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Resumo

NADAES, Natalia Rocha Caracterizacdo da infeccdo da linhagem de macréfagos caninos
(DH82) por duas especies de Leishmania: Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi.
2014. 64p. Mestrado em Ciéncias Veterinarias. Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

A leishmaniose canina estd presente em diversos paises do Novo e Velho Mundo. A América
Latina possui uma incidéncia estimada em milhdes de cées infectados, podendo chegar a 75% da
populacdo em areas endémicas. A infeccdo canina pela Leishmania chagasi é a mais comum,
embora o cdo possa se infectar por outras espécies de Leishmania, e o relato desse fato tem sido
cada vez mais frequente. A maioria dos estudos usa macréfagos murinos como modelo de estudo
da leishmaniose in vitro. Nosso trabalho tem por objetivo caracterizar a infeccdo dos macrofagos
caninos da linhagem DH82 por L. amazonensis e L. chagasi, visando propor um possivel modelo
canino in vitro. Nossos resultados mostraram que a linhagem de macrofagos caninos DH82
interage com formas promastigotas de ambas as espécies de Leishmania, no entanto ha uma
maior interacdo com L. amazonensis do que com L. chagasi. Além disso, observamos que a L.
amazonensis é mais infectiva para os macrdéfagos caninos DH82 do que a L. chagasi. A
opsonizacdo por anticorpos especificos facilita a interacdo e aumenta a sobrevivéncia de L.
chagasi comparada a L. chagasi ndo opsonizada. O perfil de interacdo e infeccdo de L.
amazonensis e L. chagasi é semelhante entre as linhagens de macrdfagos caninos DH82 e RAW
264.7. A analise da expressdo de MHC Il e CD80 na superficie dos macréfagos caninos DH82
mostraram que essas células apresentam uma expressdo basal e que a infeccdo por ambas as
espéecies de Leishmania ndo modula a expressdo de MHCII, mas a expressao basal de CD80
parece aumentar na presenca de L. amazonensis. Foi observado um aumento da expressdo de
MHCII e CD80 nas células estimuladas por LPS, no entanto os parasitos parecem ndo modular a
expressdo de ambas as moléculas nas células estimuladas pelo LPS. A deteccdo de NO e ROS
nos macrdfagos caninos DH82, mostraram que essas células possuem niveis basais de NO e
ROS, e que apds estimulo com LPS ha um aumento desses radicais. A analise da producdo de NO
ou ROS nas células basais ou estimuladas pelo LPS na prsenca de L. amazonenis e L. chagasi
ndo mostrou alteracdo. Apesar das diferencas encontradas entre 0 nosso modelo experimental
proposto e alguns resultados ja descritos na literatura para outros macréfagos, a linhagem de
macrofago canino DH82 pode ser um possivel modelo experimental canino de infeccdo in vitro
por Leishmania.

Palavras-chave: Leishmaniose canina, macrofagos caninos, DH82, Leishmania amazonensis,
Leishmania chagasi



Abstract

NADAES, Natalia Rocha Caracterisation of the infection of a canine macrophage (DH82) by
two Leishmania species: Leishmania amazonensis e Leishmania chagasi. 2014. 64p. Master in
Veterinarian Science. Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2014.

Canine leishmaniasis occurs in many countries from both Old and New World. Latin America
presents an estimated incidence of millions case of infected dogs, reaching up to 75% of the
population in endemic areas. Canine infection by Leishmania chagasi species is the most
common, even though the dog may be infected by other Leishmania species, and reports of this
fact are ever more often. Most studies use murine macrophages as a model of studying
leishmaniasis in vitro. In this study, we characterize the infection of canine DH82 macrophages
cell line by L. amazonensis and L. chagasi in order to propose a possible in vitro canine model.
Our results demonstrated that the canine DH82 macrophages cell line interacts with
promastigotes of both Leishmania species, however L. amazonensis interact more than L.
chagasi. Furthermore, we have observed that L. amazonensis is more infective to canine DH82
macrophages than L. chagasi. Specific antibody opsonization facilitates interaction and increases
the survival rates of L. chagasi when compared to non-opsonized L. chagasi. The analysis of
interaction and infection profile of DH82 and RAW 264.7 macrophages cell lines by L.
amazonensis and L. chagasi showed to be similar. Expression analysis of MHC Il and CD80 on
canine macrophage DH82 surface showed that these cells have a basal expression and that none
of the Leishmania species modulate the expression of MHCII, but basal expression of CD80
seems to be increased in the presence of L. amazonensis. In LPS- stimulated cells was observed
an increase of CD80 and MHCII expression, however, the parasites do not appear to modulate
the expression of both molecules in LPS-stimulated cells. NO and ROS detection in canine DH82
macrophages showed that these cells have basal levels of NO and ROS, and that, after stimulation
with LPS, there is an increase of it. The detection of NO and ROS in L. amazonenis or L. chagasi
infected macrophages, showed that none of the species induced NO or ROS on basal or LPS-
stimulated cells. Despite the differences found among our proposed experimental model and
others described in the literature, canine DH82 macrophage cell line may be a possible canine
experimental model of infection by Leishmania.

