producédo de NO em neutrofilos na presenca de L. major.
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Investigamos em seguida a sensibilidade desta resposta de inibicdo na presenca do
parasita nas duas linhagens de camundongos. Neutrofilos de camundongos BALB/c e
C57BL/6 foram, entdo, incubados com parasitas de fase estacionaria nas proporcées de 0,1,
1 e 10 parasitas/célula na presenca de LPS e IFN-y. Em ambas as linhagens de
camundongos, observamos uma inibicdo dose-dependente, que se manifestou de forma
mais eficaz nos neutréfilos de camundongos BALB/c. Na propor¢do de 0,1 parasita por
célula ndo houve nenhuma inibigcdo na producdo de NO por neutrofilos das duas linhagens,
nas concentragdes de IFN-y e LPS testadas.

No entanto, na proporcao de 1 parasita por célula, os neutrofilos de camundongos
BALB/c foram inibidos em cerca de 50% em sua capacidade de produzir NO, enquanto
que esta proporcdo parasita:célula ndo foi suficiente para inibir a producdo de NO em
células de camundongos C57BL/6 (Fig. 7). De maneira geral a inibicdo em neutréfilos de
C57BL/6 nesta proporc¢éo de parasitas:célula ndo ultrapassou 10%.

A proporcdo de 10 parasitas por célula provocou inibicdo de 85 +/- 15% na
producgdo de NO em neutrofilos de camundongos BALBY/c, e de 60 +/- 15% nas células de
camundongos C57BL/6 (Fig. 7).

A inibicdo da producdo de NO mediada pelos parasitas € um processo que requer a
viabilidade dos parasitas, uma vez que a interagdo com parasitas mortos pelo calor (100°C
por 5 minutos) nas proporgdes de 1:1 ou 10:1 parasitas:célula ndo provocou inibi¢do ou
provocou uma inibicdo desprezivel, respectivamente, na producdo de NO por neutréfilos

das duas linhagens de camundongo (Fig. 7).

Expressdo de iNOS em neutroéfilos murinos

Nas células de defesa, como macréfagos e neutréfilos, a produgdo de NO depende
da expressdo da isoforma indutivel da enzima 6xido nitrico sintase, iINOS. Uma vez que
detectamos uma producdo diferenciada de NO por neutr6filos de camundongos das duas
linhagens, resolvemos investigar se a diferencga seria um reflexo da expresséo diferenciada
de iINOS nestas células apds os estimulos utilizados. Além disso, investigamos também se
a inibicdo da producdo de NO ap0s interacdo dos neutrofilos com promastigotas vivas de

L. major seria devida a inibicdo da expressdo da enzima iNOS.
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Figura 7. Inibicdo da producdo de NO em neutrofilos murinos por L. major vivas
ou mortas pelo calor na presenga de 50 ng/mL de LPS e 50 Ul/mL de IFN-y.
Neutréfilos peritoneais (1,5 x 10°) foram cultivados a 37°C em meio RPMI 10% SFBi
na auséncia e na presenca de L. major viaveis ou mortas pelo calor em proporcdes
variando de 0,1:1 a 10:1 parasitas:célula, na presenga de 50 ng/mL de LPS e 50 UI/mL
de IFN-y. A deteccéo foi feita pela coloracdo de Griess no sobrenadante de neutrofilos
incubados por 18 horas, apos centrifugacdo a 500 g. Experimento representativo de
outros trés semelhantes. C: Controle de células sem estimulo de LPS e IFN-y.

A) Producgdo de d6xido nitrico detectada por coloracdo de Griess no sobrenadante da
cultura. B) Porcentagem de inibicdo da producéo de NO pelos neutrofilos na presenca

de diferentes proporcdes de parasitas.
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Assim, neutrofilos de ambas as linhagens de camundongos foram incubados na
presenca de 0,1 ng/mL de LPS e 50 Ul/mL de IFN-y por até 48 h e os lisados celulares
foram utilizados para a pesquisa da iNOS por Western blot (Fig. 8).

Nossos resultados mostraram que, na auséncia de estimulo, ndo ha deteccdo da
expressdo de iINOS em neutrdfilos de nenhuma das duas linhagens de camundongo mesmo
apos incubacdo por 24 h (Fig. 8). Com o estimulo utilizado, a expressdao de iNOS,
detectada como uma banda de peso molecular de 130 kDa, pode ser vista a partir de 8
horas de incubacdo em neutrdéfilos tanto de camundongos BALB/c como de camundongos
C57BL/6. No entanto, a producdo de iNOS por células de camundongos C57BL/6 pode ser
observada mais precocemente, podendo ser identificada ja a partir de 2 horas de incubagédo
na presenca de LPS e IFN-y (Fig. 8A). A expressdo da enzima é maxima com 16 horas de
incubagdo, tanto para os neutréfilos de camundongos BALB/c como para os de C57BL/6,
como observado na Figura 8B, que mostra uma diminuicdo na expressdo da enzima apos
24 e 48 h de incubacao.

A deteccdo da enzima se inicia entre 2 e 4 h de incubagéo na presenga do estimulo
em neutrofilos de C57BL/6, e entre 6 e 8 h em BALB/c. E bastante claro que a expressao
de INOS e bem maior e mais persistente em neutrofilos de camundongos C57BL/6,
podendo ser visualizada nessas condi¢cdes por até 48 h apds o estimulo, tempo em que
neutréfilos de BALB/c ja ndo mais expressam a enzima (Fig. 8B).

Uma vez conhecido o perfil de producdo de iNOS apds estimulo com LPS e IFN-y
por neutrofilos de camundongos susceptiveis e resistentes a infeccdo por L. major,
avaliamos a expressdo de iINOS nestas células apés a interacdo com o parasita.

A analise da figura 9 mostra que, nos neutrofilos das duas linhagens de
camundongos, a interacdo com promastigotas vivas provoca uma diminuicdo dose-
dependente na expressdo da enzima iNOS. Esta inibicdo € mais pronunciada nas células de
camundongos BALB/c, que apresentam uma reducdo dramatica na expressao de iNOS, ja
na relacdo de 1 parasita por célula, e uma inibicdo completa quando utilizamos 10 parasitas
por célula. Por outro lado, em neutréfilos de camundongos C57BL/6 a diminuicdo na
expressdo da enzima em decorréncia da interacdo com promastigotas de L. major é menos

pronunciada, mesmo na proporcao de 10 parasitas para cada célula (Fig. 9).
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Figura 8. Expressdo de iNOS em neutrdéfilos murinos na presenga de LPS e IFN-y.
Neutréfilos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 (1,5 x 10°) foram incubadas
em RPMI 10% SFBi a 37°C por 1 a 48 horas na presenca de 0,1 ng/mL de LPS e 50
Ul/mL de IFN-y. A cada tempo as células foram recolhidas para extracdo e dosagem de
proteinas. Foram fracionados 20 ug (A) ou 30 ug (B) de proteina de cada amostra em gel
de poliacrilamida 7,5%. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
posteriormente incubada com anticorpo anti-iNOS e revelada com ECL-Plus em filme
para raio X. O controle consistiu de proteinas extraidas de células incubadas na auséncia
de estimulo com LPS e IFN-y, durante 8 horas (C8 h), 16 h (C) ou 24 horas (C24 h). A
quantidade de proteina aplicada foi avaliada visualmente quanto a equivaléncia entre
todas as canaletas por coloracdo da membrana com Ponceau S 0,1% (dados néo
mostrados). Abaixo a producdo de NO medida por Griess em cada experimento no
periodo de 16 h.
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Figura 9. Expressdo de iNOS induzida por LPS e IFN-y em neutrofilos de
BALB/c e C57BL/6 na presenca de promastigotas de L. major. Neutréfilos de
camundongos BALB/c e C57BL/6 (1,5 x 10°) foram incubados com 0,1 ng/mL de
LPS e 50 Ul/mL de IFN-y, na presenca ou auséncia de promastigotas viaveis de L.
major em diferentes proporgGes, por 18 h a 37°C. Foram fracionados 30 ug de
proteina de cada amostra, incluindo um controle com leishmanias apenas (incubadas
na proporcdo de 10 vezes o nimero de neutrdfilos das outras amostras) em gel de
poliacrilamida 7,5%. As proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
e incubadas com anticorpo anti-iNOS. A membrana foi posteriormente revelada com
ECL-Plus em filme para raio X. L: amostra de leishmanias sem neutréfilos. O controle
(C) consistiu de células incubadas na auséncia de estimulo com LPS e IFN-y, durante
18 horas. Logo abaixo, coloracdo por Ponceau S 0,1% da membrana apos
transferéncia, para normatizacdo da quantidade de proteina. Abaixo grafico da

