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RESUMO

Ferreira NS. Papel das células B-1 na infec¢do por Leishmania (L.) amazonensis.
[dissertacdo (Mestrado em Parasitologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo; 2016.

Parasitos do género Leishmania causam um espectro de doencas chamadas de
leishmaniose devido as diversas manifestacdes clinicas que podem surgir com a
infeccdo. As formas da doenca podem variar de lesdes que se curam
espontaneamente até para uma forma grave que se ndo tratada leva a morte. Estas
diferentes manifestacfes clinicas estéo relacionadas com a espécie do parasito e o
estado imunoldgico do hospedeiro. A Leishmania (Leishmania) amazonensis € uma
das principais espécies encontradas no Brasil capaz de causar a forma cutanea da
doenca, mas em alguns casos pode se manifestar de forma mais grave denominada
leishmaniose cutanea difusa. Apesar da Leishmania ser capaz de infectar varios
tipos celulares, o macrofago é considerado a principal célula hospedeira no qual o
parasito consegue sobreviver e se multiplicar utilizando mecanismos de evaséo da
resposta imune, o que garante a manutencdo da doenca. Para compreender de
melhor forma a imunobiologia da Leishmania, o estudo de outras células envolvidas
no processo de infec¢do do parasito se torna importante. As células B-1 fazem parte
de um subconjunto de células B, encontradas principalmente nas cavidades
peritoneal e pleural, tendo como principais caracteristicas a grande producdo de
anticorpos polirreativos naturais, interleucina-10 (IL-10) e a capacidade de se
diferenciar em células fagociticas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo
avaliar o papel das células B-1 na infeccao por L. (L.) amazonensis. Nos ensaios in
vitro, fagoécitos derivados de células B-1 (B-1CDPs) e macrofagos foram infectados
com promastigotas de fase estacionaria de L. (L.) amazonensis para a avaliacdo da
capacidade de infeccdo e multiplicacdo dos parasitos. Genisteina e latrunculina A,
drogas que interferem no processo de fagocitose, foram utilizadas para verificar o
modo de entrada dos parasitos nos B-1CDPs. Os resultados mostraram que, assim
como os macroéfagos, os B-1CDPs séo infectados pelo mecanismo de fagocitose e
permitem a multiplicacdo da Leishmania no seu interior. Além disso, os vacuolos
parasitéforos formados nos B-1CDPs apresentaram ser maiores do que dos
macrofagos. Estes resultados mostram que os B-1CDPs podem manter L. (L.)
amazonensis no seu interior, apresentando caracteristicas semelhantes as dos
macréfagos, principalmente em relacdo ao tamanho dos vacuolos, fator importante
para a protecdo dos parasitos desta espécie. Portanto, os dados com B-1CDPs
sugerem gque estas células podem possuir um papel relevante na infeccéo por L. (L.)
amazonensis, podendo ser considerados células hospedeiras importantes durante a
infeccdo devido a incapacidade de responder de maneira eficaz para a eliminagéao
dos parasitos.

Palavras-chave: L. (L.) amazonensis. Células B-1. Macrofagos. Vacuolo

parasitéforo.



ABSTRACT

Ferreira NS. Role of B-1 cells in the infection by Leishmania (L.) amazonensis.
[Masters thesis (Parasitology)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2016.

The genus Leishmania parasites cause a spectrum of diseases called leishmaniasis
due to various clinical manifestations that may arise with the infection. The forms of
the disease can range from lesions that heal spontaneously to a severe form, which
is usually fatal if left untreated. These several clinical manifestations relate to the
species of parasite and immune status of the host. The Leishmania (Leishmania)
amazonensis is one of the main species found in Brazil capable of causing the
cutaneous form of the disease, nevertheless in some cases may present a more
severe form called diffuse cutaneous leishmaniasis. Although Leishmania is capable
of infecting many cell types, the macrophage is considered to be the main host cell in
which the parasite can survive and multiply using evasion mechanisms from immune
response, which allow the maintenance of the disease. To better understand the
immunobiology of Leishmania, the study of other cells involved in parasite infection
process becomes important. The B-1 cells are part of a subset of B cells found
predominantly in the peritoneal and pleural cavities, whose main features consist on
a large production of natural polyreactive antibodies, interleukin-10 (IL-10) and the
ability to differentiate into phagocytic cells. Thus, this study aimed to evaluate the role
of B-1 cells in the infection by L. (L.) amazonensis. B-1 cell-derived phagocytes (B-
1CDPs) and macrophages were infected with stationary-phase promastigotes of L.
(L.) amazonensis in vitro to evaluate the infectivity and multiplication of parasites.
Genistein and latrunculin A, drugs that interfere with the process of phagocytosis,
were used to assess the entry mode of the parasites into B-1CDPs. The results
showed that, like macrophages, B-1CDPs are infected by a mechanism of
phagocytosis and allow the multiplication of Leishmania within. Furthermore, the
parasitophorous vacuoles in the B-1CDPs showed to be larger than those formed in
the macrophages. These results show that B-1CDPs can keep L. (L.) amazonensis
whitin, with characteristics similar to those observed in macrophages, especially
when it comes to the size of the vacuoles, an important factor for the protection of the
parasites of this species. Therefore, the data suggest that the B-1CDPs have an
important role in infection by L. (L.) amazonensis and can be considered important
host cells during infection due to inability to respond effectively to the elimination of
parasites.

Keywords: L. (L.) amazonensis. B-1 cells. Macrophages. Parasitophorous vacuole.
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1.1 Leishmaniose

Doencas tropicais negligenciadas afetam mais de um bilhdo de pessoas em
149 paises de todo o mundo, sendo a leishmaniose uma das 17 doencas envolvidas
neste grupo (1).

A leishmaniose € referida como um conjunto de doencas devido as diversas
manifestacdes clinicas que apresenta, sendo causadas por parasitos protozoarios
gue sao transmitidos pela picada de flebotomineos fémeas infectados, atingindo os
mamiferos, incluindo os seres humanos (2). Os fatores de risco envolvidos sao as
baixas condi¢cbes socioeconémicas, malnutricdo, mudancas climéaticas e ambientais,
deslocamento populacional, estado de imunossupressdo e também a rapida
urbanizacao ou criacdo de novos assentamentos (1).

As manifestacdes clinicas e as formas da doenca podem variar de acordo
com a espécie do parasito e o estado imunolégico do hospedeiro (3). As principais
formas da doenca séo: leishmaniose cutadnea, mucocutdnea e visceral. A
leishmaniose cutanea é a forma mais prevalente, podendo ser auto curavel quando
apresenta lesdes ulcerativas no local da picada (Figura 1A), conhecida como
leishmaniose cuténea localizada, ou se manifestar de modo mais severo como a
cutanea difusa, que causa o aparecimento de multiplos nédulos ndo ulcerativos (2,4)
(Figura 1B). Ja a forma disseminada da leishmaniose cutanea € caracterizada pelas
multiplas lesbes ulceradas e papulares (Figura 1C) em diversas areas do corpo, via
disseminag¢do hematogénica ou linfatica (5). A leishmaniose mucocuténea é a forma
da doenca que atinge as mucosas do trato respiratério superior (Figura 1D),
principalmente a cavidade nasal, podendo também afetar a cavidade oral,
aparecendo geralmente meses ou anos apos a resolucéo das lesées priméarias (5,6).
Essa forma da doenca é uma das complicacbes mais sérias, podendo destruir
tecidos e causar desfiguracdo e até mesmo a morte do paciente, devido as
infeccbes secundarias (1,6). A forma visceral, também conhecida como calazar,
ocorre devido a metastase dos parasitos e macrofagos infectados do local da picada
aos 0Orgaos viscerais como baco, figado e medula Ossea, resultando em
hepatoesplenomegalia (Figura 1E) e supressdo da medula é0ssea, que sem
tratamento leva a morte do paciente (6). A leishmaniose dérmica pds-calazar € uma
complicagdo que ocorre em pacientes curados da leishmaniose visceral, podendo

aparecer até 20 anos apos a infeccéo inicial (4). Esta complicacdo € caracterizada



22

por lesbes nodulares, maculares ou papulares (Figura 1F), com desenvolvimento

progressivo (6).

Figura 1 -

ManifestacGes clinicas das diferentes formas da leishmaniose. (A)
Leishmaniose cuténea localizada, (B) leishmaniose cutanea difusa, (C) forma
disseminada, (D) forma mucocutanea, (E) leishmaniose visceral e (F)
leishmaniose dérmica pés-calazar. Imagens A, B, C e D foram adquiridas do
Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana, 2006 (7) e as imagens E e F
foram obtidas do site www.who.int.
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1.2 O parasito e seu vetor

A leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios pertencentes a
familia Trypanosomatidae, do género Leishmania (7). Existem cerca de 21 espécies
de Leishmania capazes de causar doenca nos seres humanos (8). A localizac&do dos
parasitos no trato digestivo do vetor é o que diferencia os subgéneros Leishmania e
Viannia. O subgénero Viannia esta relacionado aos parasitos que se desenvolvem
no intestino posterior do vetor, j& os do subgénero Leishmania sdo desenvolvidos
restritamente no intestino médio (9).

Os vetores responsaveis pela transmissdo de todas as espécies de
Leishmania pertencem a familia Psychodidae, conhecidos como flebotomineos,
sendo os do género Lutzomyia predominantes nas florestas da América do Sul, e os
do género Phlebotomus amplamente distribuidos nas zonas aridas e semiaridas do
Velho Mundo (10). Estes insetos sao pequenos, variando de 1,5 a 2 mm (9), e em
algumas regifes do Brasil ja estdo adaptados as areas peridomiciliares devido a

destruicdo do habitat silvestre natural causada pelo homem (11).

1.3 Epidemiologia

A leishmaniose atinge 98 paises, surgindo 1,3 milh6es de novos casos
anualmente, sendo 300.000 da forma visceral da doenca, onde 90% ocorrem em
Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal, Suddo do Sul e Sudio (Figura 2); e 1
milhdo de casos da forma cutanea, ocorrendo principalmente no Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Coldmbia, Republica Islamica do Irda, Paquistdo, Peru, Arabia
Saudita, Republica Arabe da Siria e Tunisia (Figura 3), ou mucocutanea em que
Brasil, Peru, Arabia Saudita, RepuUblica Arabe da Siria e Tunisia, s&o os paises com
maior prevaléncia (1). No mundo, 350 milhdes de pessoas vivem em risco de
infeccéo e de contrair a doenca (2,6).



24

Number of new VL cases
reported, 2012

Il -1000
[ 100-1000 [ o data available

1 <too [ Mot applicable O J
] /
[ Mo autochthonous cases reported

Figura2- Mapa da distribuicdo da leishmaniose visceral, 2012. Mapa adaptado da
Organizagao Mundial da Saude (WHO, 2015) (1).
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Figura3- Mapa da distribuicdo da leishmaniose cutanea, 2012. Mapa adaptado da
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015) (1).
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A leishmaniose cutdnea é a forma menos severa, sendo causada
principalmente pelas espécies Leishmania (Leishmania) major e L. (L.) tropica no
Velho Mundo, e L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, Leishmania Viannia
guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis em varias regides da América
do Sul e Central (6). No Brasil, as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e
L. (L.) amazonensis e, mais raramente a L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi,
sao responsaveis por causar a doenca na forma tegumentar (7,12).

O desenvolvimento da leishmaniose mucocutanea ocorre em 3 a 5% dos
pacientes com leishmaniose cutanea localizada, sendo os principais fatores de risco:
a falta de tratamento ou tratamento inadequado e aquisicdo de alguma
imunodeficiéncia (13). No Novo Mundo, a L. (V.) braziliensis € a principal espécie
envolvida nesta complicacdo da doenga, porém a L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis também podem estar envolvidas (5).

A leishmaniose visceral, a forma mais grave da doenca, é responséavel por
20.000 a 50.000 mortes anualmente (1), sendo causada pela espécie L. (L.)
donovani e L. (L.) infantum no Velho Mundo e, no Novo Mundo, a L. (L.) infantum é
também a espécie causadora, porém conhecida como L. (L.) infantum chagasi
(6,12,14).

1.4 Imunobiologia da Leishmania

Leishmania spp. sdo parasitos intracelulares obrigatérios que infectam células
fagociticas do hospedeiro vertebrado (15). Estes parasitos sdo dimérficos pois
durante seu ciclo de vida sdo encontrados em duas formas: as promastigotas
extracelulares, que se multiplicam e se desenvolvem no trato digestivo do inseto
vetor, tendo um comprimento de 10 a 20 um (16,17); e as amastigotas intracelulares,
formas arredondadas e im@veis que possuem um tamanho de 3 a 5 um, que residem
e se multiplicam dentro de vacuolos fagolisossomais dos macréfagos do hospedeiro
(9,10,18).
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1.4.1 Ciclo biologico

Quando um flebotomineo fémea pica um hospedeiro vertebrado infectado,
causa laceracdes na pele que resultam em acumulo de sangue contendo
amastigotas livres e macréfagos infectados, liberados do tecido devido a lesdo
(19,20). Este sangue € ingerido pelo vetor iniciando o desenvolvimento do parasito
no mesmo, onde devido a baixa temperatura e pH aumentado, dentro de 12 a 18
horas as amastigotas se transformam em promastigotas pro-ciclicos, que possuem
um flagelo curto e capacidade replicativa (10,20). Estes parasitos comecam a se
diferenciar ap6s 48 a 72 horas em promastigotas nectomonas, que escapam da
matriz peritréfica (revestimento composto por quitina e proteinas secretadas pelo
epitélio do intestino para envolver o sangue digerido) se alojando no intestino
anterior (9,20). As promastigotas nectomonas se desenvolvem em leptomonas,
parasitos mais curtos, que também podem se proliferar (9). Apdés esta fase, os
parasitos se transformam na forma infectiva, os metaciclicos, que possuem um
flagelo no minimo duas vezes maior que o corpo celular, sendo encontrados na
valvula estomodeal, mas também no eséfago, faringe e probdscide devido a sua
capacidade migratoria (10).

Durante o repasto sanguineo realizado pelo inseto vetor, séo liberados em
torno de 1000 parasitos enriquecidos em promastigotas metaciclicos na pele do
individuo, que rapidamente sdo capturados por células fagociticas (18),
principalmente os macrofagos, e abrigados em vacuolos fagolisossomais onde se
diferenciam em amastigota, a forma que nao possui flagelo exteriorizado (21). Esta
diferenciacdo ocorre principalmente devido a exposicdo ao pH acido do
fagolisossomo, que varia entre 4,5 a 6,0, e a temperatura do hospedeiro que varia
de 33 a 37 °C (22). As amastigotas se multiplicam por divisdo binaria podendo ser
liberadas para o espaco extracelular infectando outros macréfagos, bem como
outros fagocitos, como as células dendriticas, e até mesmo fagdcitos néo
profissionais, como por exemplo os fibroblastos (18,23). No caso de infec¢éao por L.
(L.) amazonensis, um estudo mostrou que as amastigotas sao transferidas do
macrofago com sinais de apoptose para outro macréfago, ndo ocorrendo a liberagéao
dos parasitos para o espago extracelular (24). Um esquema do ciclo biolégico da

Leishmania esta representado na figura 4.
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Ciclo biologico da Leishmania. O estagio no flebotomineo fémea inicia-se
com o respasto sanguineo no hospedeiro mamifero em que macrofagos
infectados com formas amastigotas do parasito sdo ingeridos. No intestino do
inseto, as amastigotas se transformam em promastigotas, que posteriormente
se transformam na forma metaciclica. No momento em que estes
flebotomineos infectados realizam repasto sanguineo, os metaciclicos séo
transmitidos na pele do individuo, infectando principalmente os macrofagos.
As promastigotas se transformam em amastigotas que se multiplicam no
interior dos macréfagos, e com a ruptura destas células as amastigotas
podem infectar outras células. A leishmaniose pode ser antroponética ou
zoonética a partir dos hospedeiros reservatorios como cdes e roedores.
Figura obtida da reviséo de Lipoldova e Demant, 2006 (3).