Key words - Canine leishmaniasis, canine macrophage, DH82, Leishmania amazonensis,
Leishmania chagasi



Lista de Abreviagoes

CD11b — membro da familia de integrinas beta dois
CD11c — membro da familia de integrinas beta dois
CD80 — Molécula co-estimulatoria B7-1

CD86 — Molécula co-estimulatoria B7-2

CR — Receptor de complemento

DH82 — Linhagem de macrofagos caninos

ELISA — Ensaio imunoenzimatico

FcR — Receptor para a por¢éo Fc do anticorpo

gp63 — Glicoproteina de 63kDa

H.0, — Peroxido de hidrogénio

IFN-y - Interferon-gama

IgG — Imunoglobulina G

IL — Interleucina

iNOS- Oxido nitrico sintetase induzida

K1 - Linhagem de macréfagos caninos

K6 — Linhagem de macr6fagos caninos

La — Leishmania amazonensis

Lc — Leishmania chagasi

Lc ops. - Leishmania chagasi opsonizada por anticorpos
LPG — Lipofosfoglicano

LPS — Lipopolissacarideo

MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
MHCII — Complexo de histocompatibilidade do tipo 11
MS — Ministério da Saude

NO — Oxido nitrico

NOS — Oxido nitrico sintetase



O, - Anion super 6xido

030D - Linhagem de macréfago canino

OMS — Organizac¢do Mundial da Saude

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase
RAW?264.7 — Linhagem de macrofagos murinos
RIFI - Reacdo de imunofluorescéncia indireta
ROS — Espécies reativas de oxigénio

SOD - Superdxido dismutase

TGF-p — Fator transformador de crescimento beta
TLR — Receptor semelhante ao Toll

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa
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INTRODUCAO
Leishmaniose

As leishmanioses representam um desafio a ser superado, sendo considerada uma doencas
negligenciadas. Em 2012, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou os resultados de um
levantamento global sobre a situacdo da leishmaniose no mundo (ALVAR et al., 2012). Esse
estudo encontrou 98 paises, com transmissdo endémica da leishmaniose nos cinco continentes.
Anualmente, sdo registrados mais de duzentos e vinte mil casos de leishmaniose cutanea,
enquanto a forma visceral acomete mais de cinquenta e oito mil pessoas. O Brasil esta listado
entre 0s seis paises com maior numero de casos de leishmaniose visceral, e entre os dez paises
com 0 maior nimero de casos estimados para a leishmaniose cutanea.

No homem, a doenca pode se apresentar de quatro formas clinicas distintas: cutanea,
cuténea difusa, mucocutanea e visceral (http://www.who.int/topics/leishmaniasis/en/).

A forma cutanea se apresenta como lesbes ulceradas da pele, que geralmente se curam de
forma espontanea em poucos meses, e pode ser causada por diversas espécies de Leishmania
como: L. major, L. tropica, e L. aethiopica no Velho Mundo e pelas espécies: L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis, L. panamensis, L. peruviana, L. guyanensis, L. lainsoni, L. shawi,
L. naiffi e L. lindenbergi no Novo Mundo (MURRAY et al., 2005). A forma cutanea difusa
apresenta lesbes de pele crbnicas e disseminadas pelo corpo do paciente, enquanto a forma
mucocutanea, geralmente surge meses ou anos apds o primeiro episédio de leishmaniose cutanea,
e causa destruicdo progressiva da mucosa oral e nasal, podendo levar a completa destruicdo do
septo nasal e palato (CHAPUIS et al., 2007).

A forma visceral pode ser causada pela L. donovani e L. infantum no Velho Mundo, e L.
chagasi no Novo Mundo, e representa a forma mais severa da doenca, sendo fatal, se ndo for
tratada. Na forma visceral, ha a disseminacdo do parasito pelo organismo acometendo diversos
Orgdos, causando hepatomegalia e esplenomegalia febre, fadiga e perda de peso (CHAPUIS et
al., 2007).