producdo de NO do mesmo experimento.
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Explosdo respiratéria

A producdo de intermediarios reativos de oxigénio (IRO), chamada de exploséo
respiratoria, € outro mecanismo importante utilizado por neutréfilos e outras células de
defesa contra diversos patdgenos. Neste trabalho, investigamos também a producgéo de IRO
em neutréfilos de camundongos BALB/c e C57BL/6 ap6s vérios estimulos incluindo o
IFN-y, LPS e PMA.

Inicialmente, utilizamos PMA (phorbol myristate acetate), um ativador de proteina
quinase C e potente estimulo para a explosdo respiratoria. A figura 10 mostra que na
auséncia de PMA ndo hé producéo significativa de IRO em neutrofilos de nenhuma das
duas linhagens. Na presenca de PMA, neutréfilos de camundongos da linhagem BALB/c
produzem uma quantidade 1,7 a 2,5 vezes maior de IRO que as células de camundongos da
linhagem C57BL/6 (calculado pela area abaixo da curva, apds descontados os valores do
branco).

LPS e IFN-y sdo dois importantes indutores da producdo de 6xido nitrico, mas
pouco se sabe sobre sua acdo na explosdo respiratoria em neutréfilos. Assim, utilizamos
esses estimulos e avaliamos a producgdo de IRO nos neutrdfilos. Verificamos que IFN-y e
LPS ndo provocam um aumento estatisticamente significativo (p>0,05) em relagdo aos
valores basais sem PMA (Fig. 10). Quando IFN-y e LPS sdo adicionados juntamente com
PMA, ha um pequeno aumento (22% * 12% em BALB/c e 30% * 10% em C57BL/6) na
explosdo respiratoria (Fig. 10), mantendo-se a diferenca entre as células das duas linhagens
de camundongos, ou seja, em todas as condi¢cdes houve maior producdo em células de
camundongos BALB/c. No entanto, se os neutrofilos sdo previamente incubados por 18 h
na presenca de IFN-y e LPS, sua producdo de IRO, ao contrario do experimento anterior, é
bastante reduzida nas duas linhagens de camundongos (45% + 13% em BALB/c e 55% *
15% em C57BL/6) (Fig. 11). A incubacdo apenas com IFN-y e LPS ndo altera de forma
significativa o comportamento dos neutréfilos em relacdo aos ndo tratados, sendo que a

explosdo respiratoria fica bem proxima dos valores basais.
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Figura 10. Exploséo respiratéria induzida por PMA em neutréfilos murinos
na presenca de LPS e IFN-y. A explosdo respiratoria de neutrdfilos de
camundongos BALB/c () e C57BL/6 (* ), na presenga (linhas laranja e verde)
ou auséncia (linhas azul e amarela) de 0,1 ng/mL de LPS e 50 UI/mL de IFN-y foi
detectada em luminémetro apds estimulo com PMA. As células foram estimuladas
logo apds o isolamento e a leitura foi feita em intervalos de 1 minuto durante 1
hora na presenca de luminol. Experimento representativo de 3 semelhantes.

Significancia dos dados nao paramétricos analisada por Mann-Whitney.
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Figura 11. Explosdo respiratéria induzida por PMA em neutrofilos murinos
previamente estimulados com LPS e IFN-y. A explosdo respiratoria de
neutréfilos de camundongos BALB/c () e C57BL/6 ( * ), na presenca (linhas
laranja e verde) ou auséncia (linhas azul e amarela) de 0,1 ng/mL de LPS e 50
Ul/mL de IFN-y foi detectada em luminémetro apos estimulo com PMA. As
celulas foram estimuladas apds 18 horas de incubagdo na presenca de LPS e IFN-y
e a leitura foi feita em intervalos de 1 minuto durante 1 hora na presenga de
luminol. Experimento representativo de 3 semelhantes. Significancia dos dados

ndo paramétricos analisada por Mann-Whitney.

Explosdo respiratoria na presenca de L. major

70

Uma vez que promastigotas de L. major se mostraram capazes de interferir na

producdo de NO por neutrofilos de camundongos BALB/c e C57BL/6, investigamos a

seguir a geracao da explosdo respiratdria nestas células apos sua interagcdo com o parasita.

A figura 12 mostra que, na presenca de promastigotas de L. major, a explosao respiratéria

induzida por PMA ¢ drasticamente inibida nas células das duas linhagens de camundongos.

Entretanto, a reducdo da explosdo induzida por PMA observada nos neutrofilos de
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camundongos BALB/c (70% + 19%) € mais acentuada que nas células de C57BL/6 (53% +
11%). A inibicdo s ocorre, entretanto, se os parasitas forem adicionados antes do estimulo
com PMA (dados ndo mostrados). Na auséncia de PMA, a deteccdo de radicais de oxigénio
nas células com parasitas foi semelhante ou levemente inferior a detecgdo nas células sem

parasitas.
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Figura 12. Explosdo respiratéria induzida por PMA em neutrdfilos
murinos na presenca de L. major. A explosdo respiratoria de neutréfilos de
camundongos BALB/c () e C57BL/6 ( * ), na presenca (linhas laranja) ou
auséncia (linhas azuis) de promastigotas de L. major na propor¢do 10
parasitas:célula foi detectada em lumindmetro apés estimulo com PMA. A
leitura foi feita em intervalos de 2 minutos durante 1 hora na presenca de
luminol. Experimento representativo de 3 semelhantes. Significancia dos dados

ndo paramétricos analisada por Mann-Whitney.
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Avaliacdo da expressdo e mobilizacdo de proteinas componentes da NADPH

oxidase em neutroéfilos de camundongos BALB/c e C57BL/6

Uma vez que a geracdo da explosdo respiratdria mostrou diferencas acentuadas
entre as duas linhagens de camundongo, analisamos a expressdo de duas proteinas,
p40phox e p47phox, em microscopia confocal, utilizando anticorpos especificos contra
estas proteinas, na auséncia e na presenca de promastigotas de L. major. A proteina
p40phox € um componente com funcgdes reguladoras do restante do complexo da NADPH
oxidase, e a proteina p47phox é um importante componente citosolico, sendo
imprescindivel a sua fosforilagdo para que se forme o complexo que se liga a membrana.