1.4.2 Células envolvidas naresposta a infeccdo por Leishmania spp.

A picada do flebotomineo gera lesdo na pele e na microvasculatura,

resultando em intensa resposta inflamatoria local com eventual recrutamento de

neutréfilos e mondcitos (18). Leishmania spp. sdo capazes de infectar multiplos tipos

celulares, tanto células hematopoiéticas quanto ndo hematopoiéticas (21).

As primeiras células que interagem com o0s parasitos quando injetados na

pele sdo as

Langerhans.

células residentes, como os macréfagos, queratinécitos, e células de

Os queratindcitos além de fornecerem uma barreira de prote¢céo entre o

individuo e o ambiente, secretam moléculas que auxiliam na modulacdo da resposta
imune, tais como interleucina (IL) -12, IL-1(3, IL-4 e IL-6 (18).
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As células de Langerhans sao muito eficientes na captacdo de patégenos na
pele, que em seguida se ativam, diferenciam e migram para linfonodos drenantes
cutaneos (25). Estas células engolfam multiplos parasitos logo apds serem
inoculados, mantendo-os em vacuolos citosoélicos, auxiliando na resposta imune
protetora inicial (18).

Os neutrofilos sdo as células responsaveis pela primeira linha de defesa
contra agentes infecciosos, sendo capazes de controlar a carga parasitaria e o
desenvolvimento da lesdo nos estagios iniciais da infeccdo (26). A rapida resposta
dos neutrdfilos ao dano local e ao agente infeccioso sugere um importante papel de
célula alarmante (21). Apos a infeccdo por Leishmania, o tempo de vida dos
neutréfilos pode ser aumentado proporcionando um abrigo seguro, porém
temporario, para os parasitos no primeiro dia de infeccdo, que em seguida a
populagdo dominante no infiltrado celular corresponde aos macrofagos (27).

O estabelecimento de um abrigo no interior dos macréfagos sem desencadear
uma resposta antimicrobiana é um dos maiores desafios das promastigotas
metaciclicas apds a entrada no hospedeiro. Desta forma, os neutrofilos podem agir
como “Cavalos de Trdia” ajudando a Leishmania a infectar macrofagos, pois ao
induzir apoptose dos neutrofilos, os mesmos sdo fagocitados pelos macréfagos
desencadeando vias que falham na ativagdo de uma resposta de defesa, permitindo
gue os parasitos se mantenham seguros no fagossomo (21).

Promastigotas e amastigotas de L (L.) amazonensis sao capazes de induzir a
formacdo de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs, do inglés neutrophil
extracellular traps), que séo redes compostas por acido desoxirribonucleico (DNA,
do inglés deoxyribonucleic acid), elastase e histonas com atividade leishmanicida
(28).

Durante a leishmaniose latente é muito frequente o encontro de fibroblastos
infectados com Leishmania, sugerindo que esta célula oferece um ambiente menos
hostil para o parasito quando comparado ao macréfago, permitindo a persisténcia
dos parasitos e protecdo contra a acdo de drogas leishmanicidas (29).

Os macréfagos residentes da derme séo infectados rapidamente, se tornando
a populacao infectada dominante depois de 24 horas. Na infeccdo com L. (L.) major
foi verificado que muitos mondcitos sdo recrutados para o local de infecgédo, se

diferenciando em células dendriticas derivadas de mondcitos (21), que em seguida
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migram para o linfonodo drenante para ativar e induzir a diferenciagédo das células T
CD4" (18,30).

Em resposta a infeccdo, as células dendriticas produzem citocinas e
guimiocinas que determinam a resposta imune (25). O papel destas células ndo esta
restrito apenas ao processamento e apresentacdo de peptideos dos parasitos as
células T CD4", mas também na liberacdo de citocinas como a IL-12 e interferon
(IFN) tipo 1, que induz a diferenciacdo das células T virgens em linfécitos T
auxiliares do tipo 1 efetores (Thl, do inglés T helper 1) (18). No hospedeiro, a
resisténcia ou susceptibilidade a infeccdo por L. (L.) major esta relacionada a
ativagcdo da classe das células T auxiliares, em que a resposta do tipo Thl confere
resisténcia pela producédo de IFN-y, e a do tipo Th2 contribui para a progressao da
doenca com a producéao de IL-4 (3).

Além das células apresentadoras de antigeno, principalmente as células
dendriticas, as células exterminadoras naturais (NK, do inglés Natural Killer cell)
também induzem a diferenciacdo das células T CD4", por serem fonte de IFN-y
(18,31). Por outro lado, as células mielbides infectadas, tais como os macréfagos,
sédo resistentes a atividade citotoxica das células NK, evitando a lise celular (31).

O desenvolvimento de uma resposta multifuncional de células T é muito
importante para a protecdo contra infeccbes parasitarias, sendo capaz de eliminar
células infectadas ou induzir a ativacdo dos fagocitos para destruir os parasitos
intracelulares. Porém, a persisténcia do parasito prejudica a capacidade efetora das
células T, resultando em perda gradativa da funcéo, conhecida como exaustdo das
células T (32).

As células T CD8" mostraram ser importantes para o controle da leishmaniose
visceral e nas infeccbes cutdneas de camundongos com baixa dose de parasitos
(21). Por outro lado, a desregulacdo funcional das células T CD8" promove um
aumento na patologia e das lesdes metastaticas de camundongos infectados com L.
(V.) braziliensis, sendo causadas pela excessiva atividade citolitica dependente de
perforina (33).

As células B estdo envolvidas com a susceptibilidade de camundongos
BALB/c infectados com L. (L.) major, sendo fundamental para o desenvolvimento de
uma resposta celular do tipo Th2 (34). Da mesma forma, na infeccdo por L. (L.)

amazonensis, as ceélulas B e o0s anticorpos produzidos também aumentam a
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severidade da doenca, induzindo a ativacdo e migracdo das células T CD4" para o
local de infeccao (35).

Como citado anteriormente, o macréfago € uma célula hospedeira muito
importante para o estabelecimento da infeccdo e persisténcia da Leishmania (17),
uma vez que possui um ambiente favordvel para a multiplicagdo do parasito
intracelular. Estes parasitos podem atingir tecidos distantes via circulagdo sanguinea
e causar danos funcionais em varios 6rgaos, pelo fato de os macréfagos estarem

presentes em todos os tecidos do corpo (3).

1.4.3 Interacdo Leishmania-célula hospedeira

Para desencadear a fagocitose, apos a infeccdo do hospedeiro as
promastigotas se ligam aos receptores de superficie dos macréfagos, sendo o
receptor 3 do complemento (CR3), o CR1, receptor de manose, receptores Fc gama
(FcyR, do inglés Fc gamma receptor) e receptores de fibronectina, responsaveis por
facilitar a internalizacdo da Leishmania (36). Dependendo de quais receptores
estiverem envolvidos na interacdo com o parasito, o rumo da infeccdo pode ser
diferente (17).

O sistema complemento possui um importante papel na resposta imune inata
pelo fato de estar presente nos fluidos teciduais e no sangue, o que facilita o
encontro imediato do parasito logo apos sua infeccdo. As principais moléculas da
superficie da Leishmania, glicoproteina 63 (gp63) e lipofosfoglicano (LPG), agem
como aceptoras de C3 (37). Porém, a fagocitose via CR3 e CR1 inibe a inflamacao e
a producao de espécies reativas de oxigénio, criando condi¢cbes favoraveis para o
parasito. Por outro lado, em conjunto com receptores de fibronectina as condicbes
inflamatoérias podem resultar na eliminacdo do parasito. Ja a sinalizacdo via
receptores de manose aumenta a eficiéncia das enzimas hidroliticas no
fagolisossomo, enquanto a via FcyR melhora a ativagdo de NADPH oxidase (do
inglés nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase) nos fagossomos
recém-formados (17).

Ap6s o0 processo de fagocitose, o0s parasitos ficam localizados em
compartimentos chamados fagossomos, organelas imaturas que ndo possuem

capacidade de degradar os patégenos, que com a maturagdo, a funcdo microbicida
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€ adquirida. Devido a elevada temperatura e pH diminuido que a Leishmania
encontra no interior da célula hospedeira, € desencadeado a diferenciacdo em
amastigotas que expressam fatores de viruléncia fundamentais para a sobrevivéncia
nos fagolisossomos (38).

As amastigotas utilizam diferentes estratégias para infectar os macrofagos. As
de L. (L.) major, por exemplo, foram encontradas cobertas com imunoglobulina G
subclasse 1 (IgGl) apos serem isoladas das patas de camundongo BALBI/c,
indicando que a entrada dos parasitos ocorreu via FcyR (36).

Para o0 estabelecimento da infeccdo no interior dos macréfagos e
multiplicacdo do parasito é necessaria a obtencdo de nutrientes que pode ser
adquirida pela fusdo do vacuolo parasitéforo com endossomos e vesiculas do

reticulo endoplasmatico (17).

1.4.4 Mecanismos de evaséo e resisténcia a resposta imune

As promastigotas metaciclicas sdo mais resistentes a lise pelo complemento
por possuirem uma modificacdo no LPG que bloqueia a ligacdo do complexo de
ataque a membrana (MAC, do inglés membrane attack complex). A gp63 atua como
protease e por estar presente em grande quantidade na forma metaciclica, ela
acelera a conversédo de C3b para a forma inativa (C3bi), dificultando a formacao do
MAC (37).

A Leishmania, assim como outros patdgenos intracelulares, possui
mecanismos que evitam sua degradacdo no ambiente hostil do vacuolo parasitéforo
(38). O parasito tem a capacidade de clivar componentes envolvidos na fusdo de
membranas, inibindo a apresentacdo de antigeno, sendo a gp63 a molécula
responsavel por este evento que ocorre apenas no estagio inicial da infeccéo (39). A
fusdo do fagossomo com organelas ricas em hidrolases € inibida pelas
promastigotas, sendo este mecanismo dependente do LPG que impede a formacgéao
ou rompe os microdominios lipidicos na membrana do fagossomo. Entretanto,
proteinas de membrana associadas ao lisossomo (LAMP-1, do inglés Lysosomal-
associated membrane protein 1) sdo recrutadas ao vacuolo parasitéforo, porém,

numa cinética atrasada (17).
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Muitas espécies de Leishmania sdo capazes de induzir a producdo e
secrecdo do fator de transformacdo do crescimento beta (TGF-B, do inglés
transforming growth factor-B) pelos macréfagos, que conduz a regulacdo da
inflamacéo favorecendo a susceptibilidade (18).

Para evitar o reconhecimento, amastigotas de L. (L.) amazonensis se
aproveitam do momento em que a célula hospedeira entra em apoptose para
infectar macréfagos vizinhos, jA que estes fagocitam as células no estado de
apoptose, evitando assim, a exposi¢cao dos parasitos ao sistema de reconhecimento
extracelular (24).

Como outra estratégia para sobreviver no ambiente indspito do vacuolo
parasitoforo dos macréfagos, as amastigotas de L. (L.) amazonensis sdo capazes de
induzir a expressdo da glicoproteina CD200 no macréfago infectado. Este
mecanismo permite o bloqueio da ativacdo do macréfago, resultando na diminui¢éo
da acgdo microbicida e aumento da sobrevivéncia e viruléncia (40). Ainda n&o foi
investigado se a indugdo de CD200 por Leishmania acontece em outros fagocitos
envolvidos na patogenia da infeccao.

As leishméanias do complexo Mexicana, que inclui a L. (L.) amazonensis, sao
capazes de induzir a formacdo de grandes vacuolos parasitéforos devido a fusdo
dos fagossomos com lisossomos e outras estruturas vesiculares, o que resulta na
diluicho das moléculas microbicidas favorecendo sua protecdo (21,41,42). Em
contrapartida, L. (L.) major e L. (L.) donovani sdo encontradas em vacuolos
pequenos e individuais que possuem baixa capacidade de se fusionar com outros
compartimentos (43,44).

Um estudo realizado por Wilson e colaboradores (45) mostrou que mutacdes
no gene regulador do trafego lisossomal (LYST, do inglés lysosomal trafficking
regulator) causam expansdo dos vacuolos parasitéforos melhorando a multiplicacéo
da L. (L.) amazonensis in vitro. Também foi demonstrado que a grande expressao
de LYST, em células infectadas e complementadas com o gene funcional, gerou
vacuolos pequenos que nao foram capazes de sustentar a multiplicacdo dos
parasitos.

Como mostrado anteriormente, Leishmania spp. sdo capazes de sobreviver
muito bem no interior de fagocitos, e pelo fato da L. (L.) amazonensis induzir a
formacdo de grandes vacuolos é pensado se outras células poderiam participar no

favorecimento deste abrigo para o parasito. Em relacdo a isso, um estudo
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demonstrou que células B-1 infectadas com a bactéria Coxiella burnetii formam
vacluolos maiores do que os macrofagos infectados, e que a carga bacteriana
também se encontrava maior (46). Assim, a célula B-1 pode ter um papel na

manutencao da doenca por favorecer a sobrevivéncia do parasito.

1.5 AcélulaB-1

As células B-1 fazem parte de um subtipo de célula B que difere das células B
convencionais por suas caracteristicas fenotipicas, de desenvolvimento e
localizag&o anatomica (47).

A primeira evidéncia da existéncia destas células apareceu durante a
examinacdo de tecidos linféides por imunofluorescéncia, onde foram encontradas
células positivas para Ly-1 (CD5) nos centros germinativos e foliculos primérios de
linfonodos e baco de camundongos. Pelo fato dos linfocitos B estarem concentrados
nestas areas, surgiu a ideia de que eles poderiam expressar CD5, uma das
principais moléculas de superficie dos linfocitos T (48).

Em seguida, a expressdo de CD5 foi observada em linfomas de células B de
camundongos e em pacientes com leucemia linfocitica crénica de células B (49). Por
citometria, foi confirmado a presenca de IgM e CD5 em células esplénicas murinas
(50), evidenciando a presenca deste marcador em células normais também.
Portando, esta populacéo ficou definida como “subpopulagdo B Ly-1", pois além de
possuirem marcadores classicos de célula B (IgM e IgD), expressavam CD5, o que
as diferenciavam das células B convencionais (51).

Além das diferencas fisicas, as células B Ly-1 possuem diferencas funcionais
guando comparadas as classicas ceélulas B, principalmente pelo fato de produzirem
espontaneamente grandes quantidades de anticorpos IgM polirreativos (52). Em
comparacao com as células B classicas, as células B Ly-1 expressam mais IgM e
menos IgD, sendo encontradas principalmente nas cavidades peritoneal e pleural,
com baixa frequéncia no bago, e raramente presentes nos linfonodos e medula
ossea. Os progenitores das células B convencionais e células B Ly-1 também sao
diferentes. As células da medula Ossua adulta sdo capazes de reconstituir a
populacdo de células B classicas, mas ndo a de células B Ly-1; o figado, baco e
medula 6ssea de camundongo jovem conseguem reconstituir ambas populagées, e

a cavidade peritoneal de camundongos adultos reconstituem apenas as células B
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Ly-1 (53). Porém, com a deplecdo das células B Ly-1 por irradiacdo ou tratamento
quimico, foi visto que a medula 6ssea destes animais adultos possui precursores
gue induzem a reintroducao de novas células B Ly-1 a periferia (54).

A partir de 1991, as células B Ly-1 passaram a ser chamadas de células B-1,
sendo divididas em duas populacdes: as células B-la, que expressam CD5, e
células B-1b, que ndo expressam. As células B convencionais, foram denominadas
células B-2 (55) por se desenvolverem mais tarde na ontogenia do que as células B-
1 (56,57). Um grupo de células presentes na cavidade peritoneal apresentando os
mesmos marcadores das células B-la, exceto a molécula CD11b, foi denominado
de células B-1c (58). Em contrapartida, um estudo mostrou que as ceélulas B-1
CD11b (B-1c) ndo devem ser consideradas um novo subtipo, e sim, células que
estdo em um estagio de diferenciacao (59).