Além do homem, outras espécies de mamiferos sdo susceptiveis a infeccdo por diferentes
espécies de Leishmania como canideos, gambas e roedores (ASHFORD, 1996). As espécies de
animais silvestres e domésticos sdo consideradas reservatérios e apresentam papel central no
ciclo de transmissdo da doenca ao homem, sendo os canideos, 0s principais reservatérios das
espécies de Leishmania viscerotropicas no Mediterraneo, Asia, e Américas do Sul e Norte. A
principio, a Leishmania donovani é a Unica espécie capaz de gerar uma parasitemia elevada no
homem, e, portanto, permitir a transmissdo homem-homem sendo considerada uma
antropozoonose (CHAPUIS et al., 2007; PALATNIK-DE-SOUZA & DAY, 2011).

O parasito

Os protozoarios do género Leishmania, pertencem a Ordem Kinetoplastida e a Familia
Trypanosomatidae. A regido do tubo digestivo do fleb6tomineo, onde ocorre o desenvolvimento
do parasito divide o género Leishmania em dois subgéneros: Leishmania e Viannia (CRUZ et al.,
2010). Quando a metaciclogénese ocorre na regido anterior ao piloro, o parasito pertence ao
subgénero Leishmania, enquanto que, quando o parasito se diferencia a partir da regido posterior
ao piloro é classificado como subgénero Viannia. Nas Américas encontramos 0s dois subgéneros,
enguanto no Velho Mundo, apenas o subgénero Leishmania esta presente (CRUZ et al., 2010).

Estes parasitos sdo heteroxenos, necessitam de um hospedeiro vertebrado e um
invertebrado para completar o seu ciclo de vida, e apresentam 2 formas distintas: formas
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promastigotas, extracelulares e flageladas, que estdo presentes no trato digestivo do inseto vetor
(LAINSON & SHAW, 1987), e as formas amastigotas, que ndo apresentam flagelo livre, e estdo
presentes no interior de macrofagos, onde se multiplicam em vacutolos (ROSSEAU et al. 2001).

Os parasitos do género Leishmania séo transmitidos para o hospedeiro vertebrado por
dipteros flebotomineos da Familia Psychodidae, subfamilia Phlebotomine, sendo as espécies do
género Phlebotomus as de importancia no Velho Mundo, e as do género Lutzomyia importantes
no Novo Mundo (SHIMABUKURO & GALATI, 2011).

O ciclo de vida

O flebotomineo se infecta ao ingerir formas amastigotas de Leishmania spp. em um
hospedeiro vertebrado infectado. No intestino do flebotomineo, as formas amastigotas se
diferenciam em formas promastigotas prociclicas, que se multiplicam ativamente até o
rompimento da matriz peritréfica, que ocorre através da secrecdo de quitinase pelos parasitos (SCHLEIN
et al, 1991). Os promastigotas prociclicos se ligam as células epiteliais do intestino inserindo o seu flagelo
entre as microvilosidades, essa ligacdo é mediada pelo lipofosfoglicano (LPG), o glicoconjugado
majoritario presente na superficie dos promastigotas (PIMENTA et al., 1992). Apés a eliminagdo
dos restos da digestdo do sangue, os promastigotas migram em direcdo a probdscide. Durante essa
migracdo, os promastigotas passam pelo processo de diferenciacdo chamado metaciclogénese, onde
passam de um estagio ndo-infectante (prociclico), para um estagio infectante (metaciclico) (SACKS et al.,
1985) (Fig. 1). Em um préximo repasto sanguineo, formas promastigotas metaciclicas sdo
transmitidas durante a picada e fagocitadas por macréfagos presentes no tecido. No interior do
fagolisossoma dos macrdfagos, as formas promastigotas metaciclicas se diferenciam em
amastigotas, que se multiplicam, por divisdo binaria, até a ruptura da célula e fagocitose por
outros macrofagos, mantendo a infeccdo no hospedeiro vertebrado (NADERER &
McCONVILLE, 2007).
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Figura. 1: Ciclo de vida Leishmania spp. Adaptado de Palatnik-de-Souza & Day (2011).

Leishmaniose canina

A leishmaniose canina esta presente em aproximadamente 50 paises (BANETH et al.,
2008; DANTAS-TORRES, 2009), distribuidos em todos os continentes, com exce¢do da Oceania
(BANETH et al., 2008; OTRANTO et al., 2009).