Avaliagdo do antigeno 7/4 como marcador de neutrdfilos de camundongos
BALB/c e C57BL/6

Para visualizacéo e identificacdo dos neutrdfilos obtidos para uso na microscopia
confocal, em um primeiro momento, as células foram marcadas com o anticorpo RM6501,
bastante citado na literatura, marcador do antigeno 7/4 de neutrofilos murinos, conjugado
com FITC. As células marcadas foram analisadas em citometria de fluxo e microscopia
confocal. Em nenhum dos experimentos realizados houve qualquer marcacdo de
neutréfilos de camundongos BALB/c (Fig. 13A e 14A), mas houve marcagdo de cerca de
80% dos neutréfilos de camundongos C57BL/6 (Fig. 13B e 14B). Por anélise de laminas
coradas com May-Grunwald-Giemsa e também pelo formato tipico dos nucleos na
microscopia confocal se comprovou que os cerca de 20% de células ndo marcadas em
camundongos C57BL/6 também consistiam em neutréfilos. O anticorpo RM6501 néo se
mostrou desta forma um marcador eficiente de neutrofilos em nossas condicdes de
isolamento e portanto ndo foi utilizado nos experimentos posteriores. A pureza das

preparacOes foi testada periodicamente por laminas coradas com May-Grinwald-Giemsa.
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Figura 13. Grafico de distribuicdo puntual para analise da marcacao de neutrofilos
murinos pelo anticorpo  RM6501, contra o antigeno 7/4 de células
polimorfonucleares. As células peritoneais de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6
(B) foram isoladas conforme descrito em Material e Métodos e analisadas em citdbmetro
FACScalibur ap6s incubagdo com anticorpo RM6501. Nota-se que ndo houve marcagdo
de neutrdéfilos de camundongos BALB/c (A), mas houve marcacéo de cerca de 80% dos
neutrofilos de camundongos C57BL/6 (B).

Figura 14. Microscopia confocal para analise de marcacéo de neutréfilos murinos
pelo anticorpo RM6501, contra o antigeno 7/4 de células polimorfonucleares. Os
neutrofilos foram purificados como descrito em Material e Métodos e cultivados por 1
hora em RPMI 10% SFBIi. As células foram incubadas com anticorpo RM6501 e a
seguir com DAPI para marcacdo dos ndcleos. N&o foi detectada marcacao de neutrofilos
de camundongos BALB/c (A), mas houve marcacdo de cerca de 80% dos neutrofilos de
camundongos C57BL/6 (B).
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Expressdo e mobilizagédo da proteina p40phox

As figuras 15 e 16 mostram que, na auséncia de PMA, a proteina p40phox , que €
um componente da NADPH oxidase com funcdes reguladoras do complexo, é pouco
detectada (menos de 10% das células) em neutréfilos de camundongo BALB/c (Fig. 15),
mas é detectada em 60% das células de camundongo C57BL/6 (Fig. 16). Apds incubacao
com PMA durante 1 hora, a proteina p40phox continua ndo sendo detectada de forma
marcante em BALB/c (Fig. 17), mas hd um aumento da porcentagem de células que

expressam a proteina (80%) em camundongos C57BL/6 (Fig. 18).

N

Figura 15. Deteccdo de p40phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na auséncia de PMA. Os neutrofilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi. As células foram fixadas com
formaldeido, permeabilizadas com saponina, incubadas com anticorpo anti-p40phox e a
seguir com o anticorpo secundario marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram

marcados em azul com DAPI. As setas indicam células positivas para p40phox.

43



N

Figura 16. Deteccdo de p40phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na auséncia de PMA. Os neutrdfilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi. As células foram fixadas com
formaldeido, permeabilizadas com saponina, incubadas com anticorpo anti-p40phox e a
seguir com o anticorpo secundario marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram

marcados em azul com DAPI. A setas indica uma célula positiva para p40phox.

Figura 17. Detec¢do de p40phox em neutrofilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na presenca de PMA. Os neutrdfilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de 200 ng/mL de
PMA. As células foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas com saponina,
incubadas com anticorpo anti-p40phox e a seguir com o anticorpo secundario marcado
em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. A seta indica

uma célula positiva para p40phox.
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Figura 18. Deteccdo de p40phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na presenca de PMA. Os neutrofilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de 200 ng/mL de
PMA. As células foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas com saponina,
incubadas com anticorpo anti-p40phox e a seguir com o anticorpo secundario marcado
em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. As setas
indicam células positivas para p40phox. Os quadros a direita mostram a mesma foto

sem a marcag&o do nucleo para facilitar a visualizagdo da marcacao.

Expressdo e mobilizagédo da proteina p47phox

A figura 19 mostra que, na auséncia de PMA, a proteina p47phox é pouco
detectada (menos de 5% das células) em neutrofilos de camundongo BALB/c. Em células
de C57BL/6 houve deteccdo pronunciada em forma de anel, demonstrando uma
localizagdo concentrada na membrana (Fig. 20), em cerca de 20% das células analisadas.
Apdbs incubacdo com PMA durante 1 hora, a proteina p47phox foi detectada de forma
marcante tanto em BALB/c (Fig. 21), em cerca de 90% das células analisadas, quanto em
C57BL/6 (Fig. 22), em cerca de 70% das células.
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Figura 19. Deteccdo de p47phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na auséncia de PMA. Os neutrofilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi. As células foram fixadas com
formaldeido, permeabilizadas com saponina, incubadas com anticorpo anti-p47phox e a
seguir com o anticorpo secundario marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram

marcados em azul com DAPI. A seta indica uma célula positiva para p47phox.

Figura 20. Deteccdo de p47phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na auséncia de PMA. Os neutréfilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi. As células foram fixadas com
formaldeido, permeabilizadas com saponina, incubadas com anticorpo anti-p47phox e a
seguir com o anticorpo secundario marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram

marcados em azul com DAPI. As setas indicam células positivas para p47phox.
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Figura 21. Deteccdo de p47phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na presenca de PMA. Os neutrofilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de 200 ng/mL de
PMA. As células foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas com saponina,
incubadas com anticorpo anti-p47phox e a seguir com o anticorpo secundario marcado
em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. As setas

indicam células positivas para p47phox.

N

N

Figura 22. Deteccdo de p47phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na presenca de PMA. Os neutrofilos foram purificados como
descrito e cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de 200 ng/mL de
PMA. As células foram fixadas com formaldeido, permeabilizadas com saponina,
incubadas com anticorpo anti-p47phox e a seguir com o anticorpo secundario marcado
em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. As setas

indicam células positivas para p47phox.
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Avaliacdo da expressdo e mobilizacdo de proteinas componentes da NADPH

oxidase na presenca de L. major

Expressdo e mobilizacédo da proteina p40phox na presenca de L. major

Na auséncia do estimulo com PMA, héa deteccdo de proteina p40phox em cerca de
30% das células de camundongos BALB/c que estdo ligadas a promastigotas de L. major
(Fig. 23A), enguanto nas outras células (ndo ligadas a parasitas) a propor¢do continua em
10% (Fig. 23B). As células de camundongos C57BL/6 apresentaram 0 mesmo padrdo de
deteccdo observado na auséncia do parasita, com cerca de 50% (Fig. 24) de células
marcadas fracamente.

Na presenca de PMA, os neutrofilos de camundongos BALB/c ndo apresentaram
deteccdo significativa de p40phox ap0s a interacdo com 0s parasitas no tempo investigado
(Fig. 25). Em C57BL/6 houve manutengdo do mesmo padrdo observado na auséncia de
PMA, na presenca de L. major (Fig 26), com cerca de 50% das células marcadas
fracamente. A Tabela 1 resume a proporcéo de células positivas encontradas em cada uma
das variaveis testadas para a proteina p40phox.