Abaixo, na tabela 1, estdo listados os principais marcadores de superficie
encontrados nas células B-1a, B-1b e B-2.

Tabela 1 — Principais marcadores de superficie das células B-1a, B-1b e B-2.

Tipo celular Marcadores de superficie

B-la IgM™ 1gD"°", CD5*, CD11b*", CD19", CD23", CD45""
B-1b IgM" 1gD"®", CD5", CD11b*", CD19*, CD23", CD45"™"
B-2 IgM"°", IgD™, CD5", CD11b", CD19", CD23", CD45"

Fonte: Kantor, 1991 (56); Baumgarth, 2011 (57).

1.5.1 Funcdes e caracteristicas das células B-1

Em camundongos, as células B-1 sdo encontradas predominantemente nas
cavidades peritoneal e pleural onde representam de 35 a 70% da populacdo de
células B (53). Estas células séo a principal fonte de IL-10, que além de agir como
uma molécula imunorreguladora, acredita-se ser também um fator de crescimento
autocrino que estimula a autorreplicacdo e melhora a viabilidade das células B-1
(60).
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A principal fonte de anticorpos naturais € a célula B-1. Os anticorpos IgM
naturais sédo produzidos principalmente pelas células B-1a (61) sem a necessidade
de exposicdo ao antigeno estranho, compondo desta forma um repertério de
anticorpos que auxiliam na manutencdo da homeostase tecidual e na protecéo inicial
contra patdgenos invasores (47). Estes anticorpos IgM sao polirreativos tanto para
antigenos estranhos quanto para antigenos proprios. Ja as células B convencionais
produzem IgM somente apds estimulo por antigeno (62).

As células B-1 também contribuem para a defesa imune da mucosa intestinal
e do trato respiratorio por produzirem anticorpos IgA poliespecificos (57). Esta
producdo de IgA é dependente da exposicdo a estimulos exdgenos, mas nao
necessita da ajuda das células T. Por outro lado, a producéo de autoanticorpos pode
contribuir para doencas autoimunes devido a apresentacdo de antigenos proprios
para células T autorreativas (63).

Em humanos foram encontrados numeros elevados de células B-1 nos
pacientes com artrite reumatoide (64). Também foi mostrado que as células B-1
migram da cavidade peritoneal para 6rgaos alvo como pulméo, rim e timo de
camundongos que desenvolvem ldpus (65).

A identificacdo de células expressando caracteristicas de linfécito B e de
macrofago ocorreu quando células B do bago foram cultivadas com fibroblastos ou
com meio condicionado de fibroblastos, induzindo a diferenciacdo em células B tipo
macrofago. Estas células bifenotipicas expressam marcadores de célula B, CDA45,
IgM e IgD, e de macrofagos como o F4/80 e Mac-1 (66), sendo o fator estimulador
de colbnias de macréfagos (M-CSF, do inglés macrophage colony-stimulating factor)
importante para a diferenciacdo destas células (67). Além disso, a expressdo do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do inglés major histocompatibility
complex) Il, B7.2 e CD40, indicou que as células B/macrofagos sdo capazes de
apresentar antigenos e ativar células T (66). A diferenciacdo destas células em
fagdcitos derivados de células B-1 (B-1CDPs, do inglés B-1 cell-derived phagocytes)
€ acompanhada por um aumento da expresséo de F4/80 e diminuicdo da expressao
de IgM. Porém, o gene da cadeia pesada variavel, VH11 ou VH12, de
imunoglobulina, continua sendo expresso pelos B-1CDPs ap0s sua diferenciacao,
facilitando a distin¢cdo destas células dos macréfagos derivados de mondcitos (68).

A diferenciacdo em cultura das células B-1 em fagdcitos mostrou que estas

células apresentam morfologia caracteristica, se diferenciando em células bipolares
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com alta capacidade de fagocitose via receptores Fc e de manose (69). A
diferenciacdo em fagdcito foi mostrada ocorrer in vivo por Popi e colaboradores (70)
apos estimulo com lipopolissacarideo (LPS). Estes dados sugerem que 0S
receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés toll-like receptors) estariam participando das
vias de sinalizacdo na célula B-1, especificamente TLR4 (agonista de LPS). Um
trabalho que aborda em maior detalhe a participacdo de TLRs na sinalizacdo das
células B-1 foi desenvolvido por Tumurkhuu e colaboradores (71). Neste estudo,
varios agonistas de TLRs foram capazes de ativar células WEHI 231 (células de
linhagem de linfocito B imaturo) para produzir 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS,
enzima essencial para a produgdo de 6xido nitrico), sendo a sinalizacédo via LPS a
mais potente. Quando células B-1, derivadas do peritdbnio de camundongos BALB/c
(principalmente a populacéo B-1a), foram testadas unicamente com o agonista LPS,
o efeito obtido foi semelhante quando comparado as células da linhagem WEHI 231
(71). Isto indica que a ativacdo de TLR4 (que pode ser via dependente do adaptador
MyD88 ou independente quando utiliza a molécula adaptadora TRIF) é uma das vias
importantes para a inducéo de iINOS (72,73). O papel dos adaptadores de TLRs em
B-1CDPs na infec¢éo por Leishmania ainda néo foi estudado.

Além da capacidade de proliferacdo e diferenciacdo em um fagocito, foi
mostrado que as células B-1 sdo capazes de migrar da cavidade peritoneal para um
local inflamatério ndo especifico (69). A migracdo das células B-1 da cavidade
peritoneal esta relacionada aos sinais diretamente fornecidos pelos TLRs que induz
a diminuicdo da expressao de integrinas e CD9, que em resposta a quimiocinas as
células B-1 se deslocam do compartimento (74).

1.5.2 Envolvimento das células B-1 em infec¢Bes por diferentes patégenos

Em infecgcbes com o virus influenza, anticorpos IgM produzidos pelas células
B-1 participam na defesa inicial, enquanto os produzidos pelas células B-2,
estimulados pelo virus, fornecem uma protecdo adicional que em conjunto com 0s
anticorpos IgM naturais induzem uma resposta eficiente dos anticorpos IgG contra o
virus (75).

Na infeccdo por Staphylococcus aureus e Escherichia coli, as células B-1

apresentaram capacidade fagocitica ativa eliminando os patégenos dentro do
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fagolisossomo. Além disso, neste estudo também foi mostrado que as células B-1
apresentam antigenos as células T (76).

As células B-1 demonstraram ter um importante papel na protecdo durante a
infeccdo por Toxoplasma gondii. Neste trabalho, células B-1 previamente expostas
ao T. gondii foram purificadas e transferidas para camundongos deficientes de
células B infectados com o parasito, o que conferiu resisténcia (77). Em relagdo ao
Plasmodium chabaudi chabaudi, as células B-1 também contribuem para a protecéo
e sobrevivéncia dos camundongos com malaria (78).

Camundongos BALB/c com imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X (XID),
gue resulta na falta de células B e células B-1, infectados com Schistosoma mansoni
exibem maior grau de mortalidade quando comparados aos camundongos BALBI/c,
indicando que a presenca das células B-1 auxilia no controle da infec¢do (79). Da
mesma maneira, a resisténcia a infeccdo por Brugia malayi e Brugia pahangi
(parasitos nematoéides que causam filariose) € dada pelas células B-1 que exercem
um importante papel podendo estar relacionado ao direcionamento para uma
resposta Th2, essencial para a defesa do hospedeiro contra este tipo de parasitismo.
Portanto, a producéo de anticorpos pelas células B-1 parece ser fundamental para a
resisténcia contra este patégeno (80).

Um estudo de Popi e colaboradores (46) mostrou que os B-1CDPs sao mais
permissivos a infeccdo por Coxiella burnetti quando comparados aos macréfagos,
sugerindo que a IL-10 secretada estd envolvida na susceptibilidade a infec¢do pelo
fato dos B-1CDPs de camundongos deficientes para IL-10 serem capazes de
controlar a infeccdo. As células B-1 também demonstraram facilitar a infeccao por
Paracoccidioides brasiliensis além de prejudicar a fagocitose dos fungos pelos
macrofagos in vitro, principalmente devido a sua producéo de IL-10 (81).

Minoprio e colaboradores (82) mostraram que camundongos BALB/XID séao
resistentes a infeccdo por Trypanosoma cruzi, tendo o IFN-y um papel central no

controle da parasitemia e, consequentemente, o desenvolvimento da doenca.
1.5.3 CélulaB-1 e Leishmania
Hoerauf e colaboradores (83) demonstraram que camundongos BALB/XID

sao resistentes a infeccédo por L. (L.) major e que esta resisténcia é conferida pelo

desenvolvimento de células Thl juntamente com a grande producéo de IFN-y, sendo



38

que a presenca das células B-1 pode contribuir para a indugcdo da resposta Th2,
devido a grande producdo de IL-10. Por outro lado, Babai e colaboradores (84)
sugerem que as células B-1 nao contribuem para a susceptibilidade do camundongo
BALB/c a infeccdo por L. (L.) major, pois ao infectar camundongos irradiados,
depletados de células B-1, o desenvolvimento da doenca foi similar ou até mesmo
mais severo quando comparado aos controles.

Arcanjo e colaboradores (85), em seus experimentos in vitro, demonstraram
que os fagoécitos derivados de células B-1 sdo mais susceptiveis a infec¢éo por L.
(L.) major do que os macrofagos peritoneais. Também mostrou a importancia da IL-
10 na infeccdo ao utilizar B-1CDPs de camundongos deficientes para esta citocina,
gue mostraram ser mais capazes em controlar a infeccdo. Estes dados sao similares
aos obtidos por Popi e colaboradores (46) em seus experimentos nos quais utilizou a
bactéria Coxiella burnetii.

Um trabalho recente de Gonzaga e colaboradores (86) obteve como
resultados que as células B-1 sdo importantes para a susceptibilidade a infec¢éo por
L. (L.) chagasi. Ao utilizar camundongos BALB/XID viram que estes eram mais
resistentes do que o grupo controle, e que ao transferir células B-1 ao camundongo
deficiente a susceptibilidade foi recuperada. Além disso, os niveis de IL-10 no soro
dos camundongos BALB/XID infectados se encontraram baixos comparados ao
controle.

O papel das células B-1 durante infeccdes por patdgenos, sejam protozoarios,
bactérias, fungos e até mesmo helmintos, ainda parece ser controvérsio pelo fato
destas células apresentarem diferentes fungbes em cada tipo de infeccdo. Em
relagdo aos parasitos do género Leishmania, também € necessario mais estudos

para desvendar seu verdadeiro papel.



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral
O objetivo deste trabalho foi investigar as caracteristicas biolégicas da

interacdo das células B-1 com formas promastigotas de Leishmania (L.)

amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

1- Comparar a capacidade fagocitica das células B-1 e macrofagos infectados

com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis in vitro.

2- Avaliar a multiplicagéo intracelular da L. (L.) amazonensis em células B-1 e
macrofagos.
3- Determinar as diferencas e/ou semelhancas na formagdo do vacuolo

parasitoforo em células B-1 e macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis.

4- Comparar a resposta imune das células B-1 e macréfagos infectados com

promastigotas de L. (L.) amazonensis.



3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Culturade Leishmania

Culturas de L. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram mantidas como
promastigotas a 25 °C em 5 mL de meio Grace (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (Gibco — Life
Technologies), em garrafas de cultura de 25 cm?® Repiques semanais foram feitos
para a manutencdo das culturas, adicionando aproximadamente 500.000 parasitos
em 5 mL do meio citado acima, respeitando o nUmero de no maximo oito passagens
para o seu uso. A curva de crescimento foi realizada a partir da contagem dos

parasitos em camara de Neubauer durante todos os sete dias.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 8 a 12
semanas de idade. Para alguns experimentos, camundongos C57BL/6 deficientes
para a proteina de diferenciacao mieldide 88 (MyD88) e para a proteina adaptadora
gue contém o dominio TIR indutor de interferon (TRIF), e a linhagem BALB/c, foram
utilizados. Os animais foram mantidos sem restricdo hidrica ou dietética, em ciclos
de claro/escuro sob temperatura de 22 a 25 °C, no Biotério de Criacdo e

Experimentacdo do Departamento de Parasitologia.

3.3 Cultivo de células L929 e obtencdo do sobrenadante

A linhagem de fibroblastos L929, originados de camundongo, sdo células
secretoras de M-CSF, fator importante para a diferenciacdo dos macréfagos
derivados de medula 6ssea e de células B-1 em B-1CDP. As células L929 sao
mantidas criopreservadas em nosso laboratorio, e para a obtencédo do sobrenadante
da cultura contendo o fator estimulador, estas células foram descongeladas em 10
mL de RPMI mais 10% de SFB (R10) e centrifugadas a 524 x g por 10 minutos a 4
°C. As células foram ressuspendidas em 15 mL de meio R10 e cultivadas em garrafa
de 75 cm?, a 37 °C com 5% de CO,, por 7 dias ou até atingir confluéncia maxima.
ApOs este periodo, a cultura foi lavada duas vezes com tampéao fosfato salino (PBS)

e 3 mL de tripsina 0,05% foi adicionado, deixando agir por 5 minutos a 37 °C para
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desaderir as células. A reacédo foi bloqueada adicionando 7 mL de meio R10, e a
suspensdo celular foi dividida em 20 garrafas de cultura de 175 cm? contendo 40 mL
de meio R10 em cada uma. As culturas foram mantidas a 37 °C com 5% de CO, por
14 dias. Apés este periodo, o sobrenadante foi coletado, centrifugado a 524 x g por
10 minutos, filtrado em filtro de 0,2 um, aliquotado e conservado a -20 °C até o

momento do uso.

3.4 Obtencao de macréfagos peritoneais e células B-1

Para o0s experimentos realizados com macréfagos peritoneais (PMO),
camundongos foram sacrificados em camara de CO,, e as células da cavidade
peritoneal foram obtidas por lavagens, utilizando pipeta Pasteur, com 10 mL
(quantidade por camundongo) de meio RPMI-1640 (criado pelo Roswell Park
Memorial Institute) suplementado com HEPES (1 M), bicarbonato de sédio (0,4 g/L),
piruvato de sodio (100 mM), penicilina/estreptomicina (1%), com pH 7,2. As células
peritoneais foram centrifugadas por 10 minutos a uma forga centrifuga relativa (RCF,
do inglés relative centrifugal force) de 754 x g, sendo posteriormente ressuspendidas
em meio RPMI. A contagem dos macrofagos (células maiores) foi realizada, e a
suspensao celular foi incubada por 1 hora em placa de 24 pocos, com laminula de
vidro, a temperatura de 37 °C em estufa com 5% de CO..

ApoOs incubacao, as células ndo aderentes foram retiradas por lavagens com
meio RPMI, e meio R10 fresco foi adicionado, incubando a cultura por mais 5 dias
sem troca do meio. Apés este intervalo de tempo duas populagdes celulares foram
obtidas: células aderidas na laminula, constituidas por macréfagos, e células
presentes no sobrenadante da cultura, sendo as células B-1 o principal tipo celular
presente nesta populacao.

Para os experimentos em que 0s macréfagos peritoneais nao foram
utilizados, apdés o lavado peritoneal com meio RPMI, a suspensao celular foi
colocada diretamente em garrafas de cultura cujo tamanho foi escolhido de acordo
com o nimero de animais utilizados (garrafa de 25 cm? para 1 camundongo, de 75
cm? para 3 camundongos e de 175 cm? para 5 camundongos). As garrafas foram
colocadas diretamente nas estufas, em posi¢cao horizontal, a 37 °C por 40 minutos a

1 hora, e ap0s este tempo o sobrenadante foi descartado e meio R10 foi adicionado
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mantendo a cultura por mais 5 dias em incubagdo. Um esquema resumindo a
obtencgé&o das células B-1 e PMO se encontra na figura 5.

