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Resumo

RESUMO

A apoptose tem sido associada com um papel fundamental no controle ou
progressdo de diversas doencas, incluindo doengas parasitarias. Assim, foi objetivo deste
estudo investigar o tipo de morte celular em macréfagos de camundongos BALB/c
infectados in vitro por L. amazonensis. Nossos resultados demonstraram que macréfagos
infectados apresentaram fragmentacdo de DNA em padrdo “escada”, observada em géis de
agarose, tipica de morte celular programada. Esse resultado foi corroborado pelo método
do TUNEL, que também demonstra a fragmentacio de DNA, e mostrou que essa
fragmentacdo parece se iniciar ja em 3 horas apds a infeccdo. Outra caracteristica marcante
da apoptose, a exposicdo de fosfatidilserina, também foi demonstrada em macréfagos de
BALB/c infectados com L. amazonensis. Esta demonstrou ser dependente de tempo de
infeccdo e ndmero de parasitas utilizados. Por esse método, mostramos que uma grande
percentagem de células entra em apoptose apds a infeccdo. Além disto, nossos dados
demonstraram a necessidade da integridade do parasita para a inducio desta morte celular,
uma vez que a incubacdo de macréfagos de BALB/c com extrato de membrana ou
citosdlico ndo levou a fragmentacdo tipica em “escada” do DNA. Esta tipica fragmentacao
do DNA também foi observada em macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados com
L. amazonensis, mas ndo em macrofagos de camundongos BALB/c infectados com L.
major ou L. guyanensis, sugerindo que a indugdo de apoptose estd associada com a espécie
de Leishmania infectante. A apoptose, induzida por L. amazonensis, pode estar relacionada

com mecanismos de evasdo da espécie e envolvida na susceptibilidade do hospedeiro.



Abstract

ABSTRACT

Apoptosis has been associated with a fundamental role on the control or
progression of several diseases, including parasitic. Thus, the aim of this work was to
investigate the type of cell death of BALB/c mice macrophages infected in vitro with L.
amazonensis. Our results demonstrate that infected macrophages present a DNA
fragmentation in a “ladder” pattern, visualized in agarose gels, typical of programmed cell
death. This result was corroborated by the TUNEL method, which also demonstrates DNA
fragmentation, and that this fragmentation seems to initiate as soon as 3 hours post-
infection. Another landmark of apoptosis, the exposure of phosphatidylserine, was also
demonstrated in BALB/c macrophages infected with L. amazonensis. This exposure
showed to be dependent of time of infection and the number of parasites used. By this
method we demonstrate a great percentage of cells entering apoptosis after infection.
Furthermore, our data show the necessity of parasite integrity for inducing the programmed
cell death, once the incubation of BALB/c macrophages with membrane or cytosol extracts
did not lead to the typical DNA fragmentation in the “ladder” pattern. This typical DNA
fragmentation was also observed in C57BL/6 mice macrophages infected with L.
amazonensis, although not in BALB/c macrophages infected with L. major, nor L.
guyanensis, suggesting that apoptosis induction is associated with the infecting Leishmania
species. Apoptosis, induced by L. amazonensis, may be related with the species evasion

mechanisms, as well as be involved in host susceptibility.
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Introducdo

INTRODUCAO

1 - Leishmaniose e suas formas

Leishmania € um género de parasitas unicelulares flagelados pertencentes ao reino
Protozoa, da ordem Kinetoplastida, e tamilia Trypanosomatidae (NEVES et al., 2000). Os
organismos pertencentes a este género sdao causadores da leishmaniose, uma doencga
endémica em 88 paises de 4 continentes do mundo. Destes, 16 sdo paises desenvolvidos e
72 em desenvolvimento, com o total de 21 paises no Novo Mundo. Brasil, Peru, Ir3,
Afeganistdo, Siria e Ardbia Saudita s@o responsédveis por 90% dos casos de leishmaniose
descritos no mundo atualmente. Os levantamentos mais recentes apontam cerca de 12
milhoes de casos descritos, 57 mil de mortes ao ano, 2 milhdes de casos novos anuais, com
350 milhdes de pessoas residindo em dreas de risco de infeccdo pelas diferentes espécies
de Leishmania (OMS, 2001).

Ja foram identificadas mais de 20 espécies de Leishmania causadoras da patogenia
em humanos, cada espécie causando um espectro distinto de sintomas. Existem quatro
principais formas de leishmaniose segundo DESJEUX (1996) e a Organizacio Mundial de
Satdde (OMS, 2001). Estas diferentes formas de desenvolvimento da doenca dependem da
espécie do parasita e grau de infecc@o, do sexo do hospedeiro, da localizagcdo primdria da
infeccdo, do tipo de resposta celular e da resisténcia do hospedeiro, além de predisposicdes
genéticas determinadas. Além do mais, ndo hd ainda medidas de controle realmente
eficazes contra a leishmaniose, o que gera um grande impacto na satide publica de diversos

paises (OMS, 2001; DESJEUX, 1996; ROGERS et al., 2002).
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Introducdo

A forma cutanea geralmente produz desde uma tnica lesdo com o potencial de cura,
até multiplas lesdes que formam cicatrizes desfigurantes. As principais espécies associadas
a esta forma sao Leishmania mexicana e Leishmania braziliensis, no Novo Mundo e
Leishmania major, encontrada no Velho Mundo. A forma cutanea difusa é rara e esta
associada a uma resposta celular antigeno-especifico defeituosa. O individuo pode
apresentar lesdes do tipo lepromatosa que nido se curam sozinhas e que geralmente
retornam apds o tratamento com os medicamentos disponiveis atualmente. As principais
espécies associadas com esta doenga sdo L. amazonensis e L. aethiopica, encontradas no
Novo Mundo e Velho Mundo, respectivamente (OMS, 2001; DESJEUX, 1996)

A forma mucocutinea produz uma extensa destruicio das cavidades oronasal e
faringea, provocando lesdes extensas e também desfigurantes. Normalmente encontrada
nas Américas, ocorre basicamente em pacientes imunossuprimidos. As principais espécies
responsaveis sdo L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, no Novo Mundo e L.
donovani, L. major e L. infantum, no Velho Mundo (OMS, 2001; DESJEUX, 1996).

A quarta e dltima forma € a visceral, uma das formas mais severas, letal na maioria
dos casos ndo tratados. E caracterizada por febres irregulares, perda de peso,
hepatomegalia, esplenomegalia e/ou linfoadenopatia e anemia. Apds o tratamento pode
ressurgir de forma dérmica, denominada Calazar, que exige um tratamento longo e
dispendioso. Seus causadores no Velho Mundo sdo L. donovani, L. infantum, enquanto no
Novo Mundo a espécie L. chagasi € responsdvel por esta forma da doenca (OMS, 2001;
DESJEUX, 1996).

A espécie que é o foco deste trabalho, Leishmania amazonensis, além de ser a
principal espécie a induzir a forma cutanea difusa nas Américas, também apresenta casos
que vao desde uma lesdo cutinea simples e unica, até a visceralizagdo (BERMAN, 1988

apud ]I et al., 2002). Essa espécie possui uma ampla distribuicdo geografica no Brasil
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Introducdo

partindo da regido amazdnica, e vem se adaptando a florestas secunddrias baixas
(capoeiras), permitindo que sua distribuicdo atinja até ao norte do Estado do Parana. O
flebotomineo descrito como vetor primdrio, Lutzomyia flaviscutellata, e o vetor
secundario, Lutzomyia olmeca, residem em niveis basais de florestas, habitando até cerca
de um metro de altura nas drvores, possuem habitos noturnos e pequena capacidade de voo

(NEVES et al., 2000).

2 - O ciclo de vida de Leishmania spp.

No ciclo de vida heteroxeno de Leishmania spp. (Fig. 1), o hospedeiro vertebrado é
infectado durante o repasto sangiiineo de fémeas dos insetos vetores pertencentes aos
géneros Lutzomyia (Novo Mundo) ou Phlebotomus (Velho Mundo). O vetor inocula
promastigotas metaciclicas que possuem flagelo e corpo alongado e sdo infectantes ao
hospedeiro vertebrado (Fig. 1). A saliva do inseto vetor aparentemente auxilia na infec¢ao,
promovendo vasodilatagdo, recrutamento de células inflamatérias e produgdo de IL-10
(NEVES et al., 2000; NORSWORTHY et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005).

A aderéncia de Leishmania as células do hospedeiro € auxiliada por moléculas de
superficie do parasita como, por exemplo, a gp63. Esta glicoproteina tem a capacidade de
clivar a molécula do complemento C3b em iC3b que se liga ao receptor celular Mac-1
(CD18/11b) promovendo uma aderéncia firme durante a fagocitose (DA SILVA et al.,
1989; MOSSER et al., 1992; KANE & MOSSER, 2000). Outra molécula envolvida € o
lipofosfoglicano (LPG), altamente glicosilada e com potencial de ligacdo a vdrios
receptores, inclusive de manose-fucose de macréfagos, implicado na fagocitose de

Leishmania (BLACKWELL et al., 1985).

17



Introdugdo

oFagocitose de
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Adaptadode: Centerof Disease Control—E.U.A.

Figura 1 - Ciclo de vida de Leishmania spp. Fases do ciclo segundo a numeragao
acima: 1 - infec¢ao do hospedeiro vertebrado por formas promastigotas do parasita durante
o repasto sangiiineo; 2 - fagocitose de formas promastigotas por macréfagos; 3 -
transformacdo de promastigotas em amastigotas e multiplicacdo; 4 - rompimento do
macréfago e liberacdo de amastigotas; 5 - ingestdo de células infectadas pelo inseto vetor;
6 - lise de células infectadas durante digestdo; 7 - transformacdo de amastigotas em

promastigotas; 8 - multiplicacdo de promastigotas.
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A interiorizacdo € passiva, ou seja, € completamente dependente da capacidade
fagocitica da célula hospedeira, principalmente o macréfago (HANDMAN & BULLEN,
2002; RITTIG & BOGDAN, 2000; COURRET et al. 2002). Apds a interiorizacao pelos
macréfagos, ocorre a fusio do lisossomo com o fagossomo, formando o fagolisossomo, ou
vacuiolo parasitéforo, acarretando na transformagdo da forma promastigota em amastigota,
forma arredondada com um semiflagelo curto e capaz de se desenvolver e multiplicar no
interior dcido do vacuolo (COURRET et al., 2002). A divisdo bindria se inicia, € apds
sucessivas multiplicacOes e auséncia de uma contencdo pela célula do hospedeiro, esta
acaba por liberar as formas amastigotas (Fig. 1), sendo conseqiientemente fagocitadas por
outros macréfagos (HANDMAN & BULLEN, 2002; NEVES et al., 2000).

A infeccdo do inseto vetor se d4 durante o repasto sangiiineo em hospedeiros
infectados, através da ingestdo de amastigotas livres ou de macréfagos carregando o
parasita (Fig. 1). A multiplicagdo de Leishmania dentro do hospedeiro invertebrado ocorre
na luz do trato digestivo, onde o parasita sofre modificagdes morfoldgicas e bioquimicas.
Esses processos dependem de uma alimentacdo rica em agucares, da auséncia de infeccoes
bacterianas concomitantes no trato intestinal do inseto e da total digestdo do sangue antes
do préximo repasto sangiiineo (NEVES et al., 2000). Este fendmeno de diferenciagdo do
parasita (Fig. 1) ¢ denominado metaciclogénese, onde amastigotas transformam-se em
promastigotas metaciclicas, completando assim, o ciclo de vida de Leishmania

(WALTERS, 1993).

3 - Leishmania e a resposta do hospedeiro
O amplo espectro patogénico da leishmaniose descrito em humanos também pode
ser observado em linhagens de camundongos isogénicas. Devido ao fato de diferentes

linhagens apresentarem diferentes respostas, elas se tornaram modelos amplamente
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utilizados para caracterizar a resposta imunoldgica do hospedeiro frente a infeccio com
diferentes espécies de Leishmania.