Expressdo e mobilizacdo da proteina p47phox na presenca de L. major

Na presenca de L. major, a proteina p47phox foi detectada em 30% das células de
BALB/c sem o estimulo de PMA (Fig. 27). E interessante notar que a proteina esta
concentrada na membrana e ha um acumulo no ponto onde a promastigota é internalizada
(Fig. 27A). Em C57BL/6, entretanto, hd uma deteccdo pouco pronunciada de p47phox na
presenca de L. major, em menos de 10% das células, ligadas ou ndo a parasitas (Fig. 28).

Na presenca de estimulo, enquanto em BALB/c h4d uma deteccdo pronunciada da
proteina (60-70% das células) especialmente nas células que estdo fagocitando leishmanias
(Fig, 29), em C57BL/6 ha uma marcante auséncia de detec¢do desta proteina (Fig. 30).

A Tabela 2 resume a proporc¢do de células positivas encontradas em cada uma das

variaveis testadas para a proteina p47phox.
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Figura 23. Mobilizacdo de p40phox em neutrofilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na auséncia de PMA e na presenca de L. major. Neutréfilos
peritoneais foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de
promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporcao
10:1 parasitas:células. Apds incubacdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anticorpo anti-p40phox e posteriormente com o anticorpo secundario
marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. A
foto mostra uma célula positiva para p40phox com leishmania aderida. Na foto da

direita 0 DAPI foi apagado para melhor visualizagdo da marcacéo.

Figura 24. Mobilizacdo de p40phox em neutrofilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na auséncia de PMA e na presenca de L. major. Neutrofilos
peritoneais foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de
promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporcao
10:1 parasitas:células. Apos incubacdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anticorpo anti-p40phox e posteriormente com o anticorpo secundario
marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. N&o

ha celulas consideradas positivas para p40phox.
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Figura 25. Mobilizacdo de p40phox em neutréfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na presenca de PMA e de L. major. Neutréfilos peritoneais foram
cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi com PMA na presenca de promastigotas de
L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na propor¢cdo 10:1
parasitas:células. Apos incubacao, as células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas
com anticorpo anti-p40phox e posteriormente com o anticorpo secundario marcado em
vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. N&o ha células

consideradas positivas para p40phox.
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Figura 26. Mobilizacdo de p40phox em neutréfilos peritoneais de camundongo

C57BL/6 cultivados na presenca de PMA e de L. major. Neutrofilos peritoneais

foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi com PMA na presenca de

promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporcao

10:1 parasitas:células. Apos incubacdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e

marcadas com anticorpo anti-p40phox e posteriormente com o anticorpo secundario

marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. N&o

ha células consideradas positivas para p40phox.

Tabela 1. Porcentagem de células positivas para p40phox em neutrofilos peritoneais

de camundongos BALB/c e C57BL/6 na presenca e na auséncia de PMA e/ou L. major

BALB/c C57BL/6
sem PMA 10% + 5% 62% * 22%
PMA 9% *+ 6% 79% + 18%
L. major 25% + 9% 48% + 15%

L. major e PMA

ndo significativo

52% + 18%

o1




Figura 27. Mobilizacdo de p47phox em neutroéfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na auséncia de PMA e na presenca de L. major. Neutrofilos
peritoneais foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de
promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporc¢ao
10:1 parasitas:células. Apo6s incubacgdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anticorpo anti-p47phox e posteriormente com o anticorpo secundario
marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI.
Todas as células mostradas estdo positivas para p47phox. A marcacdo foi detectada em
forma de anel, demonstrando concentracdo na membrana, especialmente ao redor de
leishmanias internalizadas. Na foto A, a direita, o DAPI foi apagado para melhor

visualizacdo da marcacao.

-

Figura 28. Mobilizacdo de p47phox em neutréfilos peritoneais de camundongo

C57BL/6 cultivados na auséncia de PMA e na presenca de L. major. Neutrofilos
peritoneais foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi na presenca de
promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporcao
10:1 parasitas:células. Apos incubacgdo, as celulas foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anticorpo anti-p47phox e posteriormente com o anticorpo secundario
marcado em vermelho com Cy-3. Os nicleos foram marcados em azul com DAPI. Ha
poucas células marcadas, com ou sem leishmanias aderidas. A seta indica uma célula

positiva para p47phox.
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Figura 29. Mobilizacdo de p47phox em neutroéfilos peritoneais de camundongo
BALB/c cultivados na presenca de PMA e de L. major. Neutrdfilos peritoneais foram
cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi com PMA na presenca de promastigotas de
L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na propor¢cdo 10:1
parasitas:células. Apds incubacdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e marcadas
com anticorpo anti-p47phox e posteriormente com o anticorpo secundario marcado em
vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI. Todas as células

mostradas foram consideradas positivas para p47phox.

Figura 30. Mobilizacdo de p47phox em neutrofilos peritoneais de camundongo
C57BL/6 cultivados na presenca de PMA e de L. major. Neutrdfilos peritoneais
foram cultivados por 1 hora em RPMI 10% SFBi com PMA na presenca de
promastigotas de L. major coradas em verde com CFSE e adicionadas na proporc¢ao
10:1 parasitas:células. Apo6s incubacgdo, as células foram fixadas, permeabilizadas e
marcadas com anticorpo anti-p47phox e posteriormente com o anticorpo secundario
marcado em vermelho com Cy-3. Os nucleos foram marcados em azul com DAPI.

Nenhuma das células mostradas foi considerada positiva para p47phox.
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Tabela 2. Porcentagem de células positivas para p47phox em neutrdfilos peritoneais

de camundongos BALB/c e C57BL/6 na presenca e na auséncia de PMA e/ou L. major

BALB/c C57BL/6
sem PMA 5% 20% + 8%
PMA 90% * 9% 68% + 21%
L. major 30% + 9% 10% + 5%
L. major e PMA 65% * 7% ndo significativo
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DISCUSSAO

A leishmaniose é uma doenca que envolve complexas interacbes parasita-
hospedeiro, e 0 curso da patologia depende tanto da espécie de Leishmania quanto de
caracteristicas imunes do hospedeiro. O estudo destas complexas interacGes ja revelou
aspectos importantes para a compreensdo de processos basicos da imunologia, como o
direcionamento das células T CD4+ para Thl e Th2 em camundongos C57BL/6 e BALBI/c,
respectivamente, na infeccdo com L. major (Reiner & Locksley, 1992; Alexander &
Bryson, 2005; Olivier et al., 2005).

Entretanto, a resisténcia ou susceptibilidade a uma determinada espécie de
leishmania ndo esta necessariamente associada ao desenvolvimento de respostas tipo Thl
ou Th2, e ndo sdo condicdes absolutas, havendo estagios intermediarios (Afonso & Scott,
1993, McMahon-Pratt & Alexander, 2004). O balanco de moléculas microbicidas,
citocinas e quimiocinas produzidas em cada caso é um fator decisivo para a evolucdo da
doenga, e a complexidade de fatores envolvidos na producdo de cada molécula em cada
tipo celular necessita ainda, sem duvida, de muitos estudos. Mais recentemente, varios
estudos apontam ainda para a participacdo da imunidade inata na determinagéo do curso da
leishmaniose (Aga et al., 2002; Allenbach et al., 2006; Ribeiro-Gomes et al., 2005; Santos
et al., 2006; van Zandbergen et al., 2004).