Para a diferenciacdo em fagodcitos derivados de células B-1 (B-1CDP), este
sobrenadante de 5° dia foi recuperado seguido por lavagens com meio RPMI e
centrifugado a 931 x g. As células foram contadas e incubadas com meio R10 mais
50% de sobrenadante de cultura de células da linhagem L929 a 37 °C com 5% de
CO,, por no minimo 24 horas para a diferenciacdo. Placas de 24 po¢os com
laminula de vidro foram utilizadas para ensaios de imunofluorescéncia e as placas
de 6 pocos para a obtencao de acido ribonucleico (RNA, do inglés ribonucleic acid).
A estimativa de B-1CDPs aderidos foi realizada a partir da contagem do numero de
células presentes no sobrenadante, de todos os po¢os ou de no minimo 3, apos 24
horas de incubacdo. Com base na média obtida das células contadas de cada poco,
este valor foi descontado do numero de células plaqueadas inicialmente para a
diferenciacdo em B-1CDPs. Desta forma se teve seguranca do numero de parasitos

gue deveria ser utilizado para os ensaios de infeccao.

Células obtidas por
lavado peritoneal Descarte do

Meio RPMI 1h a 37°C / sobrenadante

©©©®©@ . ® ©
|

l Células B-1

5 dias a 37°C
e PMO

— 00 @

MeioR10

0 0O O

Figura 5 - Obtencédo e cultivo de células B-1 e PMO. Apoés a realizagdo do lavado
peritoneal com meio RPMI, os macrofagos (células maiores) foram contados
e a populacao celular total foi incubada por 1 hora a 37 °C. O sobrenadante
contendo células ndo aderentes foi descartado apés este tempo, e meio R10
foi adicionado nas células aderentes, incubando a cultura por mais 5 dias sem
troca de meio. No 5° dia de cultura as células B-1 que se encontravam no
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sobrenadante foram recultivadas para a obtengcédo de B-1CDPs, e meio foi
adicionado aos PMOs para serem mantidos até o dia da infeccéo.

3.5 Andlise do sobrenadante de 5° dia por citometria de fluxo

Para verificar a concentracdo de células B-1 recuperadas do sobrenadante de
5° dia do lavado peritoneal, diferentes marcadores moleculares foram utilizados para
analisar esta populacgdo celular por citometria de fluxo. Apos a obtengéo das células
do sobrenadante, elas foram centrifugadas a 754 x g por 5 minutos a 4 °C e
ressuspendidas em tampdo MACS [albumina sérica bovina (BSA) 0,5%, acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 2 mM, em PBS] para lavagem. A suspensao
celular foi centrifugada novamente repetindo essa etapa de lavagem para a retirada
total do meio de cultura. As células foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-
CD16/CD32 (BD Biosciences, San Jose, CA, Estados Unidos), na propor¢do 1:100
diluido em tampdo MACS, por 15 minutos em gelo para bloquear os receptores Fc.
Apos este tempo, as células foram centrifugadas e lavadas uma vez com tampao
MACS. Todo o sobrenadante foi retirado e as células ressuspendidas em tampéao
MACS foram dividas em microtubos para a triplicata técnica, contendo todas as
marcacdes, e para 0s controles utilizando a técnica Fluorescence Minus One (FMO)
em que cada microtubo recebe todos os anticorpos exceto um. Em cada analise
foram utilizadas aproximadamente 6 x 10° células (n° de células/microtubo).

Em seguida, os anticorpos monoclonais para camundongos utilizados foram:
anticorpo anti-CD19 conjugado com phycoerythrin (PE) (Caltag Medsystems,
Buckingham, MK, Reino Unido), anti-F4/80 conjugado com Pacific Blue (PB)
(eBioscience, San Diego, CA, Estados Unidos) e anti-CD23 conjugado com
Fluorescein isothiocyanate (FITC) (BD Pharmingen). Os anticorpos para CD19 e
CD23 foram utilizados na proporcao 1:100 e para F4/80 na proporcao 1:50, diluidos
em tampao MACS e incubados por 15 minutos em gelo protegidos da luz. Apés uma
lavagem com tampdo MACS como citada anteriormente, as células foram
ressuspendidas em PBS.

A analise das amostras foi realizada no citbmetro com focalizacdo acustica
Attune (Applied Biosystems) com um numero de 50.000 eventos adquiridos. A
analise apos aquisigcéo foi realizada no programa FlowJo, versao 9.7.6. A estratégia

de analise escolhida foi: primeiramente exclusdo de agregados celulares (doublets),
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utilizando os parametros de tamanho FSC-H e FSC-A, seguida pela selecao de toda
a populacao celular a partir de seu tamanho e complexidade (FSC-A e SSC-A)
excluindo os debris (Figura 6). Apos a selecdo da populacao total, foi verificado a
porcentagem de células B-1 (CD19*, CD23") e de macréfagos (F4/80", CD19) se
baseando nos controles FMO para cada anticorpo.

A 250K

200K

150K 4

FSC-A

100K

50K

0 50K 100K 150K 200K 250K 0 50K 100K 150K 200K 250K
FSC-H FSC-A

Figura6 - Estratégia da andlise utilizada para avaliar populacdes celulares do
sobrenadante de 5° dia de cultura das células peritoneais. (A) Selecéo de
singlets por FSC-H e FSC-A. (B) Selecdo da populagéo total por tamanho e
complexidade (FSC-A e SSC-A) com exclusdo de debris.

3.6 Obtencéo e cultura de macré6fagos derivados de medula 6ssea

Macrofagos foram diferenciados a partir de células da medula éssea (MMO)
de camundongos, como descrito anteriormente (40). Fémures e tibias de
camundongos, sacrificados em camara de CO,, foram retirados, imergidos em élcool
70% por 2 minutos e mantidos em RPMI. As duas epifises de cada osso foram
cortadas injetando pelas extremidades 5 mL de RPMI para cada 0sso, com auxilio
de seringa e agulha 24G. O lavado foi recolhido em tubo de 50 mL contendo filtro de
70 um, seguido por centrifugacdo a 524 x g por 10 minutos a 4 °C. As células foram
ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 20% de SFB e 20% de
sobrenadante de células L929 (meio R20), obtendo uma concentracdo de 4 x 10°

células para cada 10 mL. As células foram distribuidas em placas de Petri (80 x 15
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mm) contendo 10 mL cada e incubadas a 37 °C na presenca de 5% CO, por 4 dias.
No quarto dia, foi adicionado mais 10 mL de meio R20 por placa. Os macrofagos
utilizados para os experimentos estavam no 7° dia de cultura. As placas foram
colocadas em gelo, o sobrenadante contendo células soltas foi descartado, e 5 mL
de meio RPMI foi adicionado para soltar as células aderidas utilizando raspador
celular. A suspenséao de células foi centrifugada a 524 x g por 10 minutos a4 °C, e a
contagem foi realizada em camara de Neubauer para posterior plaqueamento em
placas de 24 pocos com laminula ou de 6 pocos sem laminula, de acordo com o
namero de B-1CDPs j& determinado. Apds o cultivo, os macréfagos foram mantidos
a 37 °C por no minimo 24 horas para posteriormente serem utilizados.

3.7 Avaliacédo da viabilidade celular

A viabilidade das células murinas foi avaliada utilizando azul de tripan (0,04%)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos), em camara de Neubauer, no
momento da contagem das células para posterior cultivo. Células apresentando
coloracdo azul foram consideradas inviaveis, portanto nao foram contadas para nao

interferir no nimero de células aderidas apés o plagueamento.

3.8 Infeccéo de B-1CDP, PMO e MMO in vitro

Células peritoneais e de medula foram obtidas como descrito anteriormente.
Para os ensaios em que macrofagos peritoneais foram utilizados, ao ser retirado o
sobrenadante contendo células B-1 para posterior diferenciacdo, meio R10 foi
adicionado logo em seguida para a manutencdo da cultura destes macrofagos.
Portanto, células B-1 ja& diferenciadas em B-1CDP, PMO e MMO também
diferenciados foram utilizados nos experimentos de infeccao in vitro.

Promastigotas de fase estacionaria de L. (L.) amazonensis que se
encontravam no 6° ou 7° dia de cultura (Figura 7) foram utilizadas. A suspenséao de
parasitos foi centrifugada a 2095 x g por 10 minutos e lavada com PBS uma vez
para a retirada total do meio de cultura. Uma aliquota dos parasitos foi fixada em
paraformaldeido (PFA) 4% e contada em camara de Neubauer. A propor¢céo de 2:1
(parasito:célula) foi utilizada para a infecgdo de todos os tipos celulares. Os PMOs

foram infectados baseando-se na contagem dos mesmos apos o lavado peritoneal,
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em que foram considerados como as células grandes presentes na suspenséo,
estimando que todos teriam aderido e ndo se soltado posteriormente como as
células B-1. Ja para os B-1CDPs, o valor estipulado para a infeccéo foi baseado no
namero de células aderidas estimadas como explicado anteriormente. Para os
MMOs, a quantidade de parasitos utilizados foi a mesma para os B-1CDPs pelo fato

de terem sido plagueados conforme o niumero destes Ultimos.
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Figura 7 - Curva de crescimento de promastigotas. Para o inicio da curva de

crescimento foram adicionados 1 x 10° parasitos em 5 mL de meio Grace
suplementado com 10% de SFB. Cada ponto da curva representa o valor de
parasitos/mL resultante da contagem no dia indicado. Os resultados
correspondem a média e erro padrdo de cinco curvas realizadas
independentemente.

3.8.1 Infeccao para avaliacdo da multiplicacéo intracelular

O meio em que cada tipo celular se encontrava foi descartado para ser
adicionado meio R10 contendo os parasitos na quantidade adequada, mantendo a
proporcao de 2:1. Nas placas de 24 pocos foram sempre adicionados 500 pL/poco, e
nas de 6 pocos, 2 mL em cada. Para os ensaios com o intuito de verificar a
multiplicagdo dos parasitos no interior de cada tipo celular, as culturas foram
incubadas a 33 °C por 2 horas. Apds este tempo, as placas foram colocadas em
gelo, e os pocos foram lavados trés vezes com PBS adicionando metanol 100%

gelado por 5 minutos para a fixacdo das ceélulas. No caso dos tempos de 48 e 96
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horas, apds 2 horas de infec¢do os pocos foram lavados com meio RPMI para retirar
0s parasitos ndo aderidos e néo fagocitados, seguida da adicdo de meio R10 para
as culturas serem incubadas novamente a 33 °C até o tempo estipulado em que
também foi realizado a fixacdo das células como ja descrito.

Em alguns experimentos vacuolina-1 foi utilizada para avaliar seu efeito no
tamanho do vacuolo parasitéforo, inducdo da expressédo de Lyst e na multiplicacéo
dos parasitos no interior dos B-1CDPs e MMOs. Esta molécula é capaz de induzir a
formacdo de grandes vacuolos a partir da fusdo de endossomos e lisossomos (87).
Antes da infeccdo com os parasitos, as células foram tratadas com vacuolina-1, na
concentracdo de 1 pM diluida em meio R10, por 1 hora a 37 °C. Ap0s este tempo as
culturas foram lavadas com meio RPMI seguida da adicdo dos parasitos, mantendo
a proporcao de 2:1, e incubadas a 33 °C. Os tempos de infecdo utilizados foram de 2
e 96 horas, realizando o procedimento de fixacdo das células ou extracdo de RNA
em cada tempo.

3.8.2 Infeccdo para avaliacdo da capacidade fagocitica de B-1CDP e MMO

Para os ensaios destinados a avaliacdo da capacidade fagocitica as drogas
latrunculina A (Sigma-Aldrich), uma toxina que inibe a polimerizacdo dos filamentos
de actina, e genisteina (Sigma-Aldrich), uma isoflavona inibidora de tirosina
quinases, foram utilizadas. As células primeiramente foram incubadas com
latrunculina A (5 uM) ou genisteina (250 uM) em meio R10 por 30 minutos a 37 °C.
ApOs o tratamento, as culturas foram lavadas com meio RPMI e infectadas com os
parasitos na proporgéo de 2:1. A placas de cultura foram mantidas em gelo durante
30 minutos, para os parasitos se depositarem no fundo dos pocos, e em seguida
foram incubadas por mais 30 minutos a 33 °C, tempo necessario para 0 processo
fagocitico. ApGs a incubacao, as culturas foram lavadas com PBS, e PFA 4% foi
utilizado para a fixagdo das células ndo permitindo a permeabilizacdo da membrana
(que ocorre no uso de metanol), fator importante para a posterior discriminagéo dos

parasitos aderidos dos internalizados.
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3.9 Imunofluorescéncia

3.9.1 Marcacéao de CD19

Células obtidas do sobrenadante de 5° dia de cultura do lavado peritoneal
foram submetidas ao método Cytospin para posterior marcacdo com anticorpo anti-
CD19. Como controle, MMO foram utilizados ja que ndo possuem esta molécula de
superficie. Os dois tipos celulares foram fixados com metanol 100% gelado, lavados
trés vezes com PBS e tratados com solugcédo de bloqueio, contendo 1% de BSA e
0,1% de azida de sodio em solucdo salina tamponada com Tris (TBS) 1X, por 30
minutos. As células foram lavadas novamente com PBS e incubadas com anticorpo
primario anti-CD19 (Santa Cruz Biotech, Dalas, TX, Estados Unidos) na propor¢cao
1:50 por 2 horas a temperatura ambiente. ApGs lavagens, foi incubado anticorpo
secundario conjugado com Alexa Fluor 546 (Thermo Scientific, Grand Island, NY,
Estados Unidos) e DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) para a marcacdo do DNA,
diluidos em solucéo blogueadora na proporcao 1:1000 (diluicdo utilizada para todos
0s anticorpos secundarios) por 1 hora. As laminas foram lavadas e ProLong (Thermo
Scientific) foi utilizado para a adesdo da laminula e preservagdo da fluorescéncia

das molélulas marcadas.

3.9.2 Quantificacao de parasitos intracelulares

As laminulas contendo células fixadas em metanol foram lavadas com PBS e
tratadas com solucdo blogueadora. Anticorpo primario policlonal anti-LAMP-1
produzido em rato, foi utilizado na diluicdo 1:50 por 2 horas, para evidenciar o
vacuolo parasitéforo. Apdés 5 lavagens em PBS (sempre realizada entre cada
incubacao), as laminulas foram incubadas com anticorpo secundério anti-IgG de rato
conjugado com Alexa Fluor 568 (Thermo Scientific) por 1 hora. Anticorpo policlonal
anti-Leishmania produzido em coelho foi utilizado na diluicdo de 1:500 por 2 horas,
seguido por incubacdo com anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com
Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific) juntamente com DAPI por 1 hora. Para finalizar,

ProLong foi utilizado aderindo as laminulas em laminas para microscopia.



51

3.9.3 Avaliacao da capacidade fagocitica

Para diferenciar parasitos aderidos a membrana da célula dos internalizados,
avaliando a capacidade fagocitica, foi utilizado PFA 4% para a fixacdo das células
ndo permitindo a permeabilizagdo da membrana celular. Apds a fixacdo, as
laminulas foram lavadas trés vezes com PBS, tratadas com cloreto de aménio
(NH4Cl) 50 mM por 15 minutos, lavadas novamente e tratadas com solucéo
bloqueadora por 30 minutos. As laminulas foram incubadas com anticorpo anti-
Leishmania por 2 horas, seguida pelo seu anticorpo secundario junto com DAPI e
faloidina conjugada com Texas Red-X (Thermo Scientific), diluida a 1:100 utilizada

para a marcacao de actina, incubados por 1 hora.