A real incidéncia da Leishmania spp. na populacgdo canina é de dificil predicdo, devido a
diferengas de sensibilidade dos metodos diagnosticos e a falta de trabalhos epidemiologicos em
algumas regides. (LOPEZ-CESPEDES et al., 2012). Estima-se que milhdes de ces estejam
infectados na América Latina (WERNECK et al., 2006), em algumas regides a prevaléncia da
leishmaniose canina pode alcancar indices de até 75% (CORTADA et al., 2004).

O céo pode ser infectado por diversas espécies do género Leishmania (Tabela 1) sendo a
forma visceral causada pela L. chagasi, a mais comum e também a de maior importancia para a
salde publica (DANTAS-TORRES et al., 2012).



Leishmania spp. Distribuicdo Geografica

L. amazonensis Brasil

L. arabica Arébia Saudita

L. braziliensis América do Sul

L. colombiensis Venezuela

L. guyanensis Colombia

L. infantum Africa, Américas, Asia, Europa
L. major Egito, Arbia Saudita

L. mexicana Equador, Estados Unidos da América
L. panamensis Coldémbia, Equador, Panama

L. peruviana Peru

L. pifanoi Equador

L. tropica India, Ird, Marrocos, Siria

Tabela 1. Espécies de Leishmania reportadas em cdes do Novo e Velho Mundo. Adaptado de Dantas-
Torres e colaboradores (2012).

H& muito ja se reconhece o cdo, como o principal reservatério urbano da L. chagasi
(BANETH, et al., 2008; LOPEZ-CESPEDES, et al., 2012), e seu papel no ciclo urbano da
doenca pode ser atribuido a sua proximidade com o homem (DESJEUX, et al., 2004; DANTAS-
TORRES & BRANDAO-FILHO, 2006). Tanto os cdes sintomaticos quanto os assintomaticos
sdo capazes de infectar o flebotomineo (BANETH, et al., 2008), apesar da infectividade dos cédes
sintomaticos ter se mostrado maior que a dos caes assintomaticos em um estudo realizado por
Michalsky e colaboradores (2007).

Os cées infectados podem ou ndo apresentar sintomatologia, que varia em diferentes graus
de severidade (BANETH, et al., 2008). Os cées podem apresentar um quadro viscero-cutaneo
com evolucdo cronica (GRAMICCIA, 2011) e aparecimento de lesdes cutaneas, linfadenopatia,
esplenomegalia, ceratoconjuntivite, epistaxe e onicogrifose (Fig. 2) (CIARAMELLA, et al. 1997)
ou apenas apresentarem alguns sintomas inespecificos como febre, caquexia e apatia, 0 que
muitas vezes dificulta o diagndstico.



Figura 2. Sinais clinicos da leishmaniose canina. (a) ceratoconjuntivite; (b) lesdo facial com dermatite
esfoliativa; (c) epistaxe; (d) onicogrifose; (e) lesdo ulcerativa. Beneth e colaboradores (2008).

No modelo murino de infeccdo por L. major, a dicotomia de Th1/Th2 relacionando
resisténcia e susceptibilidade, respectivamente, estd bem estabelecido (REINER & LOCKSLEY,
1995; LAUNOIS et al, 1998). No modelo canino, a susceptibilidade ou resisténcia do animal esta
correlacionada com o balango entre a resposta imune humoral e celular do individuo (REIS, et
al., 2009; PINELLI et al., 1994) e a persisténcia e multiplicacdo dos parasitos (MORENO &
ALVAR, 2002). Estudos experimentais em cdes infectados por L. infantum mostraram que, anos
apos a infeccdo, caes resistentes ou assintomaticos possuem uma forte resposta linfoproliferativa
e nenhum anticorpo foi detectado no soro desses animais, entretanto, cées sintomaticos ou
suscetiveis desenvolveram uma fraca resposta linfoproliferativa e apresentaram altos niveis de
anticorpos ndo protetores no soro. Resultados similares foram observados em cées naturalmente
infectados (PINELLI et al., 1994). O principal mecanismo efetor de uma reposta imune protetora
envolvido na resposta contra L. chagasi em cées é a ativacdo dos macrofagos por interferon-gama
(IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), levando a morte das formas amastigotas do
parasito através da produgdo de oxido nitrico pela via da L-arginina como foi observado em caes
infectados com L. chagasi ap6s tratamento para a leishmaniose. (VOULDOUKIS et al., 1996) . A
correlagéo de producédo de NO e atividade leishmanicida também foi demonstrada na linhagem de
macrofago 030D infectada com L. infantum (PINELLI et al., 2000).