O modelo de infeccdo de leishmaniose mais estudado utiliza a espécie L. major.
Nas linhagens susceptiveis BALB/c e SWR/J, a infecc@o por este parasita gera uma lesao
cutinea no sitio de infeccdo que, por ndo ser controlada pelo hospedeiro, se desenvolve,
levando a uma doenca sistémica e, finalmente, a morte do animal. Entre as linhagens
resistentes a L. major estao CS7BL/6, CS7TBL/10, B10.D2, C3H e DBA/1, que apresentam
uma lesdo transitdria, que acaba por regredir e desaparecer logo nas primeiras semanas de
infeccdo (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Os modelos estudados em maior detalhe
sdo as linhagens BALB/c e C57BL/6 (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

No inicio da infec¢do, tanto em BALB/c quanto em C57BL/6, ha uma producio de
interleucina (IL)-4 e direcionamento para uma resposta do tipo Th2 (linfécito T helper do
tipo 2), inibindo o desenvolvimento da resposta tipo Thl. Como resultado dessa
polarizacdo, ha um declinio nas respostas efetoras contra a infec¢do, como por exemplo,
uma queda na producdo de Reativos Intermedidrios do Nitrogénio (RNIs) e Reativos
Intermediarios do Oxigénio (ROIs). Essa polarizacdo, entretanto, se reverte em linhagens
resistentes que acaba por se desenvolver em uma resposta principalmente do tipo Thl
(BOGDAN et al., 2000; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

Além da producdo de IL-4 em BALB/c, ha também uma alta producao de TGF-3
(Fator de Crescimento Transformante - beta) IL-10 e IL-13, citocinas tipicas de uma
resposta Th2. Essas citocinas estdo associadas a manifestacoes que levam a
susceptibilidade da linhagem, como a auséncia de ativacdo de macréfagos que,
consequentemente, permitiria a permanéncia do parasita (CHATELAIN et al., 1992). Em
linhagens resistentes, como em C57BL/6, a infeccdo com L. major, induz a produgdo de

TNF-a (Fator de Necrose Tumoral - alfa) e outras citocinas, que acarreta na uma producdo
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de IFN-y (interferon gama) pelos linfécitos Thl, ativando macréfagos infectados para a
eliminacdo dos parasitas através da geragao de 6xido nitrico (NO) via L-arginina (GREEN
et al., 1990; WILHELM et al., 2001).

Outras células do sistema imune também influenciam na resposta inflamatéria e
persisténcia do parasita. Durante infeccdo na pata de camundongos BALB/c, altos niveis
de neutréfilos sd@o observados por vdrias semanas no infiltrado inflamatério, enquanto que
na infeccdo em camundongos da linhagem C57BL/6 estes niveis sdo mantidos apenas de
maneira transitéria. Assim, uma riqueza em neutréfilos poderia contribuir para a
polarizagdo Th2 da linhagem susceptivel através da produgao local de TGF- e IL-10
(TACCHINI-COTTIER, et al., 2000; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

Enquanto hd uma clara polarizacdo entre as respostas de susceptibilidade e
resisténcia durante a infec¢do por L. major, essa distingdo ndo € tdo clara na infec¢c@o por
L. amazonensis. Primeiramente, ndo ocorre uma resposta essencialmente Th2 nas
linhagens susceptiveis. Além do mais, ndo ha uma linhagem que se demonstra realmente
resistente contra a infecgdo, apresentando uma cura clinica como acontece nas linhagens
resistentes a infeccdo por L. major (JI et al., 2002). Esta auséncia da cura ocorre nem
mesmo na linhagem CS57BL/6, resistente a maioria das espécies de Leishmania (JONES et
al., 2002).

A diferenga entre as duas infeccdes ja € aparente na biologia de L. major e L.
amazonensis. O lipofosfoglicano (LPG) foi descrito como um fator de viruléncia para L.
major (SPATH et al., 2000) e L. donovani (McNEELY & TURCO, 1990), mas ndo para L.
mexicana (ILG, 2000; TURCO et al., 2001), espécie filogeneticamente proxima de L.
amazonensis. Entre as funcdes associadas ao LPG estdo: a sobrevivéncia e adesdao do
parasita no interior do inseto vetor (SACKS et al., 2000) e modulacdo da producio de

6xido nitrico (NO) (PROUDFOOT, et al., 1996) em infec¢des por L. major. Da mesma
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maneira, em infeccdes por L. donovani, foi associado ao LPG a habilidade de inibir a
biogénese do fagolisossomo, impedindo a fusdo do fagossomo ao lisossomo apds a
fagocitose (DERMINE et al., 2000; LODGE & DESCOTEAUX, 2005); a inibicdo de
transducgdo de sinal da via MAPK no macréfago, levando a ativagdo defeituosa da proteina
quinase C (PKC) (KANE & MOSSER, 2000); inibicdo de apoptose (MOORE &
MATLASHEWSKI, 1994) e a associagdo ao iC3b para estabilizar a internalizacdo no
macréfago (HANDMAN & BULLEN, 2002). A associacdo com o complemento para L.
major também representa um mecanismo de extrema importincia para a sua internalizacao,
mas para L. amazonensis esta importancia é reduzida, demonstrando a existéncia de
diferentes vias de internalizacao de Leishmania (LAURENTI et al., 2004).

Outra molécula do parasita associada com resisténcia/susceptibilidade € a enzima
LACK (Leishmania homolog of receptors for activated C kinase). J4 foi mostrado que, em
infeccdes de camundongos BALB/c por L. major, esta molécula induz a produgao de 1L-4,
influenciando na susceptibilidade do hospedeiro (JULIA & GLAICHENHAUS, 1999;
KELLY et al, 2003). Todavia, a LACK n3o demonstrou a mesma importancia em
infeccdes por L. mexicana, onde camundongos BALB/c transgénicos resistentes a LACK
continuavam a produzir IL-4 e mantendo o perfil de susceptibilidade (TORRENTERA et
al.,2001).

Assim como a biologia dos parasitas é importante, as diferencas da resposta do
hospedeiro também influenciam na forma como a doenga se manifesta. Como ja
mencionado acima, linhagens de camundongos resistentes a L. major, como C57BL/6 e
C57BL/10, sdo susceptiveis a L. amazonensis. O perfil de resposta dessas linhagens a
infeccdo por L. amazonensis ¢ independente de IL-4 e apresenta uma producdo de IL-10
que impede a ativacdo dos macréfagos. Esta citocina, porém, nao influencia na reposta Thl

limitada, mostrando que hd outros fatores de imunomodulacdo durante todo o curso da
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infeccdo (AFONSO & SCOTT, 1993; JONES et al., 2002; JI et al., 2003; McMAHON-
PRATT& ALEXANDER, 2004). Da mesma maneira, a linhagem BALB/c apresenta
diferengas na resposta contra L. amazonensis, demonstrando um balango entre Th1/Th2 (JI
et al., 2002) ao invés da polarizacdo para Th2, observada em infec¢des por L. major. Ha
também uma alta proliferacio de células T CD4" CD25" reguladoras capazes de restringir
a agdo de células T CD4" CD25 (J1 et al., 2005), levando a um controle inicial, mesmo que
transitério, da infec¢do por L. amazonensis, juntamente com uma acdo benéfica inicial do
sistema do complemento (LAURENTTI er al., 2004) e células NK (ARANHA et al., 2005;
LAURENTI et al., 1999).

Outra diferenca entre as infeccdes nas linhagens acima estd relacionada com a
producdo de IFN-y. Em infec¢des por L. major, esta citocina, produzida por células Thl,
juntamente com o TNF-a, ativa macréfagos a produzirem 6xido nitrico com conseqiiente
contencdo do parasita (GREEN et al., 1990). Entretanto, durante infeccdes por L.
amazonensis a producdo de IFN-y e TNF-a, por estimular o recrutamento e retencdo de
células no sitio de infec¢do, levam a um aumento na proliferacdo, e ndo contengdo, de
amastigotas (QI et al., 2004). Com isto, a presenca destas citocinas leva a um descontrole
no sitio da infeccdo e conseqiiente manifestacio da doenca. Foi demonstrado que L.
amazonensis tolera o nivel de IFN-y produzido, e apenas quando em dosagens muito altas,
o0 parasita sucumbe e os macréfagos sdo ativados (McMAHON-PRATT & ALEXANDER,
2004). Estes dados explicariam porque, diferentemente de infec¢des com L. major
(GREEN et al., 1990), o tratamento de camundongos com IFN-y ndo leva a resolucdo de
infeccdes por L. amazonensis (JONES et al., 2002).

A produgdo e acdo da citocina IL-12 também divergem entre as duas infecgdes.

Enquanto que a producdo estd intimamente relacionada a resolu¢do da infec¢do por L.
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major (HEINZEL et al., 1993; AFONSO et al., 1994), pois leva a uma resposta Thl em
estdgios iniciais, a mesma ¢ insuficiente para levar a resolucio de infec¢des na linhagem
C3H por L. amazonensis (JONES et al., 2000) ou na linhagem C57BL/6 por L. mexicana
(TORRENTERA et al., 2002), mesmo sendo critica em estdgios mais tardios da infec¢ao,
atuando na estabilizacdo da infec¢do nesses modelos.

Como aqui relatado, varios estudos vém sendo realizados rompendo o paradigma de
que a resposta imunoldgica contra L. major seria a resposta padrdo contra infecgdes
causadas pelas espécies do gé€nero Leishmania. Estes estudos demonstram uma
complexidade na interacio parasita’hospedeiro que depende tanto da espécie do parasita
como do hospedeiro. Mesmo que L. major e L. amazonensis promovam principalmente
lesdes cutaneas, a diferenca na resposta contra estas infec¢des estd cada dia mais evidente.
Uma explicacdo plausivel para essa diferenca € o fato das espécies de Leishmania terem se
divergido de 40 — 80 milhdes de anos atrds, juntamente com a separacao das ordens de
mamiferos. As adaptagdes especificas e singulares de cada espécie do parasita teriam
influenciado em sua relagcdo intima com seus hospedeiros (vertebrados ou invertebrados) e
reservatorios vertebrados, bem como através de expressdo génica nos parasitas que
influenciam na infeccdo, gerando respostas especificas do hospedeiro e diferentes
mecanismos de evasdo do parasita (CROAN et al., 1997; STEVENS et al., 2001;

McMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004).

4 - Apoptose e infeccdes parasitarias

Um mecanismo de evas@o ja descrito para diversas infecgdes é a regulacdo da
apoptose de células do hospedeiro, sejam as proprias células infectadas ou células
relacionadas com a resposta imunoldgica contra a infeccdo (HEUSSLER et al., 2001;

DOCKRELL, 2001; GOUGEON, 2003). A apoptose € um tipo de morte celular
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programada pela prépria célula. E um fendmeno complexo, com o envolvimento de
diversas proteinas, enzimas e controle da expressao génica. Mecanismo ubiquo ao longo da
evolucdo, a apoptose estd presente desde o desenvolvimento até a manutencdo da
homeostase. Ja foi descrita em eventos como a metamorfose em insetos, o
desenvolvimento embriondrio em metazodrios, a eliminacao de células desnecessdrias e/ou
que sofreram injurias em organismos multicelulares e a selecdo do repertério de linfocitos
(BAEHRECKE, 2002; OPFERMAN & KORSMEYER, 2003; MURO et al., 2006).

Caracterizada como uma morte limpa e silenciosa e sendo uma parte natural do
ciclo de vida ou parte de mecanismos de defesa (TRAMBAS & GRIFFITHS, 2003;
OPFERMAN & KORSMEYER, 2003), a apoptose apresenta VAarios mecanismos
conservados (Figura 02) e caracteristicas morfoldgicas marcantes. Dentre os aspectos
morfologicos, estio incluidos perda da aderéncia da célula, condensacdo e fragmentagdo da
cromatina, formag¢do de corpos apoptéticos, remocao da célula apoptdtica por fagdcitos e
auséncia de uma resposta inflamatdria. Estas caracteristicas a distinguem da necrose, que ¢
uma morte passiva, rdpida e severa, com extravasamento do meio intracelular e
conseqiiente rea¢do inflamatéria (HENGARTNER, 2000; OPFERMAN & KORSMEYER,
2003; HAIL JR. et al., 2006).

A maioria das mudangas morfoldgicas é causada pela acdo, direta ou indireta, de
uma familia de cisteina proteases denominadas caspases. A nomenclatura é numeral e ja
foram descritas mais de uma dizia de caspases em seres humanos, apesar de nem todas
estarem envolvidas diretamente no processo apoptotico. As caspases sdao altamente
conservadas ao longo da evolucdo, sendo descritas em hidras, nematddeos, insetos e
mamiferos (HENGARTNER, 2000). Sao encontradas nas formas inativas (pré-caspases)

no citoplasma e, quando ativadas, sdo capazes de ativar ou inativar diversos substratos,
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incluindo outras pro-caspases, o que gera uma cascata de sinalizacao que vai culminar com
a morte da célula (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003; HENGARTNER, 2000) (fig. 2).