3.9.4 Anédlise microscoépica

A analise de todas as laminulas foi realizada em microscopio de fluorescéncia
(Leica Microsystems, DMI6000B/AF6000) acoplado a um sistema de camera digital
(DFC 365 FX). No minimo 300 células totais foram contadas por laminula, entre elas
foram contadas as células infectadas e parasitos totais. Além disso, para o ensaio da
avaliagdo da capacidade fagocitica, também foram contados os parasitos aderidos.
A carga parasitaria foi representada pelo nimero de parasitos em 100 células
infectadas. Para o indice de infeccdo, o calculo utilizado teve como resultado o
produto da porcentagem de células infectadas pela média do nimero de parasitos
fagocitados. Imagens representativas foram adquiridas neste microscépio utilizando
0 programa incorporado ao sistema Leica AF6000. Para a comparacdo do tamanho
dos vacuolos parasitéforos, foram fotografados no minimo 50 vacuolos por laminula
no modo contraste de fase. O didmetro maior dos vacuolos foi medido utilizando o
programa ImageJ 1.49, no qual também foram editadas as imagens representativas

da imunofluorescéncia.
3.10 Avaliacdo da producéao de 6xido nitrico
Apbs incubacao por diferentes tempos de infec¢é@o, o sobrenadante da cultura

celular foi recolhido, centrifugado a 2095 x g por 10 minutos e mantido a -80 °C até a

realizacdo da dosagem de nitrito ou citocinas. A producéo de oxido nitrico (NO) foi
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avaliada por meio da quantificacdo de nitrito pelo kit Measure-IT™ High-Sensitivity
Nitrite Assay (Thermo Scientific), 50 vezes mais sensivel do que o método
colorimétrico utilizado com reagente de Griess. A leitura da fluorescéncia foi
realizada no aparelho SpectraMax i3 (Molecular Devices) utilizando o programa
SoftMax Pro 6.4. Os comprimentos de onda de excitacdo e emissao utilizados foram
de 365 e 450 nm, respectivamente, e os resultados foram obtidos baseando-se na

curva padréao.

3.11 Quantificagao de citocinas

A avaliagdo da resposta imune gerada nos ensaios de infeccéo in vitro foi
realizada a partir da quantificacdo de citocinas. O sobrenadante de diferentes
tempos de infeccédo foi coletado e armazenado a -80 °C até a realizacdo da analise.
As citocinas IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y, proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCP-
1, do inglés monocyte chemoattractant protein-1) e fator de necrose tumoral (TNF,
do inglés tumor necrosis factor) foram quantificadas utilizando o kit Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse inflammation (BD Biosciences). Os resultados foram baseados
na curva padrdo em que a concentracdo minima utilizada foi de 20 pg/mL e a
méaxima de 5 ng/mL. A aquisicdo das amostras foi realizada no citbmetro
FACSCantoll V87500070 (BD Biosciences) e para a analise dos dados o programa
FACSDiva™ foi utilizado.

3.12 PCR gquantitativo em tempo real (qPCR)

A extracdo e purificacdo do RNA foi realizada utilizando o kit Quick-RNA™
MiniPrep (Zymo Research, Irvine, CA, Estados Unidos). A quantificacdo foi feita no
aparelho NanoDrop (Thermo Scientific) e a sintese do &cido desoxirribonucleico
complementar (cDNA) foi realizada utilizando o kit SuperScript Ill Reverse
Transcriptase (Invitrogen) seguindo o protocolo indicado pelo mesmo. Para a
amplificagdo do cDNA, foram utilizados 3,597 ng de cDNA de cada amostra, em
todos os experimentos, e 0,6 uM de cada primer (forward e reverse) (Tabela 2)
somados ao reagente Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (Thermo
Scientific). Triplicata técnica foi feita de cada amostra. A reacdo de gPCR foi

realizada no equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied
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Biosystems). As condicdes para amplificacdo utilizadas foram: um ciclo de
desnaturacao inicial a 95 °C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturagéo a
95 °C por 15 segundos, anelamento a 55 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 30 segundos.

Os resultados da quantificacao relativa, referentes a expressao génica, foram
obtidos utilizando os niveis de expressdo do gene controle Hprtl pelo método 27244¢T

descrito por Livak e Schmittgen (88).

Tabela 2 — Primers utilizados nos experimentos de PCR em tempo real.

Gene Primer Forward Primer Reverse

Cd200 5 AACCCTTGATTGTGACATGGC 3’ 5 AGGATAAATGTCACAGAGCTGGG 3’
Lyst 5 AGCAGAAGGTGATAGACCAGAA 3’ 5 CCCACACTTGGATCATCAATGC &
Hprtl 5 TCAGTCAACGGGGGACATAAA 3’ 5 GGGGTCGTACTGCTTAACCAG &

3.13 Anaélise estatistica

Para avaliar a significAncia dos resultados obtidos foi realizada andlise
estatistica utilizando o programa GraphPad Prism 6. Para trés ou mais amostras o
teste escolhido foi ANOVA, e Kruskal-Wallis foi utilizado para a analise dos
resultados de expressdo génica. A diferenca entre os grupos foram consideradas

significativas para valores de P < 0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Imunofenotipagem por citometria de fluxo das células recuperadas do
sobrenadante de 5° dia de cultura do lavado peritoneal

Para confirmar que as células peritoneais presentes no sobrenadante do 5°
dia de cultura eram predominantemente células B-1, foi realizada imunofenotipagem
destas células utilizando anticorpos para os marcadores de superficie CD19, CD23
e F4/80. A selecdo das células positivas para CD19 e negativas para CD23 foi
realizada a partir dos FMOs para cada anticorpo. Assim, foi verificado que 88,6%

das células totais representam as células B-1 (Figura 8).

CD19

0
CD23 CD23

Figura 8 - Citometria do sobrenadante de 5° dia das células peritoneais de
camundongos C57BL/6, marcacdo de CD19 e CD23. (A) Selecdo de CD19"
e CD23 indicando que 88,6% da populacao total representa as células B-1.
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(B) FMO de CD19. (C) FMO de CD23. Os resultados correspondem a
aquisicdo de uma amostra representativa da triplicata técnica.

Baseando-se no FMO de F4/80 foi verificado que apenas 1,23% das células
totais eram positivas para F4/80 (Figura 9). Entretanto, a partir deste grupo de
células F4/80" verificou-se que quase 50% desta populagdo possuiam marcagio
para CD19. Desta forma, pode-se afirmar que menos de 1% de toda a populagéo
celular representa os macrofagos. Estes resultados mostraram que as células
consideradas B-1CDPs eram realmente derivadas de células B-1 e ndo macrofagos

contaminantes.
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Figura 9 - Citometria do sobrenadante de 5° dia de células peritoneais de

camundongos C57BL/6, marcacdo de F4/80. (A) Selecdo de células F4/80"
representando 1,23% da populagdo total. (B) Marcacdo de CD19 e CD23 em
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células positivas para F4/80. (C) FMO de F4/80. Os resultados correspondem
a aquisicado de uma amostra representativa da triplicata técnica.

Células obtidas deste mesmo sobrenadante foram submetidas & Cytospin e
incubadas com anticorpo anti-CD19. Por imunofluorescéncia estas células
apresentaram marcacao para CD19, o que ndo ocorreu nos macrofagos de medula
utilizados como controle negativo (Apéndice A).

Para as células provenientes de camundongo BALB/c, as analises por
citometria também foram realizadas. Os resultados mostraram que 85,9% da
populacao total é representada pelas células B-1 e que apenas 0,37% das células &
positiva para F4/80 e negativa para CD19 (Apéndice B), valores muito prOXimos aos

obtidos com as células derivadas de camundongo C57BL/6.

4.2 Comparacao da capacidade de infeccdo e de multiplicacdo da
Leishmania (L.) amazonensis em B-1CDP, PMO e MMO

Infeccdo dos B-1CDPs, PMOs e MMOs foi realizada na proporcao 2:1
utilizando os tempos de infeccdo de 2 e 48 horas. O numero de parasitos a cada 100
células infectadas € muito semelhante nos trés tipos celulares néo tendo diferenca
significativa nos tempos de infeccado de 2 e 48 horas (Figura 10A). A semelhanca,
entre os grupos celulares, da propor¢cao do numero de parasitos em relacdo as
células infectadas, contados no primeiro tempo, indica que estas células possuem a
mesma capacidade fagocitica ou de serem igualmente infectadas. Ao comparar o
tempo de 2 horas de infeccdo com o de 48 horas pos-infeccdo, nota-se que o
parasito conseguiu se multiplicar no interior das diferentes células, sendo este
aumento significativo estatisticamente.

A porcentagem de células infectadas (Figura 10B) se apresentou a mesma
durante os dois tempos de infec¢cdo. Quando comparado ao MMO, PMO apresentou
maior porcentagem de infeccdo nos dois tempos, ndo tendo diferenca significativa
guando comparado ao B-1CDP.

Os resultados mostram que B-1CDP, PMO e MMO permitem a multiplicacao

da Leishmania de maneira semelhante quando comparados até o tempo de 48 horas
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pés-infeccdo. Imagens de imunofluorescéncia representativas do experimento sédo

encontradas na figura 11.
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Comparacédo da multiplicagcdo de Leishmania em B-1CDP, PMO e MMO.
B-1CDP, PMO e MMO foram infectados com promastigotas de fase
estacionaria de L. (L.) amazonensis na proporcao 2:1 (parasito:célula) por 2 e
48 horas a 33 °C. Trés laminulas de cada tipo celular infectado foram
contadas (minimo 300 células/laminula) em microscopio de fluorescéncia. (A)
Numero de parasitos para cada 100 células infectadas. (B) Porcentagem de
células infectadas. Foram realizados trés experimentos independentes nas
mesmas condicdes técnicas e os valores representam a média e erro padrao
dos trés ensaios. Andlise estatistica utilizada: ANOVA.
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2h

48h

Figura1ll- Imagens de imunofluorescéncia representativas do ensaio de infeccao
dos B-1CDPs, PMOs e MMOs com Leishmania (L.) amazonensis. Os trés
tipos celulares foram infectados por 2 horas com promastigotas de fase
estacionaria. Apos lavagem com PBS para retirar parasitos ndo aderidos, as
células foram incubadas em meio fresco por mais 48 horas para observar a
multiplicacdo do parasito e formacgéo do vacuolo parasitéforo. (A) Tempo de 2
horas de infeccdo com promastigotas aderidas ou ja fagocitadas pelas
células. (B) Tempo de 48 horas pés-infec¢cdo contendo amastigotas no interior
do vacuolo parasit6foro. Nucleo foi marcado com DAPI (azul); proteina 1 de
membrana associada ao lisossomo foi marcada com anticorpo anti-LAMP-1
(vermelho) e os parasitos com anticorpo anti-Leishmania (verde). Barra de
escala corresponde a 10 pm.

4.2.1 Participacdo das vias dos receptores do tipo Toll na infeccdo dos B-
1CDPs e MMOs por L. (L.) amazonensis

Dada a importancia dos receptores do tipo Toll, em fagécitos profissionais, no
reconhecimento de patégenos e na sinalizacdo intracelular, um experimento
preliminar foi realizado utilizando B-1CDPs e MMOs de camundongos deficientes
para as moléculas adaptadoras dos TLRs, MyD88 e TRIF. Os tempos utilizados para

este experimento foram de 2 e 96 horas de infec¢cdo. De acordo com os resultados,
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os B-1CDPs MyD88" apresentaram maior nimero de parasitos por 100 células
infectadas em relacdo ao controle (WT, wild type) e ao TRIF” nos dois tempos
(Figura 12A). A porcentagem de infeccdo diminuiu para os B-1CDPs WT e TRIF,
exceto para MyD88" que permaneceu maior comparado aos outros dois grupos
(Figura 12B). Para os MMOs, néo teve diferenca entre WT, MyD88"' e TRIF" tanto
no numero de parasitos a cada 100 células infectadas quanto na porcentagem de
infeccdo, exceto para TRIF” que mostrou menor porcentagem de células infectadas
comparado ao WT (Figura 13A e B).
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Figura 12 - Comparacao da multiplicagdo de L. (L.) amazonensis em B-1CDPs WT e
deficientes de MyD88 e TRIF. B-1CDPs foram infectados com promastigotas
de fase estacionéaria de L. (L.) amazonensis na proporgdo 2:1 (parasito:célula)
por 2 e 96 horas a 33 °C. Trés laminulas de cada tipo celular infectado foram
contadas (minimo 300 células/laminula) em microscépio de fluorescéncia. Os
gréficos representam o numero de parasitos para cada 100 células infectadas
(A) e a porcentagem de B-1CDPs infectados (B). Estes dados foram obtidos a
partir de um experimento biolégico realizado em triplicata técnica. Os valores
representam a média e desvio padrdo da triplicata. * P < 0,01 e ** P < 0,001
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Analise estatistica utilizada:
ANOVA.
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Figura 13- Comparacdo da multiplicacdo de L. (L.) amazonensis em MMOs WT e
deficientes de MyD88 e TRIF. MMOs foram infectados com promastigotas
de fase estacionaria de L. (L.) amazonensis na proporgéo 2:1 (parasito:célula)
por 2 e 96 horas a 33 °C. Trés laminulas de cada tipo celular infectado foram
contadas (minimo 300 células/laminula) em microscopio de fluorescéncia. Os
gréaficos representam o nimero de parasitos para cada 100 células infectadas
(A) e a porcentagem de MMOs infectados (B). Estes dados foram obtidos a
partir de um experimento biolégico realizado em triplicata técnica. Os valores
representam a média e desvio padrdo da triplicata. * P < 0,01 e ** P < 0,001
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Analise estatistica utilizada:
ANOVA.

As imagens de imunofluorescéncia representativas deste experimento
preliminar se encontram no Apéndice C para os B-1CDPs e no Apéndice D para os
MMOs.

4.3 Avaliacdo da infeccdo dos B-1CDPs e MMOs tratados com drogas
inibidoras de fagocitose

De acordo com os resultados acima, os B-1CDPs mostraram que podem ser
infectados por L. (L.) amazonensis e que 0 parasito consegue se multiplicar no seu
interior. Desta forma, levanta-se a questao sobre de que maneira a infecgéo ocorre,
podendo ser por processo ativo do parasito ou pelo mecanismo de fagocitose do B-
1CDP. Para investigar isso, B-1CDPs e MMOs foram tratados com as drogas
genisteina e latrunculina A, que sdo capazes de diminuir e até mesmo de inibir o

processo fagocitico. Apo6s o tratamento, as células foram infectadas e
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posteriormente analisadas por imunofluorescéncia. Como a membrana celular nao
foi permeabilizada, o anticorpo anti-Leishmania ndo pdde reconhecer os parasitos
internalizados. Dessa forma, todos os parasitos foram contados pela marcacdo do
DAPI, ou seja, do nucleo, e 0s que apresentavam marcacao verde estavam sendo
reconhecidos pelos anticorpos anti-Leishmania, portanto foram considerados
parasitos aderidos. Com estes dados foi possivel obter a porcentagem dos parasitos
aderidos e internalizados em relacdo ao total quantificado. Imagens de
imunofluorescéncia exemplificando 0 modo da contagem se encontram no Apéndice
E.

Para os macréfagos, ja se sabe que o mecanismo pelo qual esta célula se
infecta com Leishmania € via fagocitose (17,36), por esta razao foi escolhida como
controle. Comparando com o grupo de células néo tratadas, os B-1CDPs e MMOs
que receberam o tratamento com as drogas mostraram diferenca significativa na
porcentagem de parasitos internalizados e aderidos (Figura 14). Os resultados
mostram que ao prejudicar o processo de fagocitose, a porcentagem de parasitos
internalizados diminui em relacdo ao total, indicando que a infeccdo dos B-1CDPs
ocorre pela via fagocitica sendo semelhante aos MMOs. Além disso, o tratamento
com latrunculina A diminuiu a porcentagem de células infectadas (Figura 15), o que
também ocorreu nas células tratadas com genisteina, porém sem diferenca
significativa para estas ultimas quando os valores foram comparados ao controle.
Este resultado mostra que o fato do tratamento com latrunculina A diminuir o nimero
de parasitos internalizados esté relacionado também ao baixo numero de parasitos
que aderem a superficie da célula.