Dessa forma, a morte do parasito requer um “millieu” favoravel de citocinas,
especialmente IFN-y e a produgdo de oOxido nitrico pela NO sintetase, (PINELLI et al., 1995,
1999, 2000; ZAFRA et al., 2008) além da expresséo de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe IlI, e co-estimulatérias B7 (CD80, CD86). Em
contrapartida, a auséncia de uma resposta de célula T adequada para o controle do parasito leva
ao aparecimento de sinais clinicos, como altos niveis de anticorpos contra Leishmania e alta
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carga parasitaria na pele, medula 6ssea, figado, baco e linfonodos (SANCHEZ et al., 2004;
SARIDOMICHELAKIS, 2009, REIS et al., 2010).

O curso da doenca no cdo é bastante variavel, e a soroconversdo pode ocorrer entre 1-22
meses pods infeccdo (OLIVA, et al., 2006) e, apenas, uma pequena parcela da populacdo canina
infectada apresenta sinais clinicos (SOLANO-GALLEGO et al., 2001; LEONTIDES et al.,
2002). Dessa maneira, os testes moleculares realizados com material de medula 6ssea ou sangue
periférico sdo os primeiros a se tornarem positivos, seguido dos testes soroldgicos e da detecgédo
do parasito nos tecidos (citologia) (GRAMICCIA, 2011). O diagndstico da doenga no cdo pode
ser feito através de exame citologico da medula 6ssea ou linfonodo, técnicas soroldgicas como a
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) ou o ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou testes
moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), que além de detectar a presenca do
parasito, pode identificar a espécie envolvida (GRAMICCIA, 2011), e também o teste rapido
imunocromatografico (COURAL-VITAL et al., 2014) (Fig. 3).

Doenga clinica

Soro positivo

TRENDS in Parasitology

Figura 3. Apresentacdo esquematica da distribuicdo da leishmaniose entre a populagdo canina de areas
endémicas. Adaptado de Beneth e colaboradores (2008).

Em 2007, foram descritos os primeiros casos de leishmaniose canina causados pela
especie Leishmania amazonensis, e embora no homem essa espécie esteja correlacionada com a
forma cuténea da doenga, no cdo a infeccdo por essa espécie causa um quadro visceral
semelhante ao causado pela L. chagasi (TOLEZANO et al., 2007).

A leishmaniose tegumentar canina, causada pela Leishmania braziliensis, embora menos
frequente que a forma visceral, € uma doenga comum no Brasil (CAVALCANT]I, et al., 2013;
GONTHNO & CARVALHO, 2003) e aparentemente, 0 cdo seria a intersecdo entre o ciclo de
transmisséo silvestre e o doméstico da leishmaniose cutanea (CASTRO et al., 2006). No entanto
como a maioria dos estudos sdo relacionados a leishmaniose visceral canina, ndo ha relatos
solidos sobre a infeccdo e a imunologia da doenga cutanea no cao.



Medidas publicas de controle da leishmaniose visceral canina no Brasil

Apesar da eutanasia de animais com leishmaniose ndo ser aceito por motivos éticos e
sociais em diversos paises, existem outros paises como o Brasil, que adotam a eliminacéo de
animais positivos como medida de controle e tentativa de erradicagdo da leishmaniose humana
(MORENO & ALVAR, 2000).

A portaria interministerial dos ministérios da Saude (MS) e o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Mapa), portaria n° 1.426/2008, proibe o tratamento da leishmaniose
visceral em cdes e determina a eutanasia de todo animal infectado com L. chagasi ou doente
(teste sorologico reagente ou exame parasitologico positivo). De uma forma geral, a estratégia de
eutanasia dos animais positivos € controversa, mesmo no meio cientifico, que apresenta
resultados contraditorios com relacdo a eficacia do programa (PALATNIK-de-SOUSA et al.,
2001; MORENO & ALVAR, 2000). O método diagnostico recomendado foi revisado em 2011, e
0 teste cromatogréafico rapido “Dual-Path Plataform” (DPP; Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, Rio de
Janeiro, Brasil) passou a ser indicado como meétodo de triagem, devendo ser seguido da
realizacdo do ELISA dos animais reagentes para que hajao diagndstico da leishmaniose visceral
canina (Ministerio da Saude, 2011).