Embora a interacdo deste protozoario com neutréfilos seja menos investigada que
sua interacdo com macrdfagos, alguns trabalhos tém sugerido que eles possam ter papel
importante na infeccdo, seja abrigando os parasitas vivos até a chegada dos macréfagos
(Aga et al., 2002; van Zandbergen et al., 2004), seja inibindo a resposta dos macréfagos
durante a infeccdo (Ribeiro-Gomes et al., 2005). Em nosso trabalho, demonstramos que
neutrdfilos de diferentes hospedeiros possuem respostas intrinsecas diferentes em relacdo
ao mesmo estimulo, o que poderia se refletir na resposta diferencial das duas linhagens de
camundongo a infeccdo com a espécie de Leishmania analisada. Foram encontradas
respostas diferentes nas linhagens BALB/c e C57BL/6 quanto a producdo de NO,
expressdo de iNOS, explosdo respiratéria e mobilizacdo de componentes da NADPH
oxidase.

Estudos realizados anteriormente mostraram diferencas significativas na

participacdo de neutréfilos em infecgBes por L. major nas duas linhagens de camundongo
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utilizadas em nosso estudo. Além do recrutamento diferencial, também a persisténcia no
sitio de infeccdo é diferente para as duas linhagens (Beil et al., 1992). Enquanto no
camundongo C57BL/6, resistente a infeccdo, os neutréfilos permanecem por apenas 3 dias,
no camundongo susceptivel BALB/c estas células ainda s&o encontradas 10 dias ap0ds a
infeccdo, em um processo extremamente relacionado aos macréfagos que séo atraidos ao
local para fagocitar as células apoptéticas. E interessante observar que a apoptose dos
neutrofilos, que pode reduzir a ativacdo dos macréfagos que migram em seguida, é
exacerbada pela presenca de L. major (Allenbach et al., 2006). Ribeiro-Gomes e
colaboradores (2005), em um interessante trabalho onde neutrofilos dos camundongos
C57BL/6 e BALB/c foram colocados em contato com macrofagos e sua propria linhagem e
da outra linhagem, observou um papel protetor nos neutrofilos de C57BL/6 e um papel
deletério, favorecendo a inibicdo de macrofagos de ambas as linhagens, para neutréfilos de
camundongos BALB/c. Assim, estes dados sugerem que os neutrofilos das duas linhagens
de camundongo possam ter caracteristicas intrinsecas diferentes.

Charmoy e colaboradores (2007) detectaram diferencas em integrinas de superficie,
receptores tipo Toll e producdo de citocinas entre neutréfilos de camundongos BALB/c e
C57BL/6 ap0s a interacdo com Leishmania major.

Quando neutrofilos s@o depletados in vivo por anticorpos anti-neutrofilos, pode
ocorrer até mesmo reversdo do fendtipo Th2 em camundongos susceptiveis (Tacchini-
Cottier et al., 2000). Entretanto, as variaveis envolvidas neste tipo de experimento podem
fornecer resultados controversos, uma vez que Chen e colaboradores (2005) obtiveram
aumento da lesdo em camundongos susceptiveis cujos neutréfilos foram depletados, e
pouca influéncia da deplecdo em camundongos C3H normalmente resistentes. Ja o trabalho
de Lima e colaboradores (1998) cita aumento do nimero de parasitas tanto no camundongo
resistente (C57BL/6) depletado quanto no susceptivel (BALB/c), sugerindo um papel
protetor para os neutréfilos em ambas as linhagens.

A maioria dos estudos relativos a participacdo celular na leishmaniose concentra-se,
entretanto, em linfocitos e em macréfagos, a célula hospedeira final, sendo que o modelo
de infecdo com L. major em camundongos C57BL/6 e BALB/c é bastante utilizado devido
a clara polarizacdo Th1/Th2 que resulta na resolucao ou exacerbacgéo da doenca.

Macrofagos murinos produzem quantidades potencialmente microbicidas de NO,
sendo muito superiores as quantidades produzidas por neutrofilos. Padgett & Pruett (1995)
reportam que esta diferenca é suficiente para que uma contaminacdo de macrofagos possa
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influenciar resultados em preparacdes de neutrofilos. Assim, um dos passos determinantes
em nossos experimentos foi obter uma preparacdo com alto grau de pureza de neutrofilos.
Em preparacdes que ndo passaram por todas as etapas de purificacdo, foi detectado
aumento da producdo de NO entre 24 e 48 horas de cultivo (dados ndo mostrados). O passo
de incubacdo das preparacbes de neutréfilos isolados por Ficoll-Hypaque em placas de
Petri para retirada de células aderentes forneceu uma pureza compativel com deteccao de
NO por neutréfilos. Ndo foi detectado aumento da producdo entre 24 e 48 horas de cultivo,
0 que é compativel com a meia-vida curta destas células e também com auséncia de
macrdéfagos contaminantes que sobreviveriam a este periodo de incubagdo. Mesmo com 40
minutos a mais de cultivo in vitro antes dos experimentos, a viabilidade dos neutrofilos foi
relativamente alta (acima de 50%) ap0s incubacdes de 16 a 18 horas (Figura 3).

Em nosso estudo, foi utilizado o método de Griess para a deteccdo de NO, por ser
um método colorimétrico bastante utilizado que necessita apenas de espectrofotdmetro
para leitura. Apesar das modificacdes realizadas de acordo com Giustarini e colaboradores
(2004) para aumentar a sensibilidade, o procedimento ndo foi suficiente para detectar, de
forma confiavel, concentracBes abaixo de 1 uM nas analises de diluicdes sucessivas do
padrdo de NaNO,. Assim, 0os numeros obtidos com estimulo de LPS apenas, que ficaram
préximos a estes valores (dados ndo mostrados), ndo foram considerados como valores
significativos de producdo de NO pelas células.

Embora alguns autores tenham verificado producdo de NO por neutrofilos de
camundongo e rato estimulados por LPS (Tavares-Murta et al., 1997; Sethi et al., 2001;
Dikshit & Sharma, 2002), a metodologia utilizada nestes casos foi inoculagdo de LPS in
vivo para determinacdo da producdo ex vivo. E provavel que a producdo de NO nestes
estudos ndo seja devida diretamente a um estimulo por LPS nos neutrofilos e sim por
citocinas envolvidas na resposta de outras células ao LPS, hipotese sugerida a partir do fato
que, em nossos estudos, ndo foi observada produgdo de NO por neutrofilos de camundongo
apos estimulo com LPS apenas, e a presenca de LPS ndo provocou aumento significativo
da producdo de NO induzida por IFN-y (Figuras 4 e 5). Também em macréfagos a
producdo de NO parece estar sempre associada a presenca de IFN-y (Gantt et al., 2001).

Em nossa comparacdo entre a producdo de NO por neutrdfilos de ambas as
linhagens de camundongo, foi detectada uma producdo maior de NO por células de

camundongos C57BL/6 em relagcdo aos camundongos BALB/c nas concentracfes de LPS e
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IFN-y testadas (Figuras 4 e 5). A producdo aumentada no camundongo resistente
correlaciona-se com aumento também da expressdo de iNOS em relacdo ao camundongo
susceptivel (Figura 8).