Portanto, este experimento mostrou que a infecgédo dos B-1CDPs por L. (L.)
amazonensis ocorre pelo mecanismo de fagocitose e ndo por um processo ativo do

parasito, assim como nos MMOs.
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Figura 14 -
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Controle Genisteina Latrunculina

Porcentagem de parasitos internalizados e aderidos em B-1CDPs e
MMOs previamente tratados com drogas inibidoras de fagocitose. B-
1CDPs e MMOs foram tratados com genisteina (250 uM) e latrunculina A (5
UM) por 30 minutos a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.
amazonensis (2:1) por 30 minutos a 33 °C. As células foram fixadas com PFA
4% e marcadas com anticorpos anti-Leishmania, DAPI e faloidina Texas-Red
X. Total de parasitos foram contados pela marcacéo por DAPI, e os aderidos
pela marcacdo com anti-Leishmania. Os valores respresentam a porcentagem
de parasitos internalizados e aderidos nos B-1CDPs (A) e MMOs (B) em
relacdo ao total. Estes resultados correspondem a trés experimentos
independentes realizados nas mesmas condigBes técnicas e os valores
representam a meédia e erro padrdo dos trés ensaios. Andlise estatistica
utilizada: ANOVA.
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Porcentagem de B-1CDPs e MMOs infectados com L (L.) amazonensis
previamente tratados com drogas inibidoras de fagocitose. B-1CDPs e
MMOs foram tratados com genisteina (250 puM) e latrunculina A (5 uM) por 30
minutos a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1)
por 30 minutos a 33 °C. As células foram fixadas com PFA 4% e marcadas
com anticorpos anti-Leishmania, DAPI e faloidina Texas-Red X. (A)
Porcentagem de B-1CDPs infectados. (B) Porcentagem de MMOs infectados.
Estes resultados correspondem a trés experimentos independentes
realizados nas mesmas condicdes técnicas e os valores representam a média
e erro padrao dos trés ensaios. ns = ndo significativo. Analise estatistica
utilizada: ANOVA.
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4.4 Efeito da vacuolina-1 na infeccdo de B-1CDP e MMO por L. (L.
amazonensis

A vacuolina-1 € uma pequena molécula que causa expansdo de vacuolos
derivados de endossomos e lisossomos em diversos tipos celulares (87). A
avaliacao do seu efeito na infeccdo por L. (L.) amazonensis foi realizada. Pelo fato
desta espécie ser capaz de induzir a formacao de grandes vacuolos parasitoforos
(21,41,42), pensou-se na possibilidade da vacuolina-1 favorecer ainda mais a
multiplicacdo dos parasitos. Desta maneira, B-1CDPs e MMOs foram tratados com
vacuolina-1 (1 pM) por 1 hora e infectados (2:1) por 2 horas. O tempo de pos-
infeccdo determinado foi de 96 horas, para uma melhor observacao dos vacuolos
parasitéforos com a intencao de medir seus comprimentos posteriormente.

Os resultados mostram que no tempo de 2 horas de infeccdo o niamero de
parasitos a cada 100 células infectadas € o mesmo para o grupo controle e tratado,
tanto para B-1CDP quanto para MMO (Figura 16A e B), mostrando que a vacuolina-
1 ndo interfere no processo inicial da infec¢cdo. No tempo de 96 horas pos-infeccao
dos B-1CDPs, os dois grupos (controle e tratado) também apresentaram a mesma
carga parasitaria. Por outro lado, o nimero de parasitos nos MMOs tratados com
vacuolina-1 € maior comparado ao controle neste ultimo tempo (Figura 16B),
embora este resultado ndo tenha diferenca estatistica significativa quando analisado
utilizando o niumero de parasitos para cada 100 células infectadas.

A porcentagem de infeccdo dos B-1CDPs, tratados ou ndo, diminuiu no tempo
de 96 horas pos-infeccdo (Figura 17A), mas esta queda ndo interferiu nos
resultados do indice de infeccao (Figura 17B), que é baseado na porcentagem de
células infectadas. Mesmo utilizando o indice de infeccdo para os B-1CDPs, ndo
teve diferenca entre o grupo controle e o tratado em 96 horas. Contudo, para os
MMOs, as células tratadas com vacuolina-1 tiveram um maior indice de infeccao
guando comparadas ao controle (Figura 18B), sendo estatisticamente significativa
esta diferenca. A porcentagem de MMOs infectados, com ou sem tratamento, néo
mudou no tempo de 96 horas (Figura 18A). Imagens representativas do

experimento podem ser encontradas na figura 19.
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Multiplicacdo de L (L.) amazonensis em B-1CDPs e MMOs previamente
tratados com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram tratados com vacuolina-
1 (1 puM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.)
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pés-infeccao foi de 96
horas. Os graficos representam namero de parasitos para cada 100 células
infectadas para B-1CDP (A) e MMO (B). Foram realizados trés experimentos
independentes nas mesmas condicdes técnicas e os valores representam a
média e erro padrdo dos trés ensaios. ** P < 0,001 comparado ao tempo de 2
horas correspondente, ns = ndo significativo. Andlise estatistica utilizada:
ANOVA.
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Figura 17 - Porcentagem e indice de infeccdo dos B-1CDPs previamente tratados
com vacuolina-1. B-1CDPs foram tratados com vacuolina-1 (1 uM) por 1
hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2
horas a 33 °C. O tempo de pos-infecgéo foi de 96 horas. (A) Porcentagem de
infeccdo. (B) Iindice de infeccdo (Produto da porcentagem de células
infectadas pela média do numero de parasitos fagocitados). Foram realizados
trés experimentos independentes nas mesmas condicdes técnicas e 0s
valores representam a média e erro padréo dos trés ensaios. ** P < 0,001
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Andlise estatistica utilizada:
ANOVA.
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Porcentagem e indice de infeccdo dos MMOs previamente tratados com
vacuolina-1. MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 uM) por 1 hora a 37
°C e posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a
33 °C. O tempo de pés-infeccao foi de 96 horas. (A) Porcentagem de
infeccdo. (B) Indice de infeccdo (Produto da porcentagem de células
infectadas pela média do nimero de parasitos fagocitados). Foram realizados
trés experimentos independentes nas mesmas condicdes técnicas e 0s
valores representam a média e erro padrdo dos trés ensaios. ** P < 0,001
comparado ao tempo de 2 horas correspondente. Andlise estatistica utilizada:

ANOVA.
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Figura19- Imagens de imunofluorescéncia representativas do ensaio de infecgdo
dos B-1CDPs e MMOs com Leishmania (L.) amazonensis, previamente
tratados com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram tratados com vacuolina-
1 (1 uM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.)
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pés-infeccdo foi de 96
horas para observar de melhor forma o vacuolo parasitéforo. Pelas imagens é
possivel visualizar o aumento do nimero de parasitos no interior das células
no tempo de 96 horas. Nucleo foi marcado com DAPI (azul); proteina 1 de
membrana associada ao lisossomo foi marcada com anticorpo anti-LAMP-1
(vermelho) e os parasitos com anticorpo anti-Leishmania (verde). Barra de
escala corresponde a 10 pm.

4.5 Comparacado do tamanho do vacuolo parasitéforo dos B-1CDPs e MMOs
infectados com L. (L.) amazonensis previamente tratados com
vacuolina-1

Como mostrado anteriormente a vacuolina-1 néo teve efeito na multiplicacao
da L. (L.) amazonensis em B-1CDPs, mas sim em MMOs quando o perfil da infec¢ao
€ analisado pelo indice de infeccdo. Como esta molécula induz a formacdo de
grandes vacuolos, uma andlise do tamanho dos vacuolos dos B-1CDPs e MMOs
infectados foi realizada para avaliar o efeito da vacuolina-1 neste aspecto. De cada
laminula do tempo de 96 horas pds-infeccdo foram fotografados no minimo 50
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vacuolos para a realizacdo da medicéo. Os resultados mostram que o tamanho dos
vacuolos dos B-1CDPs nao tratados € maior comparado aos dos MMOs também
nao tratados (Figura 20). Quando ambas as células sao tratadas com vacuolina-1, o
comprimento do vacuolo aumenta para as duas, ficando praticamente com 0 mesmo
tamanho.

Os resultados indicam que o comprimento dos vacuolos parasitéforos dos B-
1CDPs néo tratados € maior do que dos MMOs controle, mas o tratamento com
vacuolina-1 para os dois tipos celulares fez praticamente igualar o tamanho médio
dos vacuolos, mostrando que os B-1CDPs ndo conseguiram manter seu fenétipo de
vacuolos maiores que dos MMOs. O modo contraste de fase foi escolhido para a
medicdo dos vacuolos e para a obtencdo das fotos representativas. O tamanho
meédio dos vacuolos dos B-1CDPs observados esta representado na figura 21 e dos
MMOs na figura 22. Mesmo as imagens representarem a média do comprimento
dos vaculos de cada grupo celular e de tratamento, € possivel notar a diferenca de
tamanho entre eles.
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Figura20- Comparacdo do comprimento do vacuolo parasitéforo entre B-1CDPs e
MMOs previamente tratados ou ndo com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs
foram tratados com vacuolina-1 (1 pM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente
infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de
pés-infeccdo foi de 96 horas para observar de melhor forma o vacuolo
parasitoforo. Cada ponto representa a média do comprimento de 50 vacuolos
medidos por laminula. Foram realizados trés experimentos independentes
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nas mesmas condi¢cdes técnicas e os valores representam a meédia da
triplicata biol6gica. Analise estatistica utilizada: ANOVA.

Controle Vacuolina

B-1CDP

Figura21- Imagens de contraste de fase dos vacuolos parasitéforos de B-1CDPs
previamente tratados ou ndo com vacuolina-1. B-1CDPs foram tratados
com vacuolina-1 (1 uM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com
L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pés-infeccao foi de
96 horas escolhido para a obtencéo destas imagens e posterior medi¢do dos
vacuolos utilizando o programa ImageJ. As imagens mostram que o tamanho
dos vacuolos dos B-1CDPs tratados com vacuolina-1 é maior comparado ao
controle néo tratado. Barra de escala corresponde a 10 pm.
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Figura 22 - Imagens de contraste de fase dos vacuolos parasitéforos de MMOs
previamente tratados ou ndo com vacuolina-1. MMOs foram tratados com
vacuolina-1 (1 uM) por 1 hora a 37 °C e posteriormente infectados com L. (L.)
amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C. O tempo de pés-infeccao foi de 96
horas escolhido para a obtencdo destas imagens e posterior medicdo dos
vacuolos utilizando o programa ImageJ. As imagens mostram que o tamanho
dos vacuolos dos MMOs tratados com vacuolina-1 é maior comparado ao
controle n&o tratado. Barra de escala corresponde a 10 pm.

4.6 Expressao de Lyst e Cd200 nos B-1CDPs e MMOs infectados tratados ou
n&o com vacuolina-1

A expressédo dos genes Lyst e Cd200 foi quantificada a partir das amostras de
96 horas pos-infeccdo, previamente tratadas ou ndo com vacuolina-1. Lyst € um
gene responsavel na regulagcdo do tamanho do lisossomo nas células mamiferas
(45) e Cd200 estéa envolvido no controle da resposta imune das células mieléides
(89). Os resultados mostram que a infec¢cdo com L. (L.) amazonensis e apenas 0
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tratamento com vacuolina-1, sem posterior infecgcdo dos B-1CDPs, séo capazes de

aumentar a expressao de Lyst quando comparado ao controle ndo tratado e nao

infectado (Figura 23A). Contudo, por mais que a vacuolina-1 seja capaz de

aumentar a expressdo de Lyst, este tratamento ndo foi sinérgico a infeccéo, pois o

grupo tratado e infectado ndo apresentou maior expressao do que 0s grupos tratado

e infectado isoladamente. Porém, mesmo a média dos experimentos representar o

dobro de expressao do controle, esta diferenca nao foi estatisticamente significativa.

Em relacdo aos MMOs, a média da expressdo de Lyst dos grupos tratados e/ou

infectados foi muito semelhante ao controle (Figura 23B), embora tenha sido

calculada a partir de valores que oscilaram entre os experimentos realizados, sendo

necessario a realizacao de mais ensaios.

>

B-1CDP MMO
4m 3-
£ ZE
© 0O &9
o T 34 o =L 4
(= S 24
[= =] [= =]
s O W O
“ o 0 o
23 2 @ T %
i om _ ﬁ
g = S 1] =mm
& o 14 @
T E | T E
el 't:’l 56
'{.".. 2 > c
~ = u - u L L) L) L)
Controle Vacuolina Controle Vacuolina Controle Vacuolina Controle Vacuoclina
Néo infectado Infectado Néo infectado Infectado
Figura23- Expressdo de Lyst em B-1CDPs e MMOs infectados com L. (L.

amazonensis previamente tratados ou ndo com vacuolina-1. B-1CDPs e
MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 pM) por 1 hora a 37 °C e
posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C.
O tempo de pos-infeccdo foi de 96 horas e o RNA foi extraido para a
realizacdo da PCR em tempo real. Cada ponto representa a média da
triplicata técnica realizada em cada experimento. Foram realizados trés
experimentos independentes nas mesmas condi¢des técnicas e os valores
representam a média e desvio padrédo. Os resultados foram obtidos a partir do
método 2%°T em que o gene Hprtl foi utilizado como controle. Analise
estatistica utilizada: Kruskal-Wallis.

Em conjunto com Lyst, os niveis de expressdao de Cd200 também foram

quantificados. Para os B-1CDPs, a média da expressdo de Cd200 foi muito parecida
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entre 0os grupos somente tratado, somente infectado e tratado e infectado (Figura

24A), apresentando serem maiores, porém sem diferenca significativa, quando

comparadas ao controle. Resultados semelhantes podem ser observados nos

ensaios com MMOs (Figura 24B), em que apenas o tratamento com vacuolina-1 e

somente a infeccdo foram suficientes para aumentar a expressao de Cd200, porém

sem sinergismo da expressao quando as duas condi¢cdes se encontram juntas.
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Figura24 - Expressdo de Cd200 em B-1CDPs e MMOs infectados com L. (L.

amazonensis previamente tratados ou n&o com vacuolina-1. B-1CDPs e
MMOs foram tratados com vacuolina-1 (1 uM) por 1 hora a 37 °C e
posteriormente infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C.
O tempo de pos-infeccdo foi de 96 horas e o RNA foi extraido para a
realizacdo da PCR em tempo real. Cada ponto representa a média da
triplicata técnica realizada em cada experimento. Foram realizados trés
experimentos independentes nas mesmas condi¢cdes técnicas e os valores
representam a média e desvio padrao. Os resultados foram obtidos a partir do
método 2°°°T em que o gene Hprtl foi utilizado como controle. Analise
estatistica utilizada: Kruskal-Wallis.

Portanto, estes resultados mostram que o tratamento com vacuolina-1 e a

infeccdo com L. (L.) amazonensis aumentam, de forma néo significativa, a

expresséo de Lyst e Cd200 nos B-1CDPs, mas nos MMOs apenas a expressédo de

Cd200 é aumentada nessas condicdes. A realizacdo de mais ensaios é fundamental

para o fortalecimento dos resultados devido o perfil de expressdo génica nao ter se

apresentado consistente entre os experimentos.
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4.7 Producdao de citocinas e oxido nitrico pelos B-1CDPs e MMOs infectados
com L. (L.) amazonensis em diferentes tempos de infec¢cao

A quantificagdo das citocinas IL-12p70, IL-10, IFN-y, TNF, MCP-1 e IL-6 foi
realizada para avaliar o perfil imunolégico conduzido pelos B-1CDPs e MMOs ao
serem infectados com L. (L.) amazonensis. Os sobrenadantes utilizados para esta
andlise foram provenientes dos tempos de 2 horas de infeccdo e 24 horas pés-
infeccdo. Para as citocinas pro-inflamatérias TNF (Figura 25A) e MCP-1 (Figura
25B), no tempo de 2 horas os B-1CDPs mostraram menor capacidade de producao
do que os MMOs, fato que se repete para o tempo de 24 horas. Os dois tipos
celulares aumentaram a producdo de ambas citocinas no tempo de 24 horas, sendo
esta concentracdo maior do que o dobro da quantidade produzida no tempo de 2
horas, exceto para MCP-1 produzida pelos MMOs. Por outro lado, a producéo de IL-
6 (Figura 25C), uma citocina também pro-inflamatoria, foi maior nos B-1CDPs para
os dois tempos comparados aos MMOs. A concentracdo desta citocina mostrou-se
no minimo dez vezes maior no tempo de 24 horas pds-infec¢do quando comparada
a quantidade do tempo de 2 horas tanto para B-1CDPs quanto para MMOs. As
demais citocinas quantificadas, IL-12p70, IL-10 e IFN-y, ndo foram exibidas
graficamente pelo fato das concentracfes detectadas (menores que 10 pg/mL) se
encontrarem abaixo do limite de deteccao da técnina utilizada.