A apoptose pode ser induzida por duas vias principais: a extrinseca (ou tipo I) ou a
intrinseca (ou mitocondrial ou tipo II). A primeira via € iniciada pela associacdo de Fas
(CD95) ao FasL, que se torna capaz de recrutar moléculas adaptadoras capazes de interagir
e ativar caspase 8 (fig. 2). A caspase 8 produz uma cascata de ativagdo de outras pro-
caspases 8, além das chamadas caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) que promove a morte
celular (HAIL JR et al., 2006; WESCHE-SOLDATO et al., 2007).

A via mitocondrial (Fig. 2) pode ser iniciada por IL-1, IL-6 ou fatores exdgenos,
como esteréides, NO, ROIS ou Ca*’. E dependente da permeabilizacdo da membrana
mitocondrial, onde hé liberacdo de citocromo ¢ do espaco intermembrana da organela.
Com a liberacd@o de citocromo ¢ no citosol, este se liga a Apaf-1 e caspase 9 formando o
apoptossomo. Este tltimo possui a capacidade de ativar as caspases efetoras 3 e 7 (Fig. 2).
A familia de proteinas Bcl-2 estd intimamente ligada a esta via, pois hd proteinas anti-
apoptéticas desta familia mantendo a integridade da membrana mitocondrial, e sao
proteinas pré-apoptoticas desta familia que facilitam a permeabilidade da membrana e
liberagdo do citocromo ¢ (HAIL JR et al., 2006; WESCHE-SOLDATO et al., 2007).

Dentre os diversos substratos ja associados com as caspases efetoras encontram-se
proteinas presentes no citoesqueleto (por exemplo, foldrina), na membrana citoplasmadtica
e na membrana nuclear (laminina nuclear), que levam ao colapso da célula e de seu ntcleo
(NICHOLSON, 1999; HENGARTER, 2000). A caspase 3 (Fig. 2) foi associada com a
ativacdo da CAD (caspase-activated DNAse), endonuclease responséavel pela fragmentacao
do DNA da célula apoptética (HAIL JR., 2006). A cromatina apresenta-se com complexos

octameros de histonas, responséveis pelo enovelamento e protecdo da dupla fita de DNA.
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Figura 2- Resumo dos principais eventos celulares da apoptose. Apds o
estimulo apoptético, externo ou via Fas-Fasl, hd ativacdo de diferentes cascatas
iniciadoras (caspase 8 ou caspase 9). Estas caspases desencadeiam uma cascata de ativagao
de caspases efetoras (caspases 3, 6 e 7) que ativardo diferentes substratos para a efetivagao

da morte celular programada.
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Esta associagdo do DNA com as histonas forma os nucleossomos, que possuem um
comprimento aproximado de 180 a 200 pares de base (pb). Protegidos, os nucleossomos
ndo sofrem clivagem pela endonuclease, exceto nas regides internucleossdmicas, o que
gera fragmentos de 200 pb e multiplos de 200 pb que sdo visualizados em géis de agarose,
como um padrdo do tipo ‘“escada”, frequentemente utilizado para identificar a morte
celular por apoptose.

Outro processo que ocorre na apoptose é a exposicdo de fosfatidilserina (PS), um
fosfolipidio normalmente presente na camada interna da membrana citoplasmética. Com o
estimulo apoptdtico, a fosfatidilserina € exposta na camada externa e ja foi mostrada sua
importancia para a fagocitose da célula apoptotica (KAGAN et al., 2002; HANAYAMA et
al., 2002). Esta exposicdo ocorre de maneira dependente de ATP ainda no inicio do
processo de morte celular programada, quando a membrana da célula ainda se apresenta
intacta (VERMES et al., 1995).

O papel da apoptose no sistema imune tem sido altamente relacionado com
situacdes de imunodeficiéncia, autoimunidade e cancer quando hd aberragdes na expressao
de proteinas pré- ou anti-apoptdticas (OPFERMAN & KORSMEYER, 2003). Outra
importancia atribuida a apoptose é em relagdo ao combate as infeccoes, exemplificado pela
inducdo de apoptose em células infectadas por virus por células NK ¢ T CD8" (SHI et al.,
1992; HEUSEL et al., 1994).

Contudo, a regulagdo da apoptose tornou-se um mecanismo utilizado como forma
de evadir o sistema imunoldgico em diversas patogenias, como citado anteriormente. Esta
regulacdo pode ser tanto pela indu¢do quanto pela inibi¢cdo da morte celular, influenciando
assim na resolu¢do ou amplificagdo de diversas patogenias. A inibicdo da apoptose ja foi
descrita para infec¢des por diversas espécies de bactérias, dentre elas Chlamydophila

pneumoniae (PALAND et al., 2006), Legionella pneumophila (ABU-ZANT et al., 2005) e
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Chlamydia pneumoniae (ZANDBERGEN et al., 2004), todas aumentando a longevidade
das células hospedeiras, acarretando em um tempo maior para a replicacio do
microrganismo. ABU-ZANT e colaboradores (2005) observaram in vitro que, mesmo com
altas producdes de caspase 3 ao longo da infec¢do, células infectadas por Legionella
pneumophila ndo executavam o processo apoptotico até o final do estdgio de replicacdo da
bactéria, momento em que a ultima se encontra preparada para escapar da célula
hospedeira.

De forma similar, a inibi¢do de apoptose ja foi descrita em algumas infec¢des por
protozoarios (HEUSSLER et al., 2001). A inibi¢do por Theileria parva demonstrou ser
através da transformacgdo de sua célula hospedeira, o linfécito T, em uma célula com
caracteristicas tumorais como, por exemplo, proliferacdo irrestrita e protecdo contra
apoptose. Esta transformacdo, aparentemente, € reversivel, pois a célula é capaz de voltar
ao normal e consequentemente morrer por apoptose apds tratamento e eliminacdo do
parasita (HEUSSLER et al., 1999; FICH et al., 1998).

Entre os parasitas que inibem a morte celular programada estdo também espécies do
proprio género Leishmania. Infecgdes com Leishmania donovani resultam em resisténcia
do macréfago infectado a morte programada apds a retirada de fatores de crescimento de
culturas in vitro (MOORE & MATLASHEWSKI, 1994). L. major também foi associada
com retardar a apoptose de neutrdfilos até o momento de chegada dos macréfagos no sitio
de infeccdo (LASKAY et al., 2003; AGA et al., 2002). Esta inibicdo foi considerada pelos
autores uma via de infeccdo do macréfago ao fagocitar o neutréfilo entdo apoptético com o
parasita vidvel em seu interior, reduzindo a resposta inflamatoria.

Relatos de indugdo de apoptose durante infec¢des também ja foram descritos, sendo
relacionados com uma imunorregulacio no hospedeiro pelo parasita, favorecendo seu

estabelecimento sem uma reposta ideal do hospedeiro. Entre os agentes infecciosos que
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promovem a morte celular programada estd o virus de imunodeficiéncia adquirida (HIV),
que induz apoptose em linfécitos infectados ou ndo com o virus (GOUGEON, 2003).
Outras infec¢des virais indutoras de apoptose sdo pelos virus de hepatite B (HBV) e
hepatite C (HCV) e alguns herpevirus (DOCKRELL, 2001). Em infec¢des bacterianas, ja
foi descrita a indug¢do de apoptose durante a invasdo in vitro de Mycobacterium
tuberculosis em neutréfilos humanos infectados (PERSKVIST et al., 2002) e macréfagos
(ROJAS et al., 1997, LEE et al., 2006), também sendo observado em lavagens
broncoalveolares (PLACIDO et al., 1997). Entre outras infec¢des por bactérias, também
foi descrita a inducdo de morte celular programada por Salmonella typhinurium
(MONACK et al., 1996) e Helicobacter pylori (MENAKER et al., 2004), ambas realizadas
in vitro e em infeccoes in vivo por Shigella dysenteriae (RAQIB et al., 2002)

Ja em doencas causadas por protozodrios, foi demonstrada a inducdo de apoptose
por Trichomonas vaginalis em células RAW264.7 e células mononucleares humanas in
vitro (CHANG et al., 2006). O mesmo foi demonstrado para Tritrichomonas foetus em
células epiteliais vaginais bovina (SINGH er al., 2004), sendo este evento de apotose
diretamente relacionando com a patogenia. HELMBY e colaboradores (2000)
demonstraram um aumento significativo de linfécitos (B e T) e macréfagos no bago
morrendo por apoptose durante a fase sangiiinea em infeccdes por Plasmodium chabaudi
chabaudi.

Este controle da sobrevivéncia de células do hospedeiro pelo parasita promove sua
estabilizacdo e um desenvolvimento da patogenia favordvel ao parasita. Nos casos acima
citados, os parasitas sdo diretamente beneficiados por este controle que pode ser visto com
um bem-sucedido mecanismo de escape. Uma vez que tanto a inducio, quanto a inibi¢do
de apoptose foram associados com o escape do parasita, ndo € de se surpreender que haja

relatos em que o mesmo parasita faca a regulacdo da apoptose para os dois sentidos. Estes

30



Introducdo

diferentes mecanismos podem ser acionados em tempos de infeccdo ou células-alvo
distintas.

Durante a infeccao, Cryptosporidium parvum é capaz de proteger a célula infectada
de estimulos pré-apoptoticos fortes, assegurando uma sobrevivéncia maior dentre das
mesmas (McCOLE et al., 2000) ao mesmo tempo que induz um pequeno grau de apoptose,
talvez com o objetivo de limitar uma resposta inflamatoria do hospedeiro ou sair da célula
hospedeira (McCOLE et al., 2000; OJCIUS et al., 1999). Da mesma forma, infeccdes com
Toxoplasma gondii revelam que o parasita tem a capacidade de induzir apoptose de células
T de placas de Peyer no momento da infeccdo peroral (LIESENFELD et al., 1997) e de
inibir a morte de células hospedeiras (PAYNE et al., 2003).

Em Trypanosoma cruzi, protozodrio mais proximo de Leishmania foi demonstrado
que cardiomidcitos infectados adquirem uma maior protecdo contra apoptose (PETERSEN
et al., 2006). Foi descrito que macrdfagos infectados por este parasita produz altas
quantidades de HSP6S5 (heat shock protein 65) adquirindo uma maior prote¢do contra
apoptose (SAKALI et al., 1999). Também ha a descricdo de que macréfagos infectados
ingerem células apoptoticas, resultando em um aumento na proliferacdo dos parasitas
devido a um aumento de TGF-3. Essa citocina é capaz de inibir a producdo de NO e
induzir a biossintese de poliaminas, como a putrescina, utilizada diretamente pelo parasita
para a proliferacao (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). A presenca de células apoptéticas, e
sua conseqiiente fagocitose, podem ser resultado de uma inducdo diferenciada de morte
celular em linfécitos T pelo T. cruzi em diversos sitios do corpo do hospedeiro (NUNES et
al., 1998; GUILLERMO et al., 2007).

Como foi descrito acima, a sobrevivéncia da célula hospedeira dita a resposta
imunoldgica e a amplificacdo/contenc¢do da patogenia, mostrando ser um balan¢o delicado

entre a infec¢do pelo parasita e a resposta do hospedeiro. As conseqiiéncias deste balanco
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contribuem de maneira significativa para o resultado final da regulacdo, determinando se
haverd progressao ou declinio da infec¢ao.

Com isto em mente, o objetivo do presente trabalho foi investigar a ocorréncia de
morte de macréfagos infectados in vitro com Leishmania, e a natureza dessa morte. Para
isso, foram analisadas a fragmentacdo de DNA e a exposicdo de fosfatidilserina nas células
infectadas. Foram escolhidas inicialmente, a linhagem de camundongos BALB/c e a
espécie L. amazonensis, mas alguns resultados foram obtidos com as espécies L. major e L.

guyanensis € a linhagem de camundongos C57BL/6.
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MATERIAL E METODOS

1- Parasitas

As cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, c6digo internacional
IFLA/BR/67/PH8, e de Leishmania (Viannia) guyanensis, c6digo internacional
MHOM/BR/75/M4147, utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela professora Dra.
Maria Norma Melo, do Departamento de Parasitologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), na forma de promastigotas. A cepa
de Leishmania (Leishmania) major, c6digo internacional MHOM/SU/73/5-ASKH,
utilizada neste trabalho foi gentilmente cedida pela professora Dra. Fitima Noronha, do

Departamento de Microbiologia, ICB, UFMG, também na forma de promastigotas.