Em Outubro de 2012, um grupo de estudos formado por médicos veterinarios,
pesquisadores e membros do grupo de estudos sobre leishmaniose animal se reuniram para
discutir a eficacia das medidas de controle da leishmaniose visceral canina adotadas pelo governo
brasileiro. O grupo amparado por diferentes achados cientificos, nacionais e internacionais,
prople a revisdo das normas de controle da leishmaniose visceral canina no Brasil. Dentre as
principais mudancas sugeridas pelo grupo estdo: (1) mudancas na politica de educacdo e
conscientizacao da populacdo em areas endémicas; (2) controle da populacéo canina domiciliada
e semi-domiciliada e implementacdo de campanhas publicas de vacinacdo contra a raiva,
leptospirose e também contra a leishmaniose canina; (3) combate do flebotomineo vetor; (4)
padronizacéo e alteracdo dos padrfes de positividade dos testes sorolégicos [o titulo considerado
positivo passaria a ser o de 1/160, em vez do titulo 1/40], além da confirmacdo da espécie por
testes moleculares em &reas endémicas para L. braziliensis ou outra espécie; (5) o direito do
proprietario de cdes positivos escolherem entre o tratamento consciente desses animais ou a
eutanasia (RIBEIRO et al., 2013)

Macrdéfagos

Os macréfagos sdo considerados as principais células fagociticas do organismo e
interligam a resposta imune inata e a adaptativa através da internalizacdo e processamento de
antigenos, e a posterior apresentacdo desses aos linfécitos T (GUILLIAMS et al., 2014).

Macrofagos sdo fagdcitos mononucleares, derivados dos mondcitos circulantes, que
migram da circulagdo para diferentes tecidos do organismo. Os macrdfagos teciduais apresentam
caracteristicas comuns a toda populagdo, mas também apresentam novas funcdes e receptores
quando se encontram em repouso nos diferentes tecidos (BUENO et al., 2005; JANEWAY et al.,
2007). Os macrdfagos apresentam 3 fungdes basicas no organismo: (1) remoc¢do de patdgenos,
mas também de células mortas e debris celulares atraves da fagocitose; (2) modular a resposta
inflamatoria a partir da secrecdo de citocinas, enzimas ou ainda outros fatores; (3) apresentacdo
de antigenos e ativagdo da resposta imune adaptativa (WEISSLEDER et al., 2014).

Quando um patdgeno invade um tecido no organismo, os macrdéfagos residentes sdo as
primeiras células do sistema imune inato, que irdo interagir com o agente invasor, no entanto,



como o numero dessas células é limitado, neutréfilos, e posteriormente monacitos, sao atraidos
da circulacédo para o sitio de infeccdo (ADEREM & UNDERHILL, 1999).

Monocitos reconhecem 0s patdgenos através de diferentes receptores de superficie. A
ligagdo do patdgeno a alguns desses receptores, € capaz de desencadear o processo de fagocitose
por parte dessas células (ADEREM & UNDERHILL, 1999). A fagocitose € um processo ativo,
que leva ao englobamento e internalizacdo do patdgeno em uma vesicula denominada fagossoma.
O fagossoma passa por um processo de acidificacdo, que por si so ja é capaz de eliminar alguns
patdégenos, porém quando esse processo sozinho ndo é suficiente, ocorre a formacgdo do
fagolisossoma, a partir da fusdo do fagossoma com lisossomas. Os lisossomas contém enzimas,
proteinas e peptideos capazes de mediar a eliminagdo do patégeno fagocitado (ADEREM &
UNDERHILL, 1999).

Os macrofagos, quando ativados, produzem diversos produtos com agdo microbicida
complementar a a¢do do fagolisossoma, num processo denominado respiragdo oxidativa (“burst
oxidativo”). A producdo do oxido nitrico (NO) pela acdo da enzima oxido nitrico sintetase
induzida (iNOS), e de espécies reativas de oxigénio (ROS) como o anion superéxido (O)
produzido pela enzima NADPH oxidase, e do perdxido de hidrogénio (H,O;) pela enzima
superdxido dismutase (SOD), sdo os principais exemplos de produtos toxicos produzidos pelas
células fagociticas durante esse processo (ADEREM & UNDERHILL, 1999; BOGDAN et al.,
2000, 2000). OQutra caracteristica dos macrofagos ativados é o aumento da expressdo de
moléculas do MHC, envolvidas na apresentacdo de antigenos aos linfocitos T e da expressao de
moléculas co-estimulatorias (CD80, CD86) envolvidas no segundo sinal de ativacdo, necessario
para a completa ativacao dos linfocitos T.

A ativacdo dos macréfagos é dividida em ativacdo classica ou alternativa. A ativacao
classica (inflamatéria) é mediada por citocinas secretadas pelos linfocitos Th 1 como a IL-2,
TNF-a, e INF-y, mas principalmente o IFN-y, que ativa os macrofagos levando-os a produzirem
oxido nitrico (NO). A ativacdo alternativa € mediada por citocinas produzidas por células Th 2,
tais como IL-4 e IL-13, que induzem um perfil anti-inflamatério no macrofago (LIU &
UZONNA, 2012).