Desta forma, estes resultados mostraram que no tempo de 24 horas pos-
infeccdo a concentracdo das citocinas pro-inflamatérioas TNF, MCP-1 e IL-6 é maior
guando comparada ao tempo de 2 horas. Além disso, os MMOs possuem maior
capacidade de produzir TNF e MCP-1 do que os B-1CDPs, mas em relacdo a
citocina IL-6, os B-1CDPs s&o os maiores produtores.
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Figura25- Producdo de citocinas pelos B-1CDPs e MMOs em 24 horas pés-
infeccdo com L. (L.) amazonensis. B-1CDPs e MMOs foram infectados
com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C, tendo o sobrenadante
recolhido e meio fresco adicionado. As culturas foram incubadas até o tempo
de 24 horas poés-infeccdo em que o sobrenadante também foi recolhido. A
dosagem das citocinas TNF (A), MCP-1 (B), IL-6 (C), IL-12p70, IL-10 e IFN-y
(dados ndo mostrados) foi realizada por citometria de fluxo utilizando o kit
CBA. Resultados representam um experimento biolégico.

A producéo de oxido nitrico foi avaliada no tempo de 2 e 24 horas de infec¢éo
dos B-1CDPs e MMOs, bem como em B-1CDPs e MMOs deficientes em MyD88 e
TRIF (Figura 26). Esta dosagem também foi realizada no sobrenadante do
experimento envolvendo as células tratadas ou ndo com vacuolina-1 (Figura 27). Os
resultados mostram que ndo houve diferenca na concentracao de nitrito entre todos

0S grupos analisados.
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Figura 26 - Producédo de 6xido nitrico em 2 e 24 horas de infec¢do dos B-1CDPs e
MMOs WT e deficientes de MyD88 e TRIF. B-1CDPs e MMOs WT, MyD88™
e TRIF" foram infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C e
incubados novamente em meio fresco até o tempo de 24 horas pés-infeccao.
O sobrenadante destes dois tempos foi recolhido e a dosagem de nitrito foi
realizada utilizando o kit Measure-IT™ High-Sensitivity Nitrite Assay. Os
valores correspondem a média e desvio padrédo da triplicata de um
experimento, que representa a dosagem feita do sobrenadante de trés poc¢os
diferentes. Andlise estatistica utilizada: ANOVA.
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Figura 27 - Producéo de o6xido nitrico em 24 horas pés-infeccdo dos B-1CDPs e
MMOs tratados ou n&o com vacuolina-1. B-1CDPs e MMOs foram
infectados com L. (L.) amazonensis (2:1) por 2 horas a 33 °C e incubadas
novamente em meio fresco até o tempo de 24 horas pés-infeccdo em que o
sobrenadante foi recolhido. A dosagem de nitrito foi realizada utilizando o kit
Measure-IT™ High-Sensitivity Nitrite Assay. Os valores correspondem a
média e desvio padrdo da triplicata de um experimento, que representa a
dosagem feita no sobrenadante de trés pocos diferentes. Andlise estatistica
utilizada: ANOVA.
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Durante a infeccdo por Leishmania, varias células do sistema imune estdo
envolvidas na resposta contra o patdégeno, e como as leishméanias possuem diversos
mecanismos de evasdo, se torna muito importante ter um conhecimento cada vez
mais profundo em relacéo ao papel exercido por cada tipo celular, para compreender
de melhor forma a imunobiologia deste tipo de infeccdo. A principal célula
hospedeira para a Leishmania € o macréfago devido a sua susceptibilidade, que
permite o estabelecimento da infeccdo e a persisténcia do parasito (3,17). Desta
forma, pode-se pensar no envolvimento de outras células fagociticas na manutencéo
da doenga, servindo como abrigo seguro para os parasitos assim como 0s
macrofagos.

Poucos estudos tém abordado o papel das células B-1 na infeccdo por
Leishmania, e a grande maioria destes trabalhos tem mostrado que estas células
contribuem para a susceptibilidade a doencga, como ja visto em infeccbes por L. (L.)
major (83,85) e L. (L.) infantum chagasi (86). Devido as diversas caracteristicas
encontradas na infecgéo por diferentes espécies de Leishmania, o presente trabalho
foi realizado com a intencdo de avaliar a participacdo das células B-1,
especificamente os fagocitos derivados de células B-1, durante a infeccao por L. (L.)
amazonensis.

As células B-1 diferem das células B convencionais por serem encontradas
principalmente nas cavidades peritoneal e pleural, por seu fenétipo de marcadores
de superficie e pela capacidade de produzir grandes quantidades de IgM
polirreativas (52,53). Muitos trabalhos j& mostraram que a obtencéo das células B-1
por lavado peritoneal garante uma alta reprodutibilidade, e que quando recolhidas do
sobrenadante da cultura apés 5 ou 7 dias de incubacdo é a populacdo prevalente,
comprovada por citometria de fluxo (69,81,90). Para a confirmacdo de que os
experimentos realizados para este estudo fossem realmente com uma populacdo de
células B-1 com baixa contaminacdo por macrofagos peritoneais, a
imunofenotipagem foi realizada. Para isso foram utilizados anticorpos anti-CD19,
anti-CD23 e anti-F4/80. Os resultados mostraram que 88,6% da populacéo total de
células peritoneais obtidas do sobrenadante de 5° dia de cultura representam as
células B-1 (Figura 8). Além disso, menos de 1% das células apresentaram ser
positivas para F4/80 e negativas para CD19 (Figura 9) correspondente aos
macrofagos, indicando um namero tdo baixo que ndo poderia interferir nos ensaios

realizados com as células B-1.
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Almeida e colaboradores (69) demonstraram que as células B-1 podem se
diferenciar em fagocitos e migrar da cavidade peritoneal para um local inflamatério
nao especifico. A capacidade microbicida dos B-1CDPs foi investigada por Popi e
colaboradores (46) utilizando a bactéria Coxiella burnetii. Neste estudo foi mostrado
que os B-1CDPs sao mais permissivos a esta infec¢do do que os macréfagos, sendo
menos efetivos na eliminagdo das bactérias. Desta forma, foi sugerido que a IL-10
liberada pelos B-1CDPs estaria associada diretamente com esta suceptibilidade, ndo
explorando com maior detalhe os efeitos microbicidas destas células. Outro estudo,
utilizando L. (L.) major, também mostrou que os B-1CDPs sdo mais susceptiveis a
infeccdo quando comparados aos PMOs, apresentando um maior namero de
amastigotas intracelulares e maior porcentagem de células infectadas (85). Neste
mesmo estudo, além da contribuicdo da IL-10 na susceptibilidade dos B-1CDPs, a
presenca de prostaglandinas mostrou ser importante para a multiplicacdo do
parasito no interior das células. Os nossos resultados mostraram que os B-1CDPs
possuem a mesma capacidade de serem infectados por L. (L.) amazonensis e de
permitir a multiplicacdo dos parasitos no seu interior guando comparados aos PMOs
e MMOs (Figura 10A). O numero de parasitos a cada 100 células infectadas foi
equivalente entre os trés tipos celulares nos dois tempos de infecgédo (2 e 48 horas).
Como nossos resultados ndo foram semelhantes aos do trabalho de Arcanjo e
colaboradores (85), em que mostrou que os B-1CDPs possuem maior carga
parasitaria quando comparados aos PMOs, isto pode ser explicado pelo fato deste
estudo ter utilizado camundongos BALB/c, L. (L.) major, maior in6culo de parasitos e
maior tempo de infec¢cdo. De qualquer forma, os nossos dados demonstram, assim
como os outros trabalhos, que os B-1CDPs sao capazes de abrigar Leishmania,
inclusive a espécie L. (L.) amazonensis, 0 que fortemente sugere que esta célula
deveria ser considerada também uma célula hospedeira importante na infeccao do
mesmo modo que os macréfagos.

A interacdo da Leishmania com macréfagos pode ocorrer pelo
reconhecimento de antigenos do parasito por varios receptores da célula. Fazendo
parte deste grupo estao os receptores do tipo Toll, que possuem vias de sinalizacao
envolvidas na resposta inflamatéria a infeccdo por Leishmania (19). Para
verificarmos qual via de sinalizacao esta sendo utilizada pela L. (L.) amazonensis ha
infeccdo dos B-1CDPs e MMOs, camundongos deficientes para moléculas

adaptadoras dos TLRs, MyD88 e TRIF, foram utilizados neste estudo. Os resultados
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preliminares mostraram que a auséncia da molécula MyD88 resulta no aumento da
infeccdo dos B-1CDPs comparados ao WT, e que na auséncia de TRIF a infeccéo é
equivalente ao controle WT (Figura 12A). Ja para os MMOs, tanto o controle quanto
MyD88™” e TRIF" apresentaram o mesmo perfil de infeccdo ndo tendo diferenca
significativa (Figura 13A). Em trabalhos publicados com experimentos in vivo, foi
mostrado que camundongos deficientes para MyD88 sdo mais susceptiveis a
infeccdo por L. (L.) major (91,92), como também para L. (L.) amazonensis (93). O
gue mais chama a atencdo é a grande diferenca na multiplicacdo do parasito
observada em B-1CDPs MyD88" quando comparada aos MMOs (Figuras 12A e
13A), também deficientes desta molécula. Isto sugere que vias envolvendo MyD88
devem servir como mecanismos importantes para a resisténcia a infec¢éo por L. (L.)
amazonensis, com maior relevancia para os B-1CDPs do que para MMOs. Futuros
ensaios precisam ser realizados para compreender de melhor forma as diferencas
em relagdo a sinalizacdo mediada pelos TLRs em B-1CDPs e macrdéfagos.

Sobre a capacidade fagocitica dos B-1CDPs, foi mostrado que ao incubar
estas células com eritrécitos opsonizados com IgG ou com particulas de zimozan,
elas sdo capazes de fagocitar via receptores Fc e de manose (69). Além disso, os B-
1CDPs possuem atividade fagocitica ativa para Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, demonstrada com o uso de citocalasina B e colchicina. Estas
drogas impedem a polimerizacdo de actina e microtubulos, respectivamente,
auxiliando na avaliacdo do papel do citoesqueleto no processo de engolfamento de
particulas (76). Na infeccdo por Leishmania, a atividade da proteina tirosina quinase
no macrofago pode ser induzida durante a interacdo com 0s receptores no momento
da entrada do parasito na célula hospedeira. O tratamento de macrofagos com
genisteina (inibidor da proteina tirosina quinase) e citocalasina B, antes da infeccao
com L. (L.) donovani, mostrou uma diminuicdo do numero de parasitos por célula,
evidenciando a importancia da tirosina quinase e da polimerizacdo de actina para a
fagocitose (94). Assim, para avaliar o mecanismo de entrada da L. (L.) amazonensis
nos B-1CDPs, estas células e os MMOs foram tratados com as drogas genisteina e
latrunculina A (inibidor da polimerizacdo dos filamentos de actina) e em seguida
infectados com os parasitos. Os resultados foram semelhantes aos encontrados na
literatura, mostrando que os B-1CDPs e MMOs tratados com ambas as drogas
apresentaram menor numero de parasitos internalizados e maior numero de

parasitos aderidos a membrana, quando comparados ao grupo controle néo tratado
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(Figura 14). A porcentagem de infeccdo dos grupos tratados com latrunculina A,
para ambas as células, diminuiu drasticamente comparado ao controle (Figura 15).
Isso mostra o papel fundamental que a actina possui, pois a desestabilizacdo do
citoesqueleto, induzida por drogas que afetam os filamentos de actina, reduz a
aderéncia e engolfamento das promastigotas e, concomitantemente, a carga
parasitaria no interior das células (17). Portanto, nossos resultados mostraram que
ao inibir o processo de fagocitose os parasitos ndo sao capazes de infectar os B-
1CDPs, demonstrando que o mecanismo de entrada envolvido é a via fagocitica. Os
MMOs foram utilizados como controle pois, como j& bem descrito, s6 podem ser
infectados pelo processo de fagocitose (17,36).

A L. (L) amazonensis possui a caracteristica de induzir a formacgdo de
grandes vacuolos parasitéforos no macréfago devido a fusdo com os lisossomos e
fagolisossomos, o que facilita sua sobrevivéncia no ambiente hostil da célula por
resultar na diluicdo das moléculas microbicidas (21,41,42). Esta capacidade da
Leishmania em relagdo aos B-1CDPs ainda ndo foi estudada. Porém, na infeccéo
por Coxiella burnetii foi mostrada a formacgédo de grandes vacuolos nos B-1CDPs,
sendo maiores do que dos macréfagos infectados (46). A multiplicacdo e
sobrevivéncia da L. (L.) amazonensis esta relacionada com o tamanho do vacuolo
parasitoforo. Um estudo utilizando macrofagos e fibroblastos murinos possuindo
uma anormalidade que gera a formacdo de grandes lisossomos (camundongos
beige, mutacdo no gene Lyst), demonstrou que estas células apresentam um maior
vacuolo parasitéforo quando infectadas com L. (L.) amazonensis, com um aumento
na multiplicagdo dos parasitos intracelulares. Quando estas células foram
complementadas geneticamente para superexpressar o gene deficiente, Lyst (gene
regulador do tamanho de lisossomos), os vacuolos passaram a ser visivelmente
pequenos, ndo sustentando a multiplicacdo da L. (L.) amazonensis. Quando sdo
tratadas com vacuolina-1 (molécula que promove a expansao de vacuolos), estas
células passam a apresentar grandes vacuolos parasitoforos promovendo a
multiplicac@o dos parasitos (45). Como ja foi mostrado em nossos resultados que 0s
B-1CDPs e macrofagos podem ser infectados e permitem a multiplicacdo de L. (L.)
amazonensis de maneira semelhante, foi avaliado o efeito da vacuolina-1 nesta
infeccdo para comparar a susceptibilidade de cada célula apés o tratamento. Para
0os B-1CDPs néo teve diferenca no numero de parasitos a cada 100 células

infectadas e no indice de infeccdo, do tempo de 96 horas pdés-infeccédo, quando
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previamente tratados ou nao com vacuolina-1 (Figuras 16A e 17B). Em
contrapartida, os MMOs tratados apresentaram maior nimero de parasitos por 100
células infectadas e maior indice de infeccdo quando comparados ao controle nao
tratado com vacuolina-1 (Figuras 16B e 18B). A capacidade de infeccdo no tempo
de 2 horas nao foi alterada pelo tratamento com vacuolina-1 para ambas as células,
mostrando apenas um efeito tardio na infeccdo dos MMOs.