2- Obtencao de formas promastigotas de Leishmania

O isolamento de formas amastigotas das espécies L. (L.) amazonensis e L. (L.)
major foi feito a partir de lesdes de camundongos BALB/c infectados experimentalmente
na pata. Os camundongos eram sacrificados e as patas eram dissecadas para isolar
fragmentos do tecido infectado. Este tecido era macerado e inoculado em meio de cultura
RPMI acrescidos de 10% (v/v) de soro fetal bovino (SFB) estéril e inativado. O meio de
cultura RPMI era dissolvido em 4dgua bidestilada, tamponado com bicarbonato de sédio
(NaHCO3) (2g/ L) e HEPES ([N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(4cido 2-etanosulfonico)])
(5,96g/ L). Ap6s adigdo do antibidtico gentamicina (50mg/ L), o pH era ajustado para 7,2 e
o meio era esterilizado por filtragdo em filtros de 0,2um. O SFB estéril era adicionado

imediatamente antes do uso.
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A incubacdo dos fragmentos da lesdo em RPMI com SFB era feita 25°C (estufa
BOD- REVCO) que permitia a diferenciacdo das formas amastigotas em promastigotas. A
cultura era manipulada apenas com instrumentos estéreis em capela de fluxo laminar
(VECO, Campinas, SP, Brasil ou Forma Scientific, Marietta, OH, E.U.A.) e observada
periodicamente para determinar mudancas na morfologia e permitir o acompanhamento da
cultura.

A espécie L. (V.) guyanensis foi re-isolada em nosso laboratorio em hamster, a
partir das promastigotas cedidas, pela Dra. Junia de Sousa Franco. As formas

promastigotas das espécies utilizadas eram criopreservadas como descrito abaixo.

3- Criopreservacao

As culturas de formas promastigotas adicionava-se 10% (v/v) de glicerol PA estéril,
gota a gota, sob agitacdo constante. Apds 30 minutos de agitacdo, a cultura era dividida em
aliquotas em tubos proprios para criopreservacdo de 1,8 mL (Nunclon-Delta, Nunc,
Dinamarca), movidas para o freezer - 20°C e deixadas por 24 horas. Em seguida, eram
transferidas para o freezer a - 80°C (BioFreezer, Forma Scientific, Marietta, OH, E.U.A.) e
mantidas por mais 24 horas. Apds esse periodo, as amostras eram transferidas para botijoes
de N, liquido (Omega EM-32, MVE Cryogenics, New Prague, MN, E.U.A.). As amostras
criopreservadas eram recuperadas através do rapido descongelamento a 37°C e inoculagdo
em meio de cultura com manutencdo em estufa a 25°C. As culturas recuperadas s6 eram
utilizadas em experimentos apds 2 repiques consecutivos para total recuperacdo dos

parasitas.

4- Cultivo de parasitas

Os parasitas eram cultivados sob forma promastigota in vitro em RPMI com 10%
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(v/v) SFB em estufa a 25°C. Eram inoculados 1,5 x 10° parasitas por mililitro (mL) de
cultura. O cultivo era mantido por até 15 passagens, pois hd descricdo da perda de
viruléncia do parasita apds longos periodos em cultura (NOLAN & HERMAN, 1985).
ApOs cerca de 5 dias as formas promastigotas em cultivo alcangavam a fase estaciondria e
eram utilizados para infec¢do nos experimentos.

O acompanhamento da cultura era realizado por observacdo em microscopio
invertido (Olympus, IMT, Téquio, Japao) e a contagem dos parasitas era feita em camara
hemocitométrica de Neubauer (C.A. Hausser & Son, Filadélfia, PA, E.U.A.). A contagem
era realizada em microscépio 6ptico (Olympus), em aumento de 400x, apds uma diluicao
da cultura de 1:100 em Isoton (0,05 M 4cido citrico, 0,12 M NaCl, 0,5% formaldeido, p/v,
pH 7,2). Para calcular o nimero de parasitas por mililitro de cultura, em cada contagem era

utilizada a seguinte férmula:

n° de parasitas = n° de parasitas contados x 10* (dilui¢do da amostra) x 10* (fator de corre¢do)
4

5- Preparo de extratos de membrana e extrato citosolico dos parasitas

Promastigotas de L. amazonensis eram ressupendidas em aliquotas de 2 x 10°
parasitas em tampao acido bérico-NaOH 50 mM pH 7.0 e entdo submetidos a cinco ciclos
de congelamento-descongelamento em N, liquido e banho-maria 37 °C para rompimento
dos parasitas. As aliquotas eram entdo submetidas a uma centrifugacdo a 1000g durante 5
minutos para sedimentacdo de nucleos e eventuais parasitas integros. O sobrenadante
(extrato total) era ent@o coletado e centrifugado durante uma hora a 10.000g para separagdo
das fragdes de membrana e citosolico. Em seguida o sobrenadante era recolhido e
reservado como extrato citosdlico, enquanto que o sedimento rico em membranas era

ressuspendido em PBS.
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6- Animais

Para todos os experimentos realizados foram utilizados camundongos machos, com
idade entre 5 a 10 semanas. As linhagens utilizadas foram BALB/c, susceptivel a
Leishmania (L.) amazonensis e L. (L.) major, porém resistente a L. (V.) guyanensis; e a
linhagem C57BL/6, resistente a L. major e capaz de controlar infec¢des por L.
amazonensis.

Os animais foram criados no Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB, UFMG, e

mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia da mesma Institui¢ao.

7- Obtencio de macrofagos peritoneais murinos

Para retirar macréfagos peritoneais, os camundongos eram inoculados, via i.p., com
2 mL de tioglicolato a 3% (GORDON et. al., 1974). Apds 3 a 4 dias, os animais eram
sacrificados e injetados com 5 mL de PBS gelado e estéril na cavidade peritoneal.
Realizava-se uma massagem abdominal e retirava o PBS contendo os macréfagos, com
auxilio da seringa; que eram mantidos no gelo. As células eram centrifugadas a 1800 rpm
por 10 minutos, lavadas com PBS gelado e centrifugadas novamente para serem
ressuspendidas em RPMI com 10% de SFB. As células eram entdo contadas na camara de
Neubauer para serem plaqueadas. Apds plaquear as células, estas eram incubadas por 2
horas em estufa a 37°C com 5% CO2 para adesdo de macréfagos a superficie. Apds esse
tempo de incubagdo, as c€lulas eram lavadas 2 vezes com RPMI a temperatura ambiente
para retirar células nao aderidas, entre elas eventuais linfocitos e hemdcias. Adicionava-se
novo RPMI com 10% SFB e células retornavam a estufa até o momento de infec¢do, no
dia seguinte.

As células eram plaqueadas em camaras de plastico com 8 pocos sobre 1aminas de
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vidro para microscopios (Lab-Tek, Nalge Nunc International, Naperville, IL, E.U.A.),
placas de 96 pogos de fundo chato (Nalge Nunc International) ou placas de 6 wells (Nalge
Nunc International) com 1 x 10°, 5 x 10* ou 1 x 10’ macrofagos, respectivamente. As

células eram incubadas com RPMI adicionados com 10% SFB (v/v).

8- Infeccao de macroéfagos in vitro

Para a infeccio dos macréfagos peritoneais aderidos em placas e laminas,
utilizavam-se parasitas na forma promastigota durante a fase estaciondria. Os parasitas
eram contados em camara hemocitométrica de Neubauer, como descrito acima, € seu
numero era ajustado conforme o experimento. Os parasitas eram incubados por 4 horas a
34°C na presenga de 5% CO, para permitir a infec¢cdo dos macrofagos, onde apds esse
tempo, as placas eram lavadas duas vezes com RPMI em temperatura ambiente para
remover parasitas ndo interiorizados, sendo considerado este momento, entdo, o tempo
“zero hora” de infec¢do. As células eram, entdo, reincubadas por tempos varidveis a 34°C
na presenca de 5% CO; até o término dos experimentos.

Em alguns experimentos, os macréfagos eram incubados com extrato de membrana
ou citosdlico com a mesma proporcao de parasitas vivos utilizados nos experimentos
equivalentes. A incubagdo se seguia com 0s mesmos passos descritos acima para parasitas

integros.

9- Avaliacdo da taxa de infeccao e multiplicacdo de parasitas no interior dos
macroéfagos

A taxa de infec¢do, assim como a multiplicacdo e permanéncia de L. amazonensis
no interior de macréfagos peritoneais de BALB/c, era avaliada pela contagem do nimero

de macréfagos infectados e pelo nimero de parasitas no interior dessas células, apds
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tempos variados de incubacdo. A porcentagem de macréfagos infectados era obtida a partir
da contagem, em microscopio Optico, de 300 células, preparadas com a coloragdo de May-
Griinwald/Giemsa (MGGQG). Para a taxa de infec¢do, contava-se parasitas presentes no
interior de 100 macréfagos das mesmas laminas, e o nimero de parasitas contatos era
dividido pelo nimero de macréfagos infectados, obtendo-se uma média do ndmero de
parasitas por célula (BARRAL-NETTO et al., 1996). Os resultados estdo apresentados
como a média da porcentagem de duplicatas + desvio padrao da média.

A técnica de coloragdo May-Griinwald/Giemsa consiste em uma coloragdo do
conjunto parasita-célula (GIAIMIS et al., 1992). Primeiramente, as células sdo fixadas em
metanol PA por 5 minutos, onde em seguida adicionava o corante May-Griinwald nas
camaras por 1 a 3 minutos. Logo apods este intervalo, adicionava o mesmo volume de dgua
destilada (pH 7,0) sem retirar o corante, a solu¢do era retirada imediatamente. O corante
Giemsa, preparado na hora do uso pela adicdo de 2 gotas do corante por mililitro de dgua
destilada (pH 7,0), era adicionado e incubado por 10 a 15 minutos. Destacando as ciAmaras
de pléstico da lamina de vidro, as células eram lavadas com dgua corrente e seladas com

Balsamo do Canada.

10- Extracao de DNA genomico e analise em gel de agarose

Macréfagos peritoneais aderidos na superficie de placas de 6 pocos eram infectados
com Leishmania numa proporcao de 10 parasitas por macréfago e incubadas como descrito
acima. Apds incubacdo em tempos variados, era retirado e separado o sobrenadante para
fins de obter eventuais células mortas e ndo aderidas. Células aderidas eram destacadas
com rodinhos de borracha préprios para cultura celular (Sarstedt Inc., Niimbrecht,
Alemanha) e, juntamente com as células vindas do sobrenadante, eram lavadas 2 vezes

com PBS e ressuspendidas com tampao de lise (40 mM EDTA pHS8, 50 mM Tris pH 8, 1%
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Triton). Com a adicdo de RNAse (20 pg/ mL), a solucdo era incubada por 1 hora a 37°C e
novamente incubadas por 1,5 a 3 horas apods a adi¢cdo de Proteinase K (100 pg/ mL). Apéds
esse periodo de incubagdo, o sobrenadante era tratado com o mesmo volume de
fenol:cloroférmio (1:1) (Sigma, Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) por 2 vezes,
centrifugadas a 15000 rpm, por 5 minutos, a 4°C e, finalmente, tratado com cloroférmio:
alcool isopropilico (24:1) (Sigma) antes de ser incubado a -20°C overnight com 0,25M
NaCl mais 2 vezes o volume de etanol PA. Apds este intervalo, centrifugava-se o
sobrenadante por 15 minutos, a 15000 rpm, a 4°C por duas vezes, com lavagem por etanol
70%. Finalmente, retirava-se o etanol e deixava o precipitado secar em temperatura
ambiente para posterior ressupensdo em T.E. (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA,
pHS&,0).

Para visualizar a fragmentacdo do DNA, as amostras em T.E. eram quantificadas
(GeneQuant, Amersham, GE Healthcare Biosciences, E.U.A.) e adicionava-se tampao de
amostra (Promega, Madison, WI, E.U.A.) as aliquotas a serem aplicadas. As amostras, a
uma concentracdo final de 1pg/ uL, eram aplicadas em gel de agarose 1,8% e a corrida no
gel se dava a uma voltagem constante de 90V. Géis eram analisados em transluminador de
UV (Stratagene, Cedar Creek, TX, E.U.A.), visualisados e documentados com camera
(Vilmer Loumart, Franca) e foto-documentador (Video Graphic Printer UP-890MD, Sony,

Japdo).