Interacdo da Leishmania com macrofagos

A presenca de formas promastigotas no tecido ap6s a picada do flebotomineo, atrai para o
local neutréfilos e macrofagos (ANTOINE et al., 1998). Em questdo de minutos, as formas
promastigotas sdo fagocitadas. Apesar do parasito conseguir infectar satisfatoriamente
neutrofilos, o curto tempo de vida dessas células, tornam os macrofagos as células determinantes
para a manutencdo da infeccdo a longo prazo (ANTOINE et al., 1998). O maior desafio do
parasito apds sua entrada no hospedeiro mamifero é estabelecer a infeccdo intracelular nos
macrofagos sem ativar os mecanismos inflamatdrios dessa célula (KAYE & SCOTT, 2011).

O desdobramento da infecgdo € determinado tanto por fatores inerentes & resposta imune
do hospedeiro, quanto pela capacidade do parasito de ativar/desativar os macrofagos durante o
decorrer da infecdo (LIU & UZONNA, 2012).

O processo de reconhecimento e englobamento das formas promastigotas envolve um
processo de ligacdo e reconhecimento intermediado por receptores celulares do macréfago, como
0s receptores de fibronectina e de manose-fucose (MR) que reconhecem e se ligam diretamente a
moléculas de superficie da Leishmania como a glicoproteina de 63 kDa (gp63) e/ou LPG, ou
ainda de maneira indireta, através da opsonizacdo por proteinas do sistema complemento ou por
anticorpos especificos, onde o reconhecimento ocorre pelos receptores de complemento CR1 e
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CR3, ou receptores da fracdo Fc do anticorpo (FCyR) (MOSSER & ROSENTHAL, 1993; KANE
& MOSSER, 2000).

Foi mostrado por Linehan e colaboradores (2000) que a ativagdo do receptor de manose-
fucose induz uma resposta inflamatdria por parte dos macréfagos, talvez por isso que formas
metaciclicas infectantes de L. chagasi mostram-se capazes de entrar nos macréfagos sem ativar
esse receptor, enquanto a forma prociclica ndo infectante ativa-o (UENO et al., 2009). Outra
forma da Leishmania garantir sua sobrevivéncia ao processo de fagocitose seria a sua capacidade
de modular a producdo de IL-10 e TGF-B pelos macrofagos, citocinas reconhecidas pelo seu
papel na inibicdo das funcdes inflamatorias dos macréfagos (KANE & MOSSER, 2000, 2001).

Ja foi demonstrado que a opsonizagdo, por imunoglobulinas G (IgG), das formas
amastigotas promove 0 seu reconhecimento através dos receptores Fc de macrdfagos com a
consequente liberacdo de citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, que irdo modular a ativacdo
dos macrofagos de maneira favoravel a sobrevivéncia do parasitO (KANE & MOSSER, 2001).

O metabolismo intracelular da arginina possui um papel critico na sobrevivéncia ou morte
do parasito. A L-arginina, nos macréfagos, pode tanto ser catabolizada pela enzima oxido nitrico
sintetase induzida (iNOS) para a geracdo do Oxido nitrico, molécula prejudicial a sobrevivéncia
intracelular das amastigotas, quanto pela enzima arginase levando a posterior sintese de
poliaminas, como a putresceina, a spermidina e a spermina, que sdo nutrientes essenciais para a
Leishmania spp. (WANASEN & SOONG, 2008). O metabolismo intracelular da L-arginina é
diretamente influenciado pelo estado metabolico do macréfago (inflamatério ou anti-
inflamatorio), e por isso a capacidade que a Leishmania tem de induzir um perfil anti-
inflamatdrio nos macrofagos € importante ndo s6 para evitar sua exposi¢cdo a uma molécula
altamente toxica, o oxido nitrico (NO), mas também essencial para garantir um microambiente
rico em nutrientes essenciais para seu desenvolvimento e proliferacio (NADERER &
McCONVILLE, 2008; WANASEN & SOONG, 2008).