Deve-se lembrar que o camundongo C57BL/6 apresenta resposta Thl na infeccéo
com L. major, ou seja, in vivo a producdo de IFN-y é muito mais pronunciada que em
BALB/c. O estimulo para producdo de NO pelos neutréfilos, portanto, estaria presente no
camundongo C57BL/6 mas seria desprezivel em BALB/c. Além disso, o proprio parasita,
ndo estimula a produgdo de NO e ainda é capaz de inibir a producdo estimulada por IFN-y
e LPS em ambos os camundongos (Fig. 6 e 7), mas dada a producdo mais elevada de NO,
em C57BL/6 a quantidade restante ainda poderia ser suficiente para inibir a replicacdo dos
parasitas. As promastigotas inibem a producdo de NO provavelmente por inibir a
expressdo de iINOS (Fig. 9), e esta inibicdo da enzima tambem é diferenciada nas duas
linhagens de camundongos, sendo menos pronunciada em C57BL/6 mesmo quando
adicionados 10 parasitas por célula. Este dado mostra que o parasita € capaz de interferir
nas respostas microbicidas destas células podendo, assim, permanecer por mais tempo no
interior das mesmas. Estes resultados podem dar suporte a hipétese de que o parasita se
utiliza dos neutrdfilos até a chegada de sua célula hospedeira final (van Zandbergen et al.,
2004). Entretanto, deve-se notar que mesmo apos inibicdo, a producdo de NO (Figuras 6 e
7) e a expressdo de INOS (Figura 9) sdo ainda detectaveis, permanecendo maiores no
camundongo resistente. Estes dados podem indicar um papel dos neutrofilos no
direcionamento de respostas protetoras ou ndo nas duas linhagens de camundongo.

A producéo de NO e IRO ¢ critica para eliminacdo do parasita, mas o papel de cada
uma destas moléculas pode ser mais ou menos preponderante. Camundongos resistentes
podem ter maior susceptibilidade se nocauteados para iINOS (Wei et al., 1995) ou para
producéo de IRO, mas o camundongo deficiente apenas em IRO eventualmente controla a
infeccdo, demonstrando que NO pode ser mais importante que IRO na eliminagdo de
algumas espécies de Leishmania como L. major (Gregory & Olivier, 2005) e L. chagasi
(Gantt et al., 2001). Este resultado esta de acordo com nossas observagdes que indicam
uma maior producdo de NO no camundongo resistente a L. major (Fig. 4 e 5), enquanto o
camundongo susceptivel parece direcionar a producdo de radicais toxicos para 0s

intermediarios reativos de oxigénio. Em todas as variaveis testadas (com PMA e/ou IFN-y
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e LPS), a producdo de IRO no camundongo susceptivel BALB/c foi maior que no
camundongo resistente C57BL/6 (Fig. 10, 11 e 12).

Deste modo, uma das caracteristicas do camundongo C57BL/6 que o capacitam a
eliminar L. major pode estar relacionada a uma maior producdo de NO pelos neutrofilos,
que, neste caso, nao seriam utilizados como reservatorios do parasita vivo até a chegada do
macrdfago como sugerido por Laskay e colaboradores (2003). E interessante notar que esta
maior producdo de NO em camundongos C57BL/6 que nos camundongos BALB/c ja foi
detectada também nos macrofagos (Santos et al., 2006).

Embora o parasita tenha desenvolvido uma capacidade de inibir a producdo deste
radical em neutréfilos, nossos resultados mostram que a inibicdo é mais pronunciada em
camundongos BALB/c. Mesmo na propor¢cdo de 10 parasitas por célula, quando ocorre
maior inibicdo, neutréfilos de camundongo C57BL/6 ainda produzem maior quantidade de
NO que os de camundongo BALB/c (Figuras 6 e 7). A inibicdo é dependente da
viabilidade do parasita, uma vez que parasitas mortos pelo calor ndo provocaram inibicéo
em neutrofilos de nenhuma das duas linhagens (Figuras 8 e 9).

Embora neutréfilos de camundongos C57BL/6 apresentem maior produgédo
intrinseca de NO que os de camundongos BALB/c, estes Gltimos produzem maior
quantidade de IRO que os de camundongos C57BL/6, apds ativagdo com PMA (Figuras
13 a 15). Embora também haja inibicdo da producdo de IRO pelos parasitas vivos, a
quantidade final ainda ¢ maior em camundongos BALB/c (Figura 15). A inibicdo so
ocorre, entretanto, se os parasitas forem adicionados antes do estimulo com PMA (dados
ndo mostrados), indicando que neutréfilos previamente ativados adquirem capacidade de
superar a inibicdo provocada por L. major. Uma maior producdo de IRO, entretanto, ndo
capacita o camundongo BALB/c a eliminar este parasita, sugerindo que L. major tenha
maior resisténcia a IRO que a NO. A resisténcia de promastigotas de Leishmania spp. a
NO pode ser determinante no curso da patologia (Santos et al., 2006; Giudice et al., 2007).

Em estudo com neutréfilos humanos, Laufs e colaboradores (2002) nao observaram
explosdo respiratoria em células infectadas com L. major na auséncia de soro humano,
embora na presenca de soro 40% dos neutrofilos tenham respondido com producdo de
radicais de oxigénio a presenca do parasita. Neste experimento, entretanto, ndo foi
verificado se a explosdo induzida por outro agente como PMA seria inibida pela presenca
do parasita. Em dados anteriores de nosso laboratdrio, mesmo apds opsonizacdo dos
parasitas com soro murino, ndo foi observada producgdo significativa de IRO, e foi
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observada inibicdo da producdo de IRO induzida por PMA em neutréfilos (dados nédo
mostrados), semelhante a observada na presenca de parasitas ndo opsonizados (Fig. 12).

Outros autores (Al-Tuwaijri et al., 1990; EI-On et al., 1990) demonstraram a
inibicdo da explosdo respiratéria em neutréfilos humanos por L. major. Entretanto, a
inibicdo pode ser dependente do hospedeiro, pois Mallinson e colaboradores (1989)
encontraram um aumento da explosdo respiratéria provocado por promastigotas de L.
major em neutrofilos de coelho. Estes autores reportam que na presenca de L. major, a
producdo € maior do que com a adi¢cdo de PMA apenas, de forma oposta aos dados obtidos
no presente estudo para neutréfilos murinos (Fig. 12). Deve-se salientar entretanto que
neutrofilos de coelho parecem apresentar resposta muito diferente dos neutrofilos de
camundongo ao PMA, pois os resultados obtidos em nosso estudo demonstram uma
produgdo muito mais alta nos camundongos em comparag¢ao aos resultados obtidos pelo
autor em neutrofilos de coelho.

Em macrdéfagos, que séo bastante estudados no modelo murino, esta inibicéo ja foi
detectada e deve-se em grande parte a um bloqueio da formacdo do complexo ativo da
NADPH oxidase especificamente no fagolisossomo (Lodge et al., 2006). A producéo de
IRO pela NADPH oxidase de membrana fora do fagolisossomo, entretanto, ndo € afetada,
ou seja, 0 parasita pode até mesmo provocar a explosao respiratoria sem ser afetado. Ja foi
demonstrado que, em mondcitos humanos, o LPG purificado de L. major pode provocar
explosdo respiratoria (Kavoosi et al., 2006). Em neutrofilos humanos, esta mesma
estratégia € utilizada por Helicobacter pylori, que faz com que a NADPH oxidase das
células infectadas acumule-se na membrana plasmatica e IRO seja liberado no meio
extracelular, ao invés de ser criado no fagolisossomo. Como uma das diferencas
importantes entre estes dois tipos celulares, deve-se lembrar que o fagolisossomo de
neutréfilos amadurece em questdo de minutos, diferentemente de macro6fagos onde este
amadurecimento é lento. Desta forma, a infeccdo com H. pylori causa uma grande
explosdo respiratéria em neutrofilos mas esta ndo afeta o patogeno intracelular (Allen &
McCaffrey, 2007). Em circunstancias normais, IRO acumula-se no fagolisossomo e ndo no
meio extracelular, onde causaria grande dano tecidual (Nauseef, 2004).