11- Inducdo de fragmentacio de DNA em L. amazonensis

Para a indugdo de apoptose nos parasitas foi utilizado o protocolo previamente
descrito por HOLZMULLER et al. (2002). Brevemente, parasitas na forma promastigota
durante a fase estaciondria eram contados na cimera hemocitométrica de Neubauer, como

. . P . , 8 . ,
descrito acima, e seu numero era ajustado aliquotas de 1 x 10° parasitas. Estas aliquotas
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eram centrifugadas para a troca de meio de cultura adicionado com NaNO; (nitrato de
s6dio) nas concentragdes de 2,5 mM e 5,0 mM. Os parasitas eram incubados, entdo, por 4
horas. Apds este intervalo, células eram coletadas e realizava-se a extragdo de DNA

gendmico como descrito anteriormente para macrofagos.

12- Ensaio de TUNEL (7dT- mediated dUTP Nick-End Labeling)

Macrofagos peritoneais aderidos em 1aminas de vidro com 8 pogos eram infectados
e incubados como descrito anteriormente, nas proporcdes de 2, 5 ou 10 parasitas por
macréfago. ApOs incubagdes em tempos variados, células eram fixadas com 4%
formaldeido e mantidas a -20°C em etanol 70% por até 2 semanas. Protocolo para
marcacdo com o kit TUNEL (BD Pharmingen, San Jose, CA, E.U.A.) era realizado de
acordo com o fabricante. Rapidamente, apds fixacdo, células eram lavadas com PBS,
permeabilizadas com Triton (1%) e lavadas novamente com PBS. Com essa
permeabilizacdo, células eram incubadas por 10 minutos com Tampado de Equilibrio
[cacolidato de potdssio (200 mM, pH 6,6), Tris-HCl (25 mM, pH 6,6), DTT (0,2 mM),
BSA (0,25 mg/ml) e cloreto de cobalto (2,5 mM)] para, em seguida, incubar com a solucao
contendo a enzima TdT, dUTP e Anexina V conjugada com FITC por 1 hora em camara
umida, no escuro, em estufa 37°C com 5% CO,. Apdés a marcacdo, a reacdo era
interrompida com incubacdo da ldmina em SSC 2X por 15 minutos, seguida de lavagens
com PBS. Em seguida, células eram coradas com iodeto de propideo (PI) por 15 minutos e
lavadas com dgua deionizada para retirar PI ndo incorporado. Aplicava-se glicerol: dgua
(1:1) nas laminas, que eram seladas com esmalte. Ladminas eram contadas imediatamente.
Resultados sdo representados como média de porcentagem e desvio padrao de células que
apresentavam DNA marcados. Testes eram realizados em duplicatas e eram contadas 300

células por amostra.
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13- Marcacao de macroéfagos com a-CD11b e analise em citometria de fluxo

Macrofagos peritoneais aderidos em placas de 6 pocos eram infectados ou nao com
diferentes propor¢des de L. amazonensis e mantidos como descrito acima. Previamente a
marcacao, células eram retiradas das placas com rodinhos descartdveis (Sarstedt), lavados
com RPMI gelado 2 vezes e mantidos em suspensio em tubos de polipropileno de 5 mL
(Sarstedt) overnight, para recuperacdo das células. Paralelamente, células provindas das
mesmas placas eram separadas para a marcacdo com Anexina V — FITC e PI, descrita
abaixo.

Para a marcacdo das células com a - CDI11b - FITC (CalTag, Burlingame, CA,
EUA) foi utilizado o protocolo de coloragdo para marcadores de superficie ex-vivo descrito
por BOTTREL et al. (2001). Rapidamente, apds plaquear as células em placas de 96 pogos
com fundo redondo (2 x 10° células em 20 ML) adiciona-se os anticorpos em solucdo de
diluicao nas concentragdes previamente padronizadas. Apos incubagdo por 15 minutos a 4
°C e protegidos da luz, adicionava-se PBS gelado nas placas e centrifugava a 1,200 rpm
por 5 minutos a 4 °C. Logo apés a retirada do sobrenadante, acrescentava-se a solucao de
lavagem (PBS 1X, 0,5% de BSA, 2 mM de azida), e repetia-se a centrifugacao.
Adicionava-se PBS gelado e centrifugava em seguida, como anteriormente. As células
eram entdo adicionados 100 pL de PBS e fixadas com 100 pPL de formaldeido 4%.
Protegendo-as da luz, as células eram transferidas para tubos para aquisicdo em citdmetro
de fluxo. Aquisicdes foram realizadas em FACS Vantage e as amostras foram analisadas

com o software Cell Quest.
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14- Marcacao e analise de células com AnexinaV-FITC e Iodeto de propidio

Macrofagos peritoneais aderidos em placas de 6 pocos eram infectados ou nao com
diferentes propor¢des de L. amazonensis e mantidos como descrito acima. Previamente a
marcacao, células eram retiradas das placas com rodinhos descartdveis (Sarstedt), lavados
com RPMI gelado 2 vezes e mantidos em suspensdo em tubos de polipropileno de 5 mL
(Sarstedt) overnight, para recuperacao das células.

Para a marcacdo das células, foi utilizado o protocolo segundo o fabricante (BD
Pharmingen). Brevemente, as células eram centrifugadas e lavadas 2 vezes com PBS
gelado e ressuspendidas com Tampao de Ligagcdo (10 mM HEPES/NaOH pH 7,4, 140 mM
NaCl, 2,5 mM CaCl,) para uma concentragdo final de 1 x 10° células por mL. Dessa
solucdo com células, eram transferidos 100 UL (ou 1 x 10° células) para tubos menores,
onde se adicionava 5 UL da Anexina — FITC (PharMingen) e 10 PL de solucdo estoque de
iodeto de propidio (PI) (50 pg/mL) e incubava por 15 minutos. Logo em seguida, 400uL
do tampao de ligacdo eram adicionados em cada tubo, que eram analisados no citdmetro de
fluxo (FACS Vantage) imediatamente para evitar perda de fluorescéncia. Amostras
permaneciam protegidas da luz em todas as etapas apds a incubacdo com Anexina V-

FITC. Anélises foram realizadas pelo software Cell Quest.

15- Reprodutibilidade e apresentacao dos resultados
Todos os experimentos deste trabalho foram repetidos no minimo 3 vezes e foram
reprodutiveis, sendo que os dados apresentados sdo referentes a média de duplicatas de um

experimento representativo.
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RESULTADOS

1 - Taxa de infeccao e sobrevivéncia do parasita

Para verificar se macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c se infectavam
com promastigotas de Leishmania amazonensis, € se esta infeccdo se mantinha
adequadamente in vitro, avaliamos inicialmente a taxa de infeccdo e a carga parasitdria das
células dos camundongos ap6s um contato inicial de 4 horas com os parasitas. Essa
avaliacdo foi feita utilizando macréfagos infectados com diferentes propor¢des de parasitas
por macréfago. Para isto, apds a retirada dos parasitas nao aderidos a célula hospedeira,
determinamos a percentagem de células infectadas e nimero de parasitas interiorizados,
apos coloracao das ldminas por May-Griinwald/Giemsa ao longo de 72 horas.

A figura 3 mostra que a taxa de infec¢do de macréfagos de camundongos BALB/c
foi proporcional ao nimero de parasitas utilizados na infec¢do, sendo em torno de 50%, de
80% e de 85% para as propor¢des de 2:1, 5:1 e 10:1, respectivamente. Enquanto a
porcentagem de macréfagos infectados praticamente ndo se alterou ao longo da infec¢do, o
nimero de parasitas no interior das células cresceu com o decorrer do tempo, exceto na
proporcdo de 2 parasitas por macréfago. Nas proporcdes de 5:1 e de 10:1 os macréfagos
infectados passaram de cerca de 3 para 8 parasitas por célula (com um pequeno decaimento
ao final do periodo observado) e de cerca de 6 para 13 parasitas por célula,
respectivamente. Juntos, esses resultados indicam a sobrevivéncia e a multiplicagdo das

amastigotas de L. amazonensis no interior de macrofagos de BALB/c no tempo analisado.
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Figura 3- Taxa de infeccao e multiplicacido de L. amazonensis em macréfagos
murinos. Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c eram infectados com
promastigotas de L. amazonensis em diferentes proporcdes parasita: macréfago (2:1, 5:1,
10:1). Nos intervalos indicados de infec¢do, foram avaliados o nimero de macréfagos
infectados (A) e o nimero médio de parasitas no interior de cada macréfagos (B), como
descrito em Material e Métodos. As barras verticais representam a média de duplicatas +

desvio padrdao de um experimento representativo.
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2 - Viabilidade dos macréfagos infectados com L. amazonensis

Embora os mecanismos ainda nio sejam conhecidos, assume-se que, em uma
infeccdo natural, os macréfagos infectados por Leishmania morrem permitindo que as
amastigotas infectem células sadias vizinhas. Nosso proximo passo foi entdo, verificar a
ocorréncia de morte de macréfagos infectados in vitro, por um periodo de 72 horas.
Inicialmente, utilizamos o método de MTT, mas este ndo foi satisfatorio, provavelmente
pela interferéncia dos parasitas na rea¢do. Assim utilizamos o parametro de permeabilidade
da membrana celular ao iodeto de propideo (PI), utilizando a citometria de fluxo, que
permitiu comparar a viabilidade das células infectadas com as células ndo infectadas.
Nossos resultados mostraram que a infeccdo com L. amazonensis induz um aumento da
permeabilidade das células para o corante, indicando a morte dos macrofagos in vitro,
especialmente em infecgdes por 5 e 10 parasitas por macréfago (Fig. 4).

Assim, resolvemos investigar se a morte das células infectadas era por apoptose.
Analisamos a presencga das seguintes caracteristicas marcos da apoptose: fragmentacdo do

DNA e exposicao de fosfatidilserina.

3 - Fragmentacao do DNA de macroéfagos infectados com L. amazonensis

3.1 - Visualizacdo do DNA fragmentado pela coloracio por brometo de etidio em

gel de agarose

Para verificar a ocorréncia de fragmentacdo do DNA de macréfagos, extraimos o
DNA de macréfagos infectados com L. amazonensis em diversos intervalos de infec¢do e o
analisamos apds eletroforese em gel de agarose. Devido a ativacdo de endonucleases
durante a morte programada, o DNA € clivado nas regides internucleossdmicas criando

fragmentos de 180 a 200 pares de base (pb) e multiplos, o que geraum padrdo tipo
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Figura 4- Mortalidade celular de macréfagos de BALB/c infectados com L.
amazonensis. Apés intervalos de 24, 48 e 72 horas de infec¢do, células infectadas, ou nao,
com L. amazonensis em propor¢des de 2, 5 e 10 parasitas por macréfago foram coletadas,
coradas com iodeto de propidio e analisadas conforme descrito em Material e Métodos. Os

pontos representam a média de duplicatas de um experimento representativo.
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“escada” quando analisado em géis de agarose.

Nossos resultados mostram que o DNA de células infectadas com L. amazonensis
apresentou-se fragmentado com o tipico padrdo “escada”, cujos fragmentos foram do
tamanho esperado. Este padrdo de fragmentacao pode ser observado nas células ja a partir
de 6 horas de infeccdo, enquanto que as células ndo infectadas apresentaram seu DNA
intacto (Fig. 5).

Para determinar se a fragmentacdo de DNA estaria relacionada apenas com o
modelo de infeccdo L. amazonensis-BALB/c, avaliamos a ocorréncia desse evento em
macrofagos peritoneias de camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis bem
como em macrofagos de camundongos BALB/c infectados com outras espécies de
Leishmania.

Verificamos que macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados com L.
amazonensis também apresentaram fragmentacdo de seu DNA, no padrio tipico de
apoptose (Fig. 6A). Por outro lado, macr6fagos de BALB/c infectados com L. guyanensis
ou com L. major apresentam seu DNA intacto (Fig. 6B). Esses resultados mostram que a
inducdo da apoptose em macréfagos ndo € um evento induzido por todas as espécies do
parasita, e sugerem que L. amazonensis induz apoptose em macrofagos independente da
linhagem de camundongos.