Como o tamanho do vacuolo parasitéforo pode influenciar na capacidade de
sobrevivéncia e multiplicagdo da L. (L.) amazonensis, nds investigamos se 0s B-
1CDPs e MMOs possuem a mesma capacidade de formar grandes vacuolos,
incorporando nestes ensaios 0 tratamento com vacuolina-1, analisando as
diferencas no tamanho dos vacuolos parasitoforos e posteriormente na expressao
de Lyst. A média do comprimento dos vacuolos de B-1CDPs contendo parasitos se
apresentou maior do que a média dos MMOs (Figura 20), mesmo sem o tratamento
com vacuolina-1. Isso concorda com os resultados obtidos por Popi e colaboradores
(46) em que os B-1CDPs apresentaram maiores vacuolos do que dos macréfagos,
quando infectados com Coxiella burnetii. Em relagcdo as células tratadas com
vacuolina-1, a média do comprimento dos vacuolos dos B-1CDPs e MMOs se
encontrou maior quando comparados aos seus controles. Para os MMOs, o aumento
no tamanho dos vacuolos, causado pela vacuolina-1, correlacionou com o aumento
no indice de infeccdo quando comparado ao controle néo tratato, confirmando este
efeito na multiplicagdo da Leishmania. Ja os B-1CDPs, mesmo apresentando
maiores vacuolos quando tratados com vacuolina-1, ndo permitiram o aumento da
carga parasitaria, sendo semelhante ao perfil do grupo de células nao tratadas. Este
fendbmeno pode estar relacionado ao fato de que estas células quando infectadas ja
apresentam grandes vacuolos mesmo sem o tratamento com vacuolina-1. Por outro
lado, para os MMOs, como foi observado uma maior diferenga do tamanho dos
vacuolos entre o grupo tratado e ndo tratado, este aumento mais significativo pode
ter sido o suficiente para influenciar na capacidade de multiplicacdo da Leishmania,
0 que resultou no aumento do indice de infecgdo dos MMOs tratados com vacuolina-
1.

A expressao do gene Lyst foi quantificada para investigar se a L. (L.
amazonensis € capaz de modular a expressao deste gene regulador de maneira
diferente em B-1CDPs e MMOs. O tratamento com vacuolina-1 e a infecgdo com

Leishmania, utilizados separadamente, mostraram ser capazes de aumentar a
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expressao de Lyst nos B-1CDPs (Figura 23A) 96 horas pos-infeccéo. A partir destes
resultados pode-se pensar que com o estimulo do tratamento ou da infeccdo, em
que ambos induzem a expansdo de vacuolos, os B-1CDPs responderam
aumentando a expressdo de Lyst na tentativa de controlar esta expansdo. Este
mesmo fendmeno ocorreu para as células tratadas e infectadas, e como a
expressao relativa foi semelhante entre os trés grupos avaliados, mostrou que o
tratamento somado a infeccdo ndo apresentam sinergismo. Estes resultados foram
baseados na média da expressdo relativa da triplicata biolégica, que mesmo
representando o dobro em relagdo ao controle, este aumento ndo possui diferenca
significativa. Para os MMOs, a média da expressao relativa se apresentou muito
semelhante ao controle para todos os grupos estudados (tratados com vacuolina-1
e/ou infectados com Leishmania) (Figura 23B). Isto indica que os MMOs, diferente
dos B-1CDPs, ndo sdo capazes de aumentar a expressao de Lyst sob estimulo da
vacuolina-1 ou do parasito, ou 0 aumento é significativamente menor quando
comparado aos B-1CDPs. Como Lyst esta estritamente relacionado ao trafego e
tamanho dos lisossomos, seria interessante analisar a biogénese de lisossomos
nestas duas populacdes celulares, quando infectadas por Leishmania. Muitos
trabalhos tém demonstrado que Lyst esta envolvido na biogénese e fusdo de
lisossomos em varios compartimentos (95,96). Recentemente foi demonstrado por
Cortez e colaboradores (97) que células tratadas em diferentes condicbes de
estresse diminuem ou aumentam a entrada de Trypanossoma cruzi, e que a
biogénese/distribuicdo de lisossomos é essencial para este fenbmeno. Sendo assim,
Leishmania ativaria diferentes processos envolvendo lisossomos, como fusdo de
membranas, biogénese do vacuolo parasitéforo e trafego de vesiculas, dependendo
do tipo celular infectado. Neste sentido, sabe-se que a fusdo do vacuolo parasitéforo
de Leishmania com diferentes estruturas da célula € um processo continuo (98).

A L. (L) amazonensis possui muitos mecanismos de evasdo do sistema
imune e um deles esta relacionado a sua capacidade de induzir a expressado de
CD200 (40). A CD200 é uma glicoproteina de membrana presente nos timdcitos,
células B, células T, neurbnios, células endoteliais, entre outras; ja seu receptor
encontrado nas ceélulas mieldides, como os macrofagos (99). Um dois efeitos da
interacdo da CD200 com seu receptor € a inibicdo da expressao de moléculas pro-
inflamatorias, contendo o processo inflamatoério e, em consequéncia, a resolucéo de

uma infeccéo (89). A inducdo da expressdo de CD200 em macrofagos murinos no
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inicio da infeccdo (1 hora apds a infeccdo) por amastigotas de L. (L.) amazonensis
foi mostrada ser importante para a manutencdo da infec¢cao (40). Por outro lado,
formas promastigotas ndo sao capazes de induzir CD200 em niveis significativos no
inicio da infeccdo (dados obtidos pelo nosso laboratorio), o que leva a pensar em
escolher pontos de infeccdo mais tardios que tenham maior quantidade de
amastigotas intracelulares. Desta forma, os niveis de expressdo génica de Cd200
dos B-1CDPs e MMOs, infectados e previamente tratados ou ndo com vacuolina-1,
foram verificados no tempo de 96 horas pés-infeccdo. Nossos resultados mostraram
gue a média da expressao dos transcritos de Cd200 nos B-1CDPs e MMOs foi muito
semelhante entre as células somente tratadas ou infectadas e as células que
receberam os dois estimulos (Figura 24). Esta expressao apresentou-se como 0
dobro em relacdo ao controle, embora este aumento ndo tenha sido significativo
estatisticamente. A razdo pela qual a vacuolina-1 aumenta a expressao de Cd200
pode ser o fato de que a célula conduza para uma resposta anti-inflamatoria frente a
este estimulo, sendo equivalente a resposta contra L. (L.) amazonensis, diferindo
apenas no proposito de que o parasito induz essa expressao para a sua
sobrevivéncia. Além disso, o tratamento com vacuolina-1 seguido da infecgdo com
0s parasitos ndo possui um efeito sinérgico para a expressdo de Cd200. De
qualquer forma, o aumento da expressdo de Cd200 no tempo de 96 horas pos-
infeccdo pode ser muito importante para a manutencdo do parasito no interior da
célula por evitar a ativacdo da mesma. Os niveis de expressdo dos transcritos de
Cd200 dos B-1CDPs mostraram ser variaveis entre os trés experimentos, ficando
bem evidente a baixa expressédo em dois deles e uma alta expressao em um ensaio.
Dessa forma, a realizacdo de mais experimentos seria importante para conferir qual
padrdo de expressdo € o mais frequente, bem como identificar os niveis de
expressao proteica de CD200 durante a infeccdo das células pelo parasito.

Para a avaliacdo da resposta imune dos B-1CDPs e MMOs, citocinas foram
guantificadas do sobrenadante de 2 horas de infeccdo e 24 horas pés-infeccdo. A
producdo das citocinas pro-inflamatorias TNF e MCP-1 aumentou no tempo de 24
horas em relacdo ao tempo de 2 horas, tanto para os B-1CDPs quanto para 0s
MMOs (Figura 25A e B). Embora ambas as células aumentaram a producgéo destas
citocinas em 24 horas, os MMOs mostraram maior capacidade de producao do que
0os B-1CDPs, produzindo praticamente o dobro da quantidade nos dois tempos de

infeccdo. Quando estimulados com LPS, os macrofagos se ativam e produzem TNF
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como uma resposta inicial (100). Sua producdo também ja foi visualizada na
infeccdo dos macrofagos por L. (L.) amazonensis, mas seus niveis sO foram
detectados na presenca de neutréfilos na cultura, tanto em 24 quanto em 72 horas
pos-infeccdo. Enquanto para MCP-1, sua maior producao foi detectada no tempo de
24 horas na auséncia dos neutroéfilos (101). As citocinas TNF e MCP-1 possuem
capacidade de recrutar células para o local inflamatério ou de infec¢do, sendo esta
tltima especifica para monécitos. Assim, os B-1CDPs e MMOs foram ativados e
mostraram resposta pré-inflamatéria na tentativa de combater a infeccdo pelo menos
até este tempo observado.

A citocina IL-6 foi produzida em maior quantidade pelos B-1CDPs do que
pelos MMOs, nos dois tempos de infeccdo (Figura 25C). Porém, as duas células
foram capazes de aumentar esta producédo no tempo de 24 horas mais de dez vezes
em relacdo ao produzido em 2 horas de infeccdo. A IL-6 é conhecida como uma
citocina multifuncional devido ao seu papel na resposta imune, inflamacao,
hematopoiese, no sistema enddcrino e nervoso. Os macrofagos produzem grandes
guantidades desta citocina, que também € responsavel pela proliferacdo e
diferenciacdo dos linfocitos T, inducdo da diferenciagdo das células B em
plasmacitos, entre muitas outras funcfes (102). Um estudo mostrou e sugeriu que a
IL-6 produzida pelos macrofagos peritoneais € importante para a sobrevivéncia das
células B-1 por aumentar sua viabilidade. Além disso, observaram que sem qualquer
estimulo as células B-1 néo produzem IL-6 (103). Nossos resultados mostraram que
os B-1CDPs sédo capazes de produzir IL-6 quando infectados com L. (L.
amazonensis, e além disso esta producdo é mais eficiente do que a dos MMOs,
embora esta capacidade contribua para a resposta pro-inflamatoria de ambas as
células.

As outras citocinas, IL-12p70, IL-10 e IFN-y, foram quantificadas (dados n&o
mostrados), contudo ndo apresentaram concentragdes significantes devido aos seus
niveis se encontrarem abaixo do limite de deteccéo. A IL-12 € muito importante para
o desenvolvimento de uma resposta efetiva contra Leishmania, e como o0s
macrofagos representam a principal célula hospedeira para este parasito,
consequentemente acabam néo sendo a principal fonte desta citocina, concedendo
este papel para as células dendriticas (104). De forma semelhante ocorre para a
producéo de IFN-y, que é secretado por células T e que possui capacidade de ativar

os macréfagos sendo um fator muito importante na defesa contra a Leishmania
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intracelular (105). Ja a IL-10, uma citocina anti-inflamatéria com papel muito
importante na sobrevivéncia do parasito, pode ser secretada pelos macréfagos
(106), mas também pelas células B-1, que neste caso age como fator de
autorrenovacao destas Ultimas além do efeito anti-inflamatério (60).

Outro aspecto avaliado em nossos estudos foi a producdo de oOxido nitrico.
Durante a resposta imune, este fator é essencial para a citotoxicidade mediada pelos
macrofagos (107). Apenas macrofagos ativados podem produzir NO, e foi verificado
que este é essencial para o controle da infeccdo por L. (L.) major (108). Por outro
lado, as espécies L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis sédo resistentes ao NO,
estando correlacionado a gravidade da doenca (109). Nossos resultados mostraram
gue nao teve diferenca na producdo de NO entre os B-1CDPs e MMOs WT e
deficientes para MyD88 e TRIF (Figura 26), mesmo apresentando um perfil de
infeccdo maior no grupo dos B-1CDPs MyD88". Também n&o houve diferenca na
producdo de NO entre as células controle com as infectadas e/ou tratadas com
vacuolina-1 no tempo de 24 horas pos-infeccdo (Figura 27). Isso mostra que mesmo
com o estimulo dos parasitos e/ou do tratamento com vacuolina-1, os B-1CDPs e
MMOs nédo foram capazes de produzir significantes niveis de NO até este momento
da infecgao.

Tendo em vista todos os resultados observados, este estudo mostrou que o0s
B-1CDPs sao capazes de fagocitar e permitir a multiplicacdo de L. (L.) amazonensis
no seu interior. Além disso, possuem a caracteristica de formar grandes vacuolos
parasitoforos, um ambiente propicio para a sobrevivéncia desta espécie,
apresentando uma resposta imune voltada para o perfil pré-inflamatério em 24 horas
pos-infeccdo, na tentativa de controlar este tipo de infeccdo. Este trabalho contribui
para os estudos relacionados a investigacdo das diferentes células envolvidas na
resposta imune contra Leishmania, fortalecendo a ideia de que além dos
macrofagos, neutréfilos, células dendriticas e fibroblastos, outras células podem
estar servindo como um abrigo seguro para estes parasitos, contribuindo fortemente
para a manutencdo da infeccdo. Com este conhecimento, o presente trabalho pode
servir como base para futuras pesquisas relacionadas ao estudo dos mecanismos
de escape da resposta imune que a Leishmania utiliza. Como um destes
mecanismos pode estar relacionado com a indugéo da expresséo de CD200 nos B-
1CDPs, mais investigacbes nesta é&rea poderiam contribuir para o melhor

entendimento da imunobiologia deste patégeno.
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A patrtir dos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que:

- As células B-1 correspondem a maior populacdo obtida do sobrenadante das

células peritoneais cultivadas por cinco dias.

- A capacidade de infeccdo da L. (L.) amazonensis e seu perfil de multiplicacao

nos B-1CDPs é semelhante quando comparada aos PMOs e MMOs.

- Os B-1CDPs deficientes para a molécula adaptadora MyD88 dos TLRs sé&o
mais susceptiveis a infeccdo por L. (L.) amazonensis e mais permissivos para a

multiplicacéo dos parasitos no seu interior quando comparados ao WT e TRIF™.

- O modo pelo qual os B-1CDPs sao infectados por L. (L.) amazonensis € pelo

mecanismo de fagocitose, mesma via utilizada pelos MMOs.

- O tratamento com vacuolina-1 ndo aumenta a capacidade de multiplicacao

dos parasitos nos B-1CDPs, mas sim nos MMOs.

- Os B-1CDPs possuem vacuolos parasitéforos maiores do que dos MMOs,
porém o tratamento com vacuolina-1 somado a infecgdo com L. (L.) amazonensis

faz igualar o tamanho dos vacuolos.

- Apenas o tratamento com vacuolina-1 ou a infec¢cdo com L. (L.) amazonensis
€ capaz de aumentar a expressao de Lyst nos B-1CDPs, porém o sinergismo destes

dois fatores nao ocorre.

- Os MMOs infectados com L. (L.) amazonensis sdo capazes de produzir maior
qguantidade de TNF e MCP-1 do que os B-1CDPs, porém o inverso ocorre em

relacdo a producgédo de IL-6.

- O perfil da resposta imune conduzido pelos B-1CDPs e MMOs quando
infectados com L. (L.) amazonensis, de acordo com as principais citocinas
produzidas em 24 horas pés-infecgéo, caracteriza ser pro-inflamatorio sem diferenca

na producgédo de oxido nitrico.
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APENDICE A — Marcacgéo de CD19 das células peritoneias do sobrenadante de 5°
dia e de macrofagos de medula de camundongos C57BL/6.
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APENDICE B - Citometria do sobrenadante de 3° dia de células peritoneais de
camundongos BALB/c, marcacao de CD19, CD23 e F4/80.
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APENDICE C - Imagens de imunofluorescéncia representativas do experimento de
B-1CDPs WT, MyD88” e TRIF" infectados com L. (L.) amazonensis ilustrando sua

multiplicacéo.

B-1CDP

WT

MyD88"/-

TRIF/-

Barra de escala corresponde a 10 pm
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APENDICE D - Imagens de imunofluorescéncia representativas do experimento de
MMOs WT, MyD88”" e TRIF” infectados com L. (L.) amazonensis ilustrando sua

multiplicacéo.

Barra de escala corresponde a 10 um
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APENDICE E - Imagens de imunofluorescéncia exemplificando a contagem dos
parasitos aderidos e internalizados dos ensaios sobre a avaliagdo da capacidade

fagocitica.

Internalizado Aderido

Controle

Genisteina

Latrunculina

Barra de escala corresponde a 10 um e as setas brancas indicam o nucleo do

parasito internalizado quando o0 mesmo ndo possuia marcacao em verde.