A estratégia utilizada por Francisella tularensis para escapar da explosdo
respiratoria consiste em impedir a formacdo do complexo da NADPH oxidase, nao
provocando assim a producdo de IRO em nenhum compartimento celular (Allen &
McCaffrey, 2007). Este patdgeno pode, desta forma, permanecer viavel dentro de
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neutrofilos (Allen & McCaffrey, 2007), havendo a possibilidade de se utilizarem destas
células, da mesma forma que Leishmania, como cavalos de Trdia, como proposto por
Laskay e colaboradores (2003).

A susceptibilidade a leishmaniose é dependente também da espécie de leishmania.
Espécies mais susceptiveis a eliminacdo por IRO podem ser controladas em hospedeiros
que sdo susceptiveis a outras espécies mais resistentes a IRO como L. major. Leishmania
chagasi pode ser eliminada tanto por IRO quanto por NO, e ndo provoca inibicdo da
producdo de NO em macrofagos murinos (Gantt et al., 2001). Por outro lado L. guyanensis
parece ser sensivel a IRO, ja que macrofagos de BALB/c ndo ativados conseguem eliminar
esta espécie sem producédo de NO, mas com producédo de IRO (Souza-Franco, 2001). Como
a eliminacéo do parasita pode ser dependente da producdo de um ou outro radical tdxico, é
interessante observar que producdo de NO ou IRO parece ser diferenciada entre linhagens
de camundongo, como visto neste trabalho em neutréfilos de BALB/c e C57BL/6 (Figs. 5,
4 e 10), ou entre diferentes especies de mamiferos, sendo interessante notar que
macrofagos humanos ndo produzem NO em quantidades detectaveis na presenca de alguns
tipos de estimulos (Gantt et al., 2001). Devido a este fato, a participacdo da producéo de
NO na evolugdo da leishmaniose humana € controversa, mas alguns autores salientam que
macrofagos humanos séo capazes de expressar iINOS funcional e produzir NO em resposta
a varias doencas, entretanto, resultados conflitantes podem ser encontrados devido a
diferentes fatores como estimulo inadequado, inibicdo pos-transcricional ou falta de co-
fatores, entre outros (Brandonisio et al., 2001). Na presenca de LPS e IFN-y, Brandonisio e
colaboradores (2001) obtiveram produgdo de NO em macr6fagos humanos infectados com
L. infantum, maior que em macrdfagos néo infectados.

Nossos experimentos contemplam o estudo in vitro da fungdo celular nas duas
linhagens de camundongos, o que significa que o numero de células é igualado em cada
experimento. Em relacdo ao papel dos neutréfilos na resolucdo de uma infeccdo por
Leishmania spp., é provavel que o nimero absoluto de células que migram em resposta a
infeccdo possa ter influéncia na eliminacdo do parasita. A quantidade absoluta de NO
liberado no local de infeccdo, por exemplo, pode alterar outras respostas inflamatdrias
como vasodilatacdo, devido ao seu papel imunomodulador. Ja foi demonstrado que o
infiltrado inflamatério é diferente em ambas as linhagens de camundongo (Beil et al.,
1992), o que pode se refletir na quantidade de parasitas internalizados por fagocitos e na

producéo total de moléculas sinalizadoras. E interessante notar que, embora sejam mais
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abundantes no infiltrado inflamatério dos camundongos susceptiveis (Beil et al., 1992), a
deplecdo dos neutrdfilos nos camundongos resistentes pode eliminar a capacidade de
controlar a proliferacdo do parasita (Lima et al., 1998). Em nossos estudos também
confirmamos que a quantidade de neutréfilos obtida em camundongos BALB/c em
resposta ao estimulo com tioglicolato foi sempre superior a obtida em camundongos
C57BL/6 nas mesmas condi¢oes.

A presenca de NO € moduladora para a producdo de IRO em neutrofilos de rato
(Dikshit & Sharma, 2002). Este fato pode estar refletido em nossos resultados que
demonstram que a presenca de IFN-y e LPS, ativadores da producdo de NO que possuem
pouco efeito na inducdo da producéo de IRO, causaram reducdo da producdo de IRO em
ambas as linhagens de camundongo (Figura 12). Também corroborando para uma
diferenciacdo na producdo de radicais toxicos, Liew e colaboradores (1990) verificaram
que ha aumento da producéo de peroxido de hidrogénio quando camundongos séo tratados
com inibidores de iNOS.

O anticorpo RM6501, marcador do antigeno 7/4, foi testado em nosso estudo como
marcador de neutrofilos para as analises em microscopia confocal, mas este antigeno ja foi
encontrado sendo expresso também em mondcitos recrutados por tioglicolato na cavidade
peritoneal de camundongos C57BL/6 (Henderson et al., 2003). Os autores alertam que este
anticorpo, comumente utilizado para deplecdo de neutréfilos, pode afetar os resultados dos
estudos por depletar também uma subpopulacdo de mondcitos igualmente recrutada nos
primeiros momentos apds um estimulo inflamatério. A descoberta desta populacdo de
mondcitos reitera a necessidade de uma purificagdo mais especifica das células recrutadas
por tioglicolato em trabalhos que pretendam estudar as caracteristicas de neutrofilos
murinos. O fato deste anticorpo ndo ter marcado neutrofilos de camundongo BALB/c
também reitera a necessidade de cuidado ao utiliza-lo em diferentes linhagens de
camundongo.

A producdo diferencial de IRO nas duas linhagens de camundongo pode ser
resultante de varios fatores como diferencas na ativacdo da enzima, interacdo com
proteinas inibidoras ou proporcdo diferencial de componentes da enzima. Verificamos que
algumas das proteinas componentes da NADPH oxidase realmente se encontram em
proporgdes diferentes nos dois camundongos.

Foi verificado que a proteina p40phox, cuja funcdo é modular a ativacdo do

complexo da NADPH oxidase, esta presente sempre em maior numero de células no
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camundongo C57BL/6. Pouco ainda é conhecido sobre este componente, mas ele parece
estabilizar o complexo entre p47phox e p67phox no citosol, além de facilitar o
recrutamento para a membrana. A adicdo de p40phox em sistemas cell-free contendo os
outros componentes da NADPH oxidase inibe a producdo de IRO (Vergnaud et al., 2000).
Enquanto na auséncia ou na presenca de PMA, a detec¢cdo ocorreu em cerca de 10% de
neutrofilos de camundongo BALB/c (Fig. 15 e 17, e Tabela 1), em C57BL/6 houve uma
deteccdo de 62 + 22% e 79 + 18% (Fig. 16 e 18, e Tabela 1, diferenca ndo significativa) na
auséncia e na presenca de PMA, respectivamente. Na presenca de promastigotas de L.
major na propor¢do de 10 parasitas por célula, hd um pequeno aumento na deteccdo da
proteina em células de BALB/c. Embora nédo tenha sido estatisticamente significativo, é
interessante notar que este aumento foi verificado apenas nas células que se encontravam
com parasitas aderidos (Fig. 23). Na presenca de promastigotas e de PMA, um estimulo
para formacdo do complexo da NADPH oxidase, p40phox (potencialmente inibidora da
atividade) ndo foi detectada de forma significativa (Fig. 25) em BALB/c mas foi
encontrada em cerca de metade das células de C57BL/6 (Fig. 26), corroborando nossos
resultados obtidos na explosdo respiratdria, que observamos ser maior em BALBI/c.