Como o DNA extraido de células infectadas apresentava tanto DNA de macréfagos,
quanto de Leishmania, fizemos um controle com o DNA apenas de promastigotas de L.
amazonensis, para determinar se o padrdo “escada” visualizado ndo seria devido a
fragmentacdo do DNA do préprio parasita dentro do macréfago. Induzimos a apoptose dos
parasitas com nitrato de sdédio (NaNO,) por 4 horas, como ja descrito por HOLZMULLER

et al. (2002) e analisamos o padrdo da fragmentacdo do DNA. Na figura 7 podemos
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BALB/c - L. amazonensis

Tempo (hs)

Tratamento

1500 pb
1000 pb

500 pb
400 pb

200 pb

Figura 5- Fragmentacdo de DNA em macréfagos de BALB/c infectados por L.
amazonensis. DNA de macréfagos infectados (A), ou ndo (C), com L. amazonensis na
propor¢ao de 10:1 (parasitas:célula) foi extraido nos tempos indicados conforme descrito
em Material e Métodos e aplicado em gel de agarose a 1,6% seguido de eletroforese a 90
V. P - Padrio de Peso Molecular de escada de 100 pares de base (pb). Experimento

representativo.
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A) Tempo (hs)
Tratamento
C57BL/6 - L. amazonensis
0 24 48 72 Tempo (hs)
B) P C 6 M C 6 M C 6 M C 6 M  Tratamento
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- —
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1000 pb — BALB/c - L. guyanensis ou
L. major
500 pb —
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200 pb —

Figura 6- Fragmentacao de DNA de macréfagos peritoneais de camundongos
infectados por L. amazonensis, L. guyanensis ou L. major. DNA de macréfagos de
camundongos C57BL/6 infectados, ou ndo (C), com L. amazonensis (A, painel A) ou de
camundongos BALB/c infectados, ou ndo (C), com L. guyanensis (G, painel B) ou L.
major (M, painel B) na proporc¢do de 10:1 (parasitas:célula) foi extraido conforme descrito
em Material e Métodos e aplicado em gel de agarose a 1,6%, seguido de eletroforese a 90

V. P - Padrao de Peso Molecular de escada de 100 pb. Experimentos representativos.
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1500 pb —

1000 pb —
800 pb —

500 pb —
400 pb —

Figura 7- Fragmentacao de DNA de promastigotas de L. amazonensis. Parasitas
foram incubadas (1 e 2), ou ndo (C), com diferentes concentra¢cdes de NaNO2 durante 4 hs.
O DNA dos parasitas foi extraido conforme descrito em Material e Métodos e aplicado em.
gel de agarose a 1,6%, seguido de eletroforese a 90 V. P - Padrdo de Peso Molecular de

escada 100 pares de base (pb); 1 - 2,5 mM; 2- 5,0 mM. Experimento representativo.
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observar que o DNA dos parasitas fragmenta-se quando os incubamos com diferentes
concentracdes desse indutor de apoptose. No entanto, o padrdo de fragmentacdo ¢é diferente
do padrdo “escada” observado nos experimentos anteriores, mostrando uma degradacao
aleatdria, indicada pelo “rastro” de DNA. As duas bandas observadas nas canaletas C, 1 e 2
podem ser minicirculos pertencentes ao kDNA dos parasitas (SAVILL & HIGGS, 1999;
ZANGGER et al., 2002). Esse resultado indica que os fragmentos tipicos de apoptose de

200 pb ou de multiplos observados anteriormente sdo provenientes do DNA do macréfago.

3.2 — Visualizacio e quantificacdo dos macrofagos com o DNA fragmentado pelo

método TUNEL

Para confirmar que o DNA fragmentado era do macréfago, bem como para
quantificar as células que apresentaram seu DNA fragmentado apds a infeccdo, utilizamos
o método TUNEL (7dt-mediated dUTP Nick-end Labeling), que marca as extremidades 3'
OH de DNA fragmentado e possibilita a observacio e contagem de nicleos contendo DNA
fragmentado. Optamos por analisar as células por microscopia de fluorescéncia para
observarmos a infec¢do e garantir que estarifamos quantificando apenas os nicleos de
macréfagos e ndo de parasitas.

Macréfagos de camundongos BALB/c infectados, ou ndo, com L. amazonensis
foram corados pelo método TUNEL e contados em microscopio de fluorescéncia apds
infeccdo com diferentes proporcdes de parasita por macréfago e diferentes tempos de
incubac¢do. Como a visualizacdo da fragmentagdo do DNA no gel de agarose foi observada
jé a partir de 6 horas de infeccdo, avaliamos a fragmentacdo do DNA dos macréfagos
infectados em tempos ainda menores, na tentativa de identificar o tempo minimo de

inducdo dessa lesdo do DNA. O gréfico da figura 8A mostra que com 30 min apds a
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Figura 8- Quantificacio de macréfagos infectados por L. amazonensis com
DNA fragmentado Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c eram infectados, ou
ndo, com L. amazonensis em diferentes propor¢des parasitas:macréfago (2:1, 5:1 e 10:1).
Ap6s os intervalos de 30 minutos até 12 hs ap6s retirada dos parasitas ndo aderidos (A) ou
de 1 a 4 hs de apds o contato do parasita com os macréfagos (B), as células eram marcadas
pelo método de TUNEL, como descrito em Material e Métodos. As barras verticais

representam a média de duplicatas + desvio padrdo de um experimento representativo.

52



Resultados

retirada dos parasitas ndo interiorizados (apds 4 horas de contato com os macréfagos), ja
podemos observar um nimero maior de nicleos de macréfagos com DNA fragmentado nas
células infectadas do que nas células nao infectadas. Com o tempo, ha um aumento desse
nimero que permanece constante durante o periodo observado (12 horas).

Como a fragmentagdo do DNA foi observada ja nos primeiros minutos apds a
retirada dos parasitas, resolvemos reduzir o tempo de incubag¢do dos macréfagos com as
formas promastigotas para identificarmos a partir de que ponto apds o contato com o
parasita ocorria a fragmentagdo do DNA. Assim, analisamos a fragmentacao do DNA pelo
método de TUNEL desde a primeira hora de contato com a célula hospedeira. Resultados
preliminares mostram que os macréfagos infectados comecam a apresentar fragmentacio
do DNA ap6s 3 horas de contato do parasita com o macréfago (Fig. 8B)

Nio foi observada correlacdo entre o nimero de células com DNA fragmentado e o

grau de infecc@o dos macrofagos.

4- Exposicao de fosfatidilserina (PS) em macrdéfagos infectados

Outro processo marcante que ocorre no processo da apoptose € a exposicdo na
superficie celular do fosfolipidio PS, usualmente encontrada na camada interna da
bicamada lipidica. A exposicdo de PS ocorre ja no inicio do processo apoptotico e
representa um ponto “sem retorno”. Um meio de demonstrar esta exposicao € a marcacao
da PS exteriorizada com Anexina V (AnnV), uma proteina com alta afinidade para OS
(GERKE & MOSS, 1997). Essa marcacdo, juntamente com uma contra-coloracio com
iodeto de propidio (PI), nos permite distinguir células vidveis (duplo negativas),
apoptéticas (AnnV"/ PI), necréticas (AnnV7/ PI") e mortas e/ou necréticas secunddrias
(AnnV"/ PI"), estas tltimas sendo células que se encontram em uma fase consecutiva a

apoptose, onde ja houve perda da integridade da membrana plasmética (van ENGELAND
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etal., 1996; VERMES et al., 1995; VERMES et al., 2000; SUSKA et al., 2005).

Inicialmente, para distinguir macréfagos de eventuais células contaminantes
presentes na cultura, as células foram marcadas em experimentos paralelos com anti-
CD11b (resultado n3o mostrado). CD11b € uma molécula de adesdo presente em
mondcitos e macrofagos, além de granuldcitos e células NK. Com esta marcacdo,
juntamente com o padrdo de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), identificamos a
populagcdo de macréfagos, que na figura 9, estd delimitada pelo retangulo em cada painel.
Nesta janela, considerando o tamanho e a granulosidade das células, podemos verificar que
a populagdo de células ndo infectadas € mais homogénea. A infec¢do, principalmente com
uma carga maior de parasitas ou em tempos maiores de infec¢do, causa uma alteragdo
dessas caracteristicas: visivelmente observamos que as células tornam-se menores e mais
granulosas.

As andlises da marcacdo com Anexina V-FITC e PI estdo apresentadas nas figuras
10 e 11 que mostram o dot-plot das frequéncias de células coradas com AnnV e/ou Pl e a
cinética do aparecimento das células coradas com AnnV, respectivamente. Inicialmente,
podemos verificar que, durante o periodo analisado, as células ndo infectadas apresentaram
uma mortalidade (PI") que variou aproximadamente de 13 a 20%, sendo que a
percentagem de células em inicio de apoptose (AnnV'/PI) variou de cerca de 1 a 3%,
durante o periodo analisado. A infec¢do por L. amazonensis acarretou, como ja mostrado
anteriormente (Fig. 4), um aumento da mortalidade (PI") dos macréfagos. A fregiiéncia de
células AnnV*/PI' também aumentou de forma dramatica, e foi proporcional ao nimero de
parasitas por células e ao tempo de infeccdo. A exposi¢do de fosfatidilserina se mostrou
alta, particularmente em células infectadas com propor¢cdes de 5 ou 10 parasitas por
macréfago, claramente visivel pelo deslocamento da populacdo do quadrante de células

vidveis (AnnV/PI) para os quadrantes de células apoptéticas (AnnV™) (Fig. 10) e no
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Figura 9- Tamanho e granulosidade de macréfagos de camundongos BALB/c
apds infeccdo com L. amazonensis. Macrofagos eram infectados, ou ndo, com L.
amazonensis em diferentes propor¢Oes parasita:macrofago (2:1, 5:1 e 10:1). Apds os
intervalos indicados, as células eram marcadas com Anexina V-FITC e iodeto de propideo
e analisadas imediatamente por citometria de fluxo como descrito em Material e Métodos.

Experimento representativo.
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Figura 10- Exposicio de fosfatidilserina e permeabilidade ao iodeto de
propidio de macréfagos de camundongos BALB/c apés infeccado com L. amazonensis
Macréfagos eram infectados, ou ndo, com L. amazonensis em diferentes proporcoes
parasita:macréfago (2:1, 5:1 e 10:1). Apds os intervalos indicados, as células eram
coletadas e marcadas com Anexina V-FITC (AnnV) e iodeto de propideo (PI). Apds
marcacdo, células eram analisadas imediatamente por citometria de fluxo, como descrito

em Material e Métodos. Experimento representativo.
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Figura 11- Cinética da exposicao de fosfatidilserina em macroéfagos infectados

com Leishmania amazonensis. Macréfagos de BALB/c eram infectados, ou ndo, com

diferentes proporcdes de L. amazonensis (2:1, 5:1 e 10:1). Apds intervalos de 24, 48 e 72

horas células eram marcadas com Anexina V-FITC (AnnV) e iodeto de propideo (PI) e

analisadas por citometria de fluxo como descrito em Material e Métodos. Experimento

representativo.
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gréfico de cinética da exposi¢cao de fosfatidilserina (Fig. 11). Pode-se observar na figura
10 que além de um aumento de células no inicio do processo apoptético (AnnV'/PT) e de
células necréticas secunddrias ou no final do processo apoptético (AnnV*/PI"), ndo hd um
aumento consideravel de células mortas por necrose (AnnV/PI") quando comparados com

valores obtidos no controle.

5 - Fragmentacao de DNA de macroéfagos incubados com extratos citosodlicos
ou de membrana de L. amazonensis

Uma vez que mostramos que a infec¢do por L. amazonensis causa apoptose em
macréfagos de camundongos BALB/c, investigamos a localizacdo da molécula indutora de
apoptose. Para isto, incubamos macrofagos de camundongos BALB/c com extratos de
membrana e citosélico de L. amazonensis. Apds diferentes intervalos, extraimos o DNA
desses macréfagos e analisamos apds corrida eletroforética em gel de agarose. Como
mostrado na figura 12, ndo foi observada fragmentacdo do DNA com nenhum dos dois
tratamentos. Este dado pode indicar que o parasita precisa estar integro/vivo para induzir a
morte dos macréfagos. Ainda nio foi possivel realizar o mesmo experimento com parasitas

mortos para confirmar esta suposicao.
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Tempo (hs)
Tratamento

1500 pb
1000 pb

268 85

200 pb

Figura 12- Fragmentacio de DNA de macréfagos de camundongos BALB/c
incubados com extratos de L. amazonensis. DNA de macréfagos incubados (E), ou ndo
(C), com extratos de membrana (Em) ou citosélico (Ec) de promastigotas foi extraido
conforme descrito em Material e Métodos nos tempo acima descritos e analisados por
eletroforese em gel de agarose a 1,6% a 90 V. P — Padrio de Peso Molecular de escada de

100 pb. Experimento representativo.
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DISCUSSAO

Estudos da infec¢do por Leishmania em modelos murinos tém demonstrado uma
complexa interacdo entre o sistema imunolégico do hospedeiro e os parasitas do género
Leishmania (ALEXANDER er al.,, 1999; MELBY, 2002; McMAHON-PRATT &
ALEXANDER, 2004). A biologia do parasita, incluindo os mecanismos de escape das
vdrias espécies, assim como os diferentes fen6tipos dos modelos experimentais, permitem
um leque de manifestacdes da doenca, que varia desde uma clara susceptibilidade, com
doenca incontroldvel e fatal, até o manejo da infec¢cdo, tornando o hospedeiro resistente.
Desse modo, o sucesso do parasita depende de sua capacidade de invadir as células do
hospedeiro, particularmente o macréfago, de se diferenciar em formas que sobrevivem e se
multiplicam dentro das células hospedeiras, de se propagar de uma célula para outra, além
de sua capacidade de inibir ou evadir a resposta imune do hospedeiro. Similarmente, o
modo como o hospedeiro responde a infeccio € também fundamental para o
estabelecimento do parasita, e o contato inicial do parasita com as células do hospedeiro
sdo importantes na determinagdo do curso da infecgao.

Ap6s sua interiorizacdo no macréfago, sua transformag@o promastigota-amastigota
e sua multiplicacdo dentro da célula hospedeira, os parasitas se propagam de uma célula
para outra, amplificando a infec¢do. Em geral, assume-se, por evidéncias visuais, que os
macréfagos se rompem (morrem), como conseqiiéncia da replicagdo irrestrita das
amastigotas, liberando os parasitas infectantes (BRAY & ALEXANDER, 1987; WILSON
& PEARSON, 1990; LIEW & O’DONNEL, 1993; HANDMAN, 1999). Também por

evidéncias visuais, foi sugerido que as amastigotas sao liberadas por exocitose, sem ruptura

60



Discussdo

celular (RITTIG & BOGDAN, 2000).

Por ser uma etapa no ciclo do parasita ainda sem evidéncias convincentes de como
ocorre, € uma vez que relatos de apoptose de células do hospedeiro induzidas por diversos
patdgenos tém conseqiiéncias no desenvolvimento da mesma, resolvemos investigar se, em
decorréncia da infec¢do por Leishmania, o macr6fago morre e, em caso positivo, se é por
apoptose. Nesse estudo restringimo-nos primariamente a infec¢do in vitro de macréfagos
de camundongos BALB/c por L. amazonensis, mas alguns experimentos foram feitos com
outras espécies de Leishmania e com macrofagos de camundongos C57BL/6.

Verificamos no modelo de infeccdo in vitro estabelecido que L. amazonensis é
capaz de infectar o macrofago, como ja demonstrado (McMAHON-PRATT &
ALEXANDER, 2004), além de manter a infec¢ido por pelo menos 72 hs, tempo analisado
em nossos ensaios. Uma vez que a taxa de infeccdo e a multiplicacdo sdo passos
importantes para a estabilizacdo do parasita e amplificacio da moléstia, acompanhamos
esses dois pardmetros na infeccdo in vitro de macréfagos de BALB/c por L. amazonensis.
Mostramos que a magnitude da infeccdo € diretamente proporcional ao numero de
parasitas por macréfago utilizados na infeccdo, considerando-se tanto a percentagem de
células infectadas como o nimero de parasitas encontrados no interior da célula (Fig. 3).
Nossos resultados indicaram que as amastigotas de L. amazonensis sobrevivem e se
multiplicam no interior de macréfagos de BALB/c no tempo analisado. E interessante
notar que, quando a infec¢do € mais branda, o nimero de amastigotas intracelulares
permanece constante, mostrando que nessas condi¢des ha um controle da multiplica¢do dos
parasitas, assim como observado em infec¢des por L. major (SACKS & NOBEN-
TRAUTH, 2002). O estabelecimento da infeccao in vitro em macréfagos de camundongos
BALB/c ndo é padrio para todas as espécies de Leishmania. Em uma infec¢do por L.

guyanensis, por exemplo, os mesmos macréfagos conseguem, por mecanismos que
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envolvem a explosdo respiratdria, eliminar os parasitas em seu interior, impedindo o
estabelecimento da infeccao (SOUSA-FRANCO et al., 2006).

Uma vez estabelecido o modelo de infec¢do in vitro, investigamos a taxa de
mortalidade dos macréfagos infectados, comparada com a dos macréfagos nao infectados.
Utilizamos  inicialmente  ensaios de  MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5
difeniltetrazolium bromide)], baseado na reducdo de sais de tetrazolium (resultados nao
mostrados) que, apds vdrias tentativas, ndo se mostraram adequados uma vez que 0s
parasitas também metabolizam o formazano, impedindo a quantificacdo correta da
mortalidade das células infectadas. Dois outros ensaios, que medem a integridade da
membrana celular (azul de Trypan e cristal violeta), foram utilizados, mas também sem
sucesso. Finalmente, utilizamos a permeabilidade ao corante fluorescente PI, no qual as
células mortas, permedveis, foram quantificadas por citometria de fluxo. Por este método
foi observada uma morte dos macréfagos ao longo da infeccdo, sendo maior nas
propor¢des de 5 e 10 parasitas por macréfago (Fig.4). Apesar desta mortalidade dos
macréfagos infectados, a taxa de infeccdo ndo diminuiu com o tempo e a multiplicacdo dos
parasitas ndo foi reduzida (Fig. 3). E possivel que morte induzida dos macréfagos possa
auxiliar no estabelecimento da infeccdo como ji descrito para Shigella flexneri
(ZYCHLINSKY, 1993; RAQIB et al., 2002), Salmonella typhimurium (MONACK et al.,
1996), Trichomonas vaginalis (CHANG et al., 2006), alguns virus e outros patdgenos
(DOCKRELL, 2001).

A morte da célula hospedeira por necrose, em principio, ndo seria desejavel para o
parasita intracelular, uma vez que este necessita da célula para sua sobrevivéncia. Além
disso, a inducdo de necrose acarretaria uma reacao inflamatdria com a ativacao de varios
mecanismos de resposta do hospedeiro (MONACK et al., 1996; SAVILL & FADOK,

2000; ORLOFSKY et al., 2002). No entanto, induzir um processo que, num primeiro
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momento, facilita a fagocitose e a interiorizacdo dos parasitas € de conveniéncia dos
mesmos para que se estabeleca uma infec¢cdo mais rapida e eficiente (McCOLE et al, 2000;
ALLENBACH et al., 2006; MENAKER et al., 2004; WANDERLEY, et al., 2006). Assim,
tornou-se Obvio investigar se os macrofagos estavam morrendo por apoptose. Para verificar
se L. amazonensis estava induzindo apoptose em suas c€lulas hospedeiras, no modelo aqui
estudado, investigamos algumas caracteristicas marcantes da apoptose.

A fragmentacdo do DNA, ainda que observado em vdrios tipos de morte celular
(BOWEN, 1993; GRASL-KRAUPP, 1995; VERMES et al., 2000; HAIL JR. et al., 2006),
¢ considerado umas das principais alteracdes celulares da apoptose e este foi o primeiro
parametro analisado. Inicialmente, utilizamos o método mais simples de andlise do DNA
através da eletroforese em gel de agarose. Foi observada a presenca de um nitido padrao
“escada” em culturas de macrofagos peritoneais de BALB/c infectados in vitro com L.
amazonensis, apresentando fragmentos dos tamanhos esperados pela acdo de
endonucleases (Fig. 5).

Inicialmente, o padrdao “escada” encontrado deu origem a duvida de qual seria a
origem deste DNA fragmentado, uma vez que na preparacdo havia mistura de DNA de
hospedeiro e parasita. Em uma primeira tentativa para descartar que a fragmentacio de
DNA pertencia a L. amazonensis, induzimos apoptose em promastigotas, como ja descrito
na literatura (HOLZMULLER et al., 2002), e extraimos seu DNA para andlise.
Observamos um padrdo de fragmentacao distinto do observado anteriormente (Fig. 7), com
fragmentacdo demonstrada pelo “rastro” de DNA no gel, mas sem o padrdo ‘“escada”.
ZAGGEN et al. (2002) HOLZMULLER et al (2002) e DAS et al (2001) sugerem que em
Leishmania ocorre uma fragmentagdo similar do padrao tipo “escada”, com fragmentos de
tamanhos equivalentes a 180-200 pb. DAS e colaboradores (2001), no entanto,

argumentam acerca da fragmentacdo dos nucleossomos, que ndo se apresenta de maneira
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clara como quando em metazodrios, possuindo um rastro ao longo do gel, como verificado
em nossos experimentos (Fig. 7). ESPINOZA e colaboradores (1996) demonstraram
diferengas na estrutura e tamanho dos nucleossomos da familia Trypanosomatidae, quando
comparado com os demais eucariotos, acarretando em uma maior fragilidade a ataques a
cromatina. Essa seria uma provével causa do padrio distinto observado na fragmentacio de
DNA. De qualquer forma, o padrio nitido de “escada” observado na mistura de DNA ndo
parece ser origindrio do DNA de L. amazonensis.

Uma forma de confirmar que o DNA fragmentado durante a infec¢do era de origem
da célula hospedeira foi pela andlise da fragmentacdo em microscopio de fluorescéncia in
situ apds coloracdo pelo método de TUNEL. Visualmente, pudemos verificar que a
fragmentacido do DNA ocorria nos ntcleos dos macréfagos o que permitiu que
quantificdssemos os macréfagos com DNA fragmentado ao longo da infecgdo.
Observamos a presenca de fragmentacio do DNA no nicleo de macréfagos infectados
(Fig. 8A) e resultados preliminares sugerem que esta fragmentagdo comeca a ocorrer entre
2 e 3 hs apds contato dos macréfagos com as formas promastigotas (Fig. 8B). Nesses
experimentos, nao observamos correlagdo com o nimero de parasitas utilizados. Estes
dados, no entanto, ndo significam que o contato do parasita com o macréfago em si
induziria a morte do ultimo, pois apesar da fragmentacio de DNA ocorrer algumas horas
apos a inducdo da apoptose, COURRET e colaboradores (2002) demonstraram que a
infeccdo ocorre rapidamente, e que apds 30 a 60 minutos ja hd um alto ndimero de parasitas
internalizados.

A andlise de um segundo aspecto da apoptose, a exposi¢cdo de PS na membrana
externa da célula foi realizada em culturas de macréfagos infectados por L. amazonensis. A
PS estd associada com o reconhecimento para a fagocitose de células apoptéticas antes do

extravasamento do contedido celular resultando em uma morte silenciosa e sem inflamagao
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(KAGAN et al., 2002; FADOK et al., 2000). A anexina V (AnnV), que é o marcador
utilizado para a demonstracio da presenca de PS, foi utilizada em conjugacdo com FITC e
sua ligacdo as células foi analisada por citometria de fluxo. Nao foram realizados
experimentos em tempo menores de 24 horas nos experimentos de coloracdo por AnnV e
PI devido a limitagdes no protocolo utilizado. Estd descrito na literatura que o
destacamento de células aderentes, inclusive por auxilio de tripsina, induziria a célula a
expor PS por um periodo de tempo (van ENGELAND et al., 1996; VERMES et al., 2000).
Assim, a marcagdo dessas células resultaria em um alto nidmero de falso positivo para
apoptose. Para eliminar este problema seguimos a metodologia descrita por CATELAS et
al. (2005), onde as células eram raspadas, ressuspendidas em meio de cultura novo e
incubadas overnight em suspensdo, permitindo a recuperacao das células do procedimento.