A deteccdo da proteina p47phox, componente critico da NADPH oxidase e
iniciadora da cascata de complexacao dos componentes citosolicos, também foi consistente
com os dados da explosdo respiratoria. Na auséncia de estimulo, embora tenha sido
detectada em maior nimero de células em C57BL/6 (20 £ 8%, Fig. 20) que em BALB/c
(cerca de 5%, Fig. 19), houve grande variacdo entre experimentos, e a situacdo se inverte
na presenca de PMA. O estimulo tem grande influéncia nas células de camundongos
BALB/c, que passam de uma deteccdo pequena (em torno de 5%) para 90% de células com
deteccdo pronunciada em forma de anel (Fig. 21), ou seja, concentrando-se na membrana,
0 que é esperado quando o complexo estd formado. O estimulo também aumentou a
deteccdo em celulas de C57BL/6, que chegou a mais de 70% (Fig. 22), mas deve-se
lembrar de que neste camundongo a proteina p40phox também é encontrada em maior
quantidade e pode reduzir a atividade do complexo. E interessante notar que a presenca do
parasita inibiu bastante a detec¢do da proteina p47phox em C57BL/6, encontrada de forma
menos marcante que na auséncia do parasita em cerca de 10% de células (Fig. 28).
Inversamente, BALB/c apresentou aumento de deteccdo em relacdo a células sem
parasitas, com cerca de 30% de células com a proteina bem definida na membrana, sendo

inclusive bem notada ao redor dos pontos de interacdo com o parasita (Fig. 27). Mesmo
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com estimulo de PMA, em C57BL/6 a presenca da proteina foi detectada de forma pouco
significativa (Fig. 30), sendo que em BALB/c ainda ha uma deteccéo de cerca de 60-70%
especialmente nos neutréfilos que estdo ligados a parasitas (Fig. 29).

A proteina gp91phox, que se localiza na membrana, foi estudada na tentativa de
verificar a quantidade do flavocitocromo presente nas duas linhagens de camundongo. O
flavocitocromo é composto de duas subunidades, gp91lphox e p22phox, na proporcao de
1:1, sendo que gp9lphox necessita da presenca de p22phox para manter-se estavel. A
deplecdo de uma das proteinas automaticamente leva a auséncia da outra (Roos et al.,
2003). Entretanto, a proteina ndo foi localizada em células de camundongos BALB/c nos
experimentos realizados. Em C57BL/6, a proteina so foi localizada na presenca de PMA,
mas de forma inconspicua em cerca de 20% das células.

O processo de complexacdo, ativagao e subsequente inativagdo da NADPH oxidase
é continuo apds o estimulo inicial, sendo que a enzima é ativada em cerca de 1 minuto e
permanece ativa por poucos minutos, ocorrendo a seguir a inativacdo e desligamento dos
componentes, que voltam ao citoplasma até que ocorra nova fosforilacdo e montagem
(DeCoursey & Ligeti, 2005). Desta forma ativagdo anterior pode esgotar 0s substratos
disponiveis e reduzir a resposta dos neutréfilos durante o experimento, mas € provavel que
ndo cause diferenca na quantidade dos componentes, que voltariam para o citoplasma em
poucos minutos.

Detectamos, portanto, diferengas intrinsecas na producdo de NO e IRO entre
neutrofilos das duas linhagens de camundongos com diferentes respostas a infeccéo por L.
major. Enquanto o camundongo resistente produz grande quantidade de NO em relacéo ao
camundongo susceptivel, em resposta ao estiulo de IFN-y e LPS, este ultimo produz maior
quantidade de IRO em relacdo ao camundongo resistente, em resposta ao estimulo de
PMA. A producdo aumentada de IRO pode reduzir a producdo de NO por sequestrar 0s
substratos disponiveis (Bedard & Krause, 2007; Rubanyi & Vanhoutte, 1986), e pode
haver ainda outras interacdes entre as duas cascatas como ja sugerido por varios autores
(Bedard & Krause, 2007; Carreras et al., 1997), que pode ser o fator de influéncia nos
resultados de producdo de IRO quando foram utilizados estimulos para producao de IRO e
NO concomitantemente (Fig. 10 e 11). Embora ambas as cascatas se utilizam de NADPH e
O,, a concentragao de O, normalmente ndo € limitante para a formacdo de superdxido
(DeCoursey & Ligeti, 2005) ou de NO. NADPH, entretanto, deve ser constantemente

sintetizado durante a explosdo respiratoria, e pode haver competicdo por este substrato e
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reducdo de um ou ambos os radicais toxicos finais. Além disso, superdxido reage com NO
para produzir peroxinitrito, podendo reduzir os niveis detectados tanto de NO quanto de
IRO. Podem haver outros mecanismos envolvidos na interacdo entre as duas cascatas,
como inativacdo de iNOS e outras enzimas importantes no processo de geracdo de NO por
IRO.

Entretanto, no caso de neutrdfilos, verificamos que a propria enzima responsavel
pela producdo de NO tem sua expressao reduzida no camundongo susceptivel. Além disso,
as diferencas observadas nas proteinas responsaveis pela formacdo do complexo da
NADPH oxidase também indicam que existem diferencas intrinsecas que estdo em uma
etapa anterior a producédo dos radicais toxicos, e podem ser determinantes para o curso da
patologia da leishmaniose nas duas linhagens de camundongo utilizadas neste estudo.

Assim, nossos dados indicam que neutrofilos das duas linhagens de camundongo
fornecem respostas diferentes aos mesmos estimulos, e que estas diferencas podem
colaborar para o perfil diferenciado de resisténcia (no camundongo C57BL/6) e

susceptibilidade (no camundongo BALB/c) a infeccdo com o protozoario L. major.
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CONCLUSOES

- Neutrofilos peritoneais de camundongos resistentes a infeccdo com L. major produzem
50 a 100% mais oOxido nitrico que os neutréfilos de camundongos susceptiveis a este
parasita, apds estimulo de IFN-y.

- A producéo aumentada de NO esté4 diretamente relacionada com a expressdo aumentada
da enzima iNOS em neutrofilos de camundongos resistentes.

- A interacdo com promastigotas de L. major reduz em média 80% a producdo de NO em
camundongos C57BL/6 e BALBI/c, e esta inibigéo se reflete na expresdo reduzida da
enzima iINOS em ambas as linhagens de camundongo.

- Neutrdfilos peritoneais de camundongos susceptiveis a infeccdo com L. major produzem
em média o dobro de radicais de oxigénio que os neutrofilos de camundongos
resistentes a este parasita, em resposta a estimulo com PMA.

- A interacdo com promastigotas de L. major reduz em 70% a producéo de radicais de
oxigénio em neutrdfilos de camundongos BALB/c e em 50% a producéo em neutrofilos
de C57BL/6.

- A proteina p40phox, reguladora da formacdo do complexo da NADPH oxidase, é
encontrada em propor¢des maiores nas celulas de camundongos C57BL/6 (50% ou
mais dos neutrofilos) que de camundongos BALB/c (inferior a 10%), na presenca ou na
auséncia de PMA e/ou promastigotas de L. major.

- A proteina p47phox, imprescindivel para inicio da formacdo do complexo da NADPH
oxidase, € encontrada em propor¢fes maiores nas células de camundongos C57BL/6
(20% dos neutréfilos) que de camundongos BALB/c (cerca de 5%), na auséncia de
PMA, mas a proporcdo € alta em ambas as linhagens de camundongo na presenca de
PMA (90% em BALB/c e 70% em C57BL/6).

- A proteina p47phox é drasticamente reduzida em camundongos C57BL/6 na presenca de
promastigotas de L. major, com ou sem o estimulo de PMA. Em camundongos
BALB/c, chega a aumentar de 5% para 30% na auséncia de PMA, mas reduz de 90%

para 60-70% na presenca do estimulo de PMA.
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