Durante todo o intervalo observado houve um decaimento de células viaveis nas
culturas, principalmente em infec¢des com propor¢des de 5:1 e 10:1 (Figs. 10).
Simultaneamente, € observada a exposi¢dao de PS, que ocorre ja no inicio do processo
apoptotico e indica um “ponto sem retorno” (van ENGELAND et al., 1998; VERMES et
al., 1996; VERMES et al., 2000), pois estd associada com o reconhecimento para a
fagocitose de células apoptdticas antes do extravasamento do conteddo celular (KAGAN et
al., 2002; FADOK et al., 2000). Com o método utilizado, tendo como contra coloragdao o
PI, que permeia as células com membranas danificadas (Fig. 10), podemos quantificar as
células vidveis (AnnV7/ PI), células necréticas (AnnV/PI"), apoptéticas (AnnV'/ PI) e
necréticas e apoptoticas tardias (AnnV'/PI"), estas dltimas sdo células que se encontram ou
em uma fase posterior da apoptose, onde ja houve perda da integridade da membrana
plasmdtica, também chamadas de necroéticas secunddrias (VERMES et al., 2000; SUSKA
et al., 2005). Nossos experimentos mostraram claramente um aumento considerdvel na

exposicdo de PS nas células infectadas quando comparadas com as células ndo infectadas.
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Ela ocorre de maneira dependente do tempo de infeccdo e da propor¢do de parasitas
utilizada (Fig. 10) e, em tempos mais tardios de infec¢do, ocorre em grande parte da
populagio infectada. Considerando apenas as populagdes em inicio de apoptose (AnnV™/
PT), que é a populacdo claramente em apoptose, ja verificamos que, em 72 hs, sua
freqliéncia chega a atingir cerca de % da populagdo de macréfagos (Figs. 10 e 11). As
células duplo-positivas (AnnV"/ PI") sdo consideradas uma popula¢do mista de células
necréticas e de células mortas consideradas fase apoptéticas tardias (VERMES et al.,
2000). Em nossos experimentos, ¢ mesmo provéavel que as células AnnV'/ PI" sejam
derivadas das células apoptdticas (AnnV'/ PI') uma vez que sdo essas e ndo as células
AnnV’/ PI" que aumentam dentro da populagio total de células infectadas. A freqiiéncia
dessas ultimas € pouco alterada nas células infectadas em todas as proporcdes de
parasita:célula e em todos os tempos analisados. Desta forma, j& em 24 hs podemos
observar cerca de ¥ da populacdo em apoptose, sendo que ao final de 72 hs até cerca de
70% da populagio é de células apoptdticas (Figs. 10 e 11). E interessante notar que mesmo
quando a infec¢do é controlada (propor¢do de 2 parasitas/célula) (Fig. 3), hd a indugdo de
apoptose, embora de maneira geral menor que nas propor¢des de 5 e 10:1 (Figs. 3, 10 e
11).

As células duplo positivas podem ser consideradas como conseqiiéncia de uma
fagocitose insuficiente, gerando células apoptéticas com a membrana plasmdtica sem
integridade, comuns em culturas celulares (VERMES et al., 2000). Esta deficiéncia na
fagocitose pode ser uma explicagdo para o aumento gradual observado no quadrante
superior direito (AnnV*/ PI” na maioria dos tratamentos, acompanhando o aumento de
células AnnV*/PI’, crescente em uma propor¢ao maior.

A janela analisada foi escolhida considerando-se determinados tamanhos e

granulosidades, a partir dos quais encontravam-se células CD11b" (Fig. 9). Ao analisarmos
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o perfil de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) das células infectadas e ndo infectadas
com L. amazonensis, ja sdo visiveis as alteragdes morfoldgicas no macréfago infectado
(Fig. 9). De uma maneira geral, visualizamos um padrdo com células menores e mais
granulosas, condizente com a morfologia de células apoptoéticas, dependente do tempo e do
numero de parasitas utilizados. O aumento da granulosidade observado pode ser devido
aos vacuolos parasitéforos infestados de parasitas, bem marcantes nas infec¢des por L.
amazonensis. O aumento da granulosidade e a diminui¢do do tamanho celular também €
um indicador de apoptose em fase inicial (AnnV*/PI') como ja descrito por VERMES et
al., 2000 e CATELAS et al., 2005. Esta relacdo ¢ devido a condensacdo da cromatina
durante a apoptose, que ocorre antes da fragmentacdo da mesma. Ao observarmos os
valores obtidos pelo TUNEL (figura 8) e os valores resultantes da marca¢do com AnnV
(figura 10 e 11) pode-se observar uma diferenca no nimero de células positivas para os
marcadores e na dependéncia da proporcdo parasitas/macrofagos, mesmo que nao
coincidindo os tempos de infeccdo. Esta diferenca pode ser devida a trés fatores principais.
Primeiramente, a exposicdo de PS se da em estdgios iniciais do processo apoptotico e
permanece ao longo de todo o processo, enquanto a fragmentagdo do DNA detectdvel pelo
TUNEL se encontra apenas em eventos mais tardios do processo. Outra razido seria que
durante a marcacdo por AnnV e PI utilizamos todas as células presentes na cultura,
aderidas ou ndo, enquanto que para a marcagdo com TUNEL utilizamos principalmente as
células ainda aderidas, praticamente descartando as células em suspensdo. Uma ultima
justificativa para esta diferenca nos resultados se da pela marcagdo por TUNEL, no qual as
células necessitam passar por varios processos de lavagem, levando a uma perda ainda
maior no numero de células fixadas (VERMES et al., 2000).

Nossos resultados demonstrando a fragmentacio do DNA de macréfagos

peritoneais infectados, e a exposi¢do de fosfatidilserina mostram que a infec¢do por L.
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amazonensis induz apoptose nessas células hospedeiras. A indugdo de apoptose poderia
tanto ser pelo contato das formas promastigotas com o macréfago como pela interacao de
moléculas da forma interiorizada do parasita, durante a transformag¢do em amastigotas.
Assim, buscamos, em seguida, investigar qual seria o sinal que induziria a morte celular
programada no macréfago. Para isso, incubamos os macréfagos com os extratos citosélico
e de membrana e investigamos se havia inducido de apoptose, por visualizacio de DNA
fragmentado em gel de agarose. Verificamos que nenhum dos extratos foi capaz de induzir
a fragmentacdo de DNA (Fig.12), mostrando a importincia da integridade do parasita nesta
inducdo. Esta poderia ser entdo, devido a acdes conjuntas do parasita vivo ou até mesmo da
interacdo das moléculas de superficie do parasita, degradadas durante a produgdo do
extrato de membrana. Assim, experimentos posteriores serdo realizados para
determinarmos se € necessdrio que o parasita esteja vidvel para induzir a apoptose nos
macrofagos. No entanto, merece ser destacado que a integridade da membrana € perdida
mesmo durante a fixacdo do parasita com formaldeido, que gera alteracdes nos
agrupamentos amina de proteinas e peptidios (SMITH, 2000), ou por indu¢do térmica,
onde o calor € capaz de desnaturar elementos protéicos (NELSON & COX, 2004). Assim,
para obtermos resultados confidveis para testar a importancia da viabilidade do parasita no
processo de indugdo de apoptose, hd necessidade de obtermos um método apropriado para
a fixacdo do parasita.

Foi demonstrado recentemente que, durante infeccdes por L. amazonensis, hd
presenca de parasitas expondo fosfatidilserina no hospedeiro. Com a retirada destes
parasitas apoptéticos, a infeccdo € reduzida e a resposta do hospedeiro é amplificada
(WANDERLEY et al., 2006), indicando que a fagocitose de células apoptéticas reduz a
ativacdo dos macréfagos. Essa ativacdo deficiente levaria a uma queda na producdo de NO

e uma conseqiiente sobrevivéncia maior do parasita (ZANDBERGEN et al., 2006; SAKAI
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et al., 1999). Este poderia ser um mecanismo similar ao observado pela indugdo de
apoptose dos macréfagos por L. amazonensis, uma vez que a fagocitose dessas células
também poderia inibir a resposta inflamatéria no local da infec¢do. Além do mais, a
fagocitose de células infectadas poderia ser um fator amplificador da doenga uma vez que
esta poderia ser uma forma de carrear as amastigotas que ja se multiplicaram no interior do
macréfago para células sauddveis.

Em experimentos iniciais para verificarmos a ocorréncia de apoptose de diferentes
hospedeiros induzida por diferentes espécies, analisamos em gel de agarose, a ocorréncia
de fragmentacdo de DNA induzida em macréfagos de camundongos C57BL/6 infectados
por L. amazonensis e de macréfagos de camundongos BALB/c infectados por L. major ou
L. guyanensis. Um padrao semelhante de fragmentacdo de DNA (em “escada”) também
estd presente em macrdéfagos peritoneais de camundongos da linhagem C57BL/6 (Fig. 6 A)
cujo perfil de susceptibilidade a infec¢do por L. amazonensis € totalmente diferente do de
camundongos BALB/c: Camundongos C57BL/6 desenvolvem lesdo nas primeiras semanas
de infec¢do, mas é capaz de controlar a infec¢do e curar as lesdes, embora nio sejam
capazes de eliminar o parasita (JI er al., 2002; JONES et al., 2002). No entanto, esta
linhagem apresenta vdrias respostas semelhantes as de BALB/c no inicio da infecgdo
(McMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004) e € possivel que a apoptose nos
macrofagos seja uma delas.

Por outro lado, ndo observamos fragmentacdo do DNA em macréfagos de BALB/c
infectados por L. major (Fig. 6 B), espécie a qual a linhagem se apresenta susceptivel,
como na infec¢io por L. amazonensis. CONCEICAO-SILVA e colaboradores (1998)
demonstraram que a apoptose de macréfagos é um importante fator na resolucdo de
infeccdes por L. major, levando a resolu¢do da lesdo. Também foi demonstrado que L.

major € capaz de retardar a morte celular por apoptose de neutréfilos por um periodo de
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cerca 24 horas, periodo no qual chegam os macréfagos no local de infeccdo (AGA et al.,
2002; LASKAY et al., 2003). Estes trabalhos demonstram que a presenca de apoptose
durante a infec¢do por L. major leva a resolucdo da lesdo, mas que a inibicdo da mesma
pelo parasita é capaz aumentar a infeccdo.

A auséncia de fragmentacdo do DNA em macréfagos de BALB/c infectados por L.
guyanensis (figura 6 B), uma das poucas espécies de Leishmania na qual esta linhagem ¢é
resistente, também corroborou com os resultados demonstrados em nosso grupo por
SOUSA-FRANCO e colaboradores (2006). Este trabalho demonstrara que em infec¢des de
macréfagos de BALB/c por L. guyanensis ndo sé leva a eliminacdo do parasita por
apoptose, como também este controle nao € resultado de uma morte da célula hospedeira.
E possivel observar um leve rastro de fragmentacdo observado nas canaletas referentes 2
infecc@o por L. guyanensis (figura 5 B). Este rastro mostra-se distinto do observado em
macrofagos infectados com L. amazonensis, mais uma vez em concordancia com
experimentos realizados por SOUSA-FRANCO e colaboradores (2006).

Estes resultados nos levam a interpretar que a morte dos macréfagos nao € induzida
como um fator que levaria, obrigatoriamente, a susceptibilidade durante a infec¢ao in vitro,
mas sim que ela seria particular da biologia de L. amazonensis, quando comparados com L.
major e L. guyanensis.

As diferencas entre as infecgdes com L. major e L. amazonensis, apesar dos
mesmos modelos murinos, evidencia uma diferenca entre as espécies, nos levando a supor
uma diferenca nos mecanismos de evasao e estabilizacdo entre as duas espécies. Diferentes
mecanismos de evasdo podem gerar diferentes respostas no hospedeiro, assim como
observado entre as infecgdes.

Concluindo, mostramos que L. amazonensis € capaz de induzir apoptose em

macréfagos in vitro ja nos primeiros momentos de infec¢do. Esta morte parece ser
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dependente da integridade do parasita e pode ser mais um mecanismo de evasdo do
parasita, em uma tentativa de reduzir a resposta do macréfago.

Este ¢ um trabalho inicial onde detectamos a apotose, e certamente ainda faz-se
necessario realizar diversos experimentos para melhor caracterizar este processo
apoptético de macréfagos induzido pela infeccdo por L. amazonensis. Os experimentos
prioritdrios serdo focados para a determinacdo da ativacdo de caspases, e da ocorréncia

desse fenOmeno in vivo.
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