Outro mecanismo utilizado pelo parasito para sobreviver em macréfagos foi demonstrado
por Leao e colaboradores (1995), onde formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis,
endocitavam moléculas de MHC Il produzidas pelos macr6fagos murinos diferenciados de
medula 6ssea, e que essas moléculas eram degradadas no interior dos megassomas presentes em
amastigotas, uma estrutura semelhante ao lisossoma. Carvalho e colaboradores (2008)
encontraram resultados que corroboram com o conceito de que a Leishmania seja capaz de
modular a expressdo de moléculas de MHC IlI, quando detectaram que células dendriticas
murinas, infectadas com L. braziliensis in vitro, expressavam menos MHC Il do que o controle
ndo infectado.

Interacdo de macrofagos caninos e Leishmania

A maioria dos dados sobre os mecanismos iniciais da interacdo de macrdfagos com o
parasito Leishmania e da imunomodulacdo dessas células durante a infecgdo tem sido obtidos
com o0 uso de modelos experimentais murinos (HANDMAN & BULLEN 2002, NADERER &
McCONVILLE, 2008). Esses estudos se baseiam na obtencdo de macrdfagos a partir de
progenitores da medula éssea, ou de macréfagos da cavidade peritoneal de camundongos ou de
linhagens transformadas de mondécitos murinos. A maioria dos dados com cdes sdo provenientes
de estudos clinicos com cées experimentalmente ou naturalmente infectados. Alguns poucos
trabalhos descrevem os mecanismos iniciais da interacdo da Leishmania com macréfagos caninos
(PINELLI et al., 1999, MADEIRA et al., 1999; BUENO et al., 2005; SAMPAIO et al., 2007),



provavelmente pela dificuldade da obtencdo de macrdofagos desses animais, que sdo normalmente
provenientes da diferenciacdo de mondcitos isolados e purificados de sangue periférico.

A importancia das espeécies reativas de oxigénio (ROS) e do 6xido nitrico (NO) dentre os
mecanismos de morte do parasito por macréfagos murinos, sdo bastante difundidos pela literatura
(RODRIGUES et al.,, 2007). Quando falamos de macrdfagos caninos encontramos poucos
trabalhos que correlacionam a presenca de 6xido nitrico (NO) ou sua enzima precursora, a 6xido
nitrico sintase induzida (iINOS) com a ativacdo e a capacidade dos macrofagos caninos de
controlarem a proliferagdo intracelular das amastigotas (ZAFRA et al., 2008; RODRIGUES et
al., 2007; PINELLI et al., 2000).

Muitos avancgos na elucidacdo de mecanismos patologicos em geral tem sido possiveis
pela disponibilidade de linhagens celulares. No caso de estudo com células caninas, existem
algumas linhagens de macrofagos disponiveis, como, K1, K6, 030D e DH82 (BARNES et al.,
2000; PINELLI et al., 2000; MAIA et al. 2007).

A linhagem de macrdéfagos-mondcitos caninos DH82, utilizada em nosso estudo, foi
obtida a partir do cultivo de células da medula 6ssea de um céo de raca Golden retrevier de 10
anos com histiocitoma maligno, essas células crescem aderidas e apresentam um tamanho médio
de 25-35um com citoplasma basofilico e nucleo de redondo a ovalado em posicdo excéntrica.
(WELLMAN et al., 1988).

As células dessa linhagem apresentam receptor Fc, moléculas do complexo de MHC I,
MHC I, expressam marcadores de superficie de células mieldides como o CD11c, o CD11lb e o
CD80, apresentam receptores semelhantes ao Toll do tipo 4 (TLR4), produzem &xido nitrico e
também produzem diversas citocinas como a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6),
interleucina-10 (IL-10), interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose tumoral a (TNF-a)
(WASSERMAN et al., 2012; FUJIMOTO et al., 2011; HARRUS et al., 2003; WELLMAN et al.,
1988)

Um unico estudo com Leishmania utilizando a linhagem de macréfagos caninos DH82
mostrou que esta célula é capaz de se infectar com L. chagasi de forma semelhante aos
macrofagos derivados de mondcitos de sangue periférico de voluntarios humanos saudaveis
(MAIA et al. 2007).
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JUSTIFICATIVA

A inibigdo do crescimento ou a destruigdo da Leishmania no interior de macrdfagos € um
mecanismo essencial para eliminar ou reduzir a infec¢do. A capacidade de resistir aos processos
microbicidas da célula hospedeira € uma importante caracteristica dos parasitos do género
Leishmania, que pode determinar o curso da doenca nos cédes afetados. Portanto, o estudo da
interacdo entre espécies do género Leishmania, como a L. chagasi e L. amazonensis; e sua célula
hospedeira, faz-se necessario pela importancia de contribuir para tentar esclarecer os diferentes
mecanismos iniciais envolvidos neste processo. A grande variedade de espécies ou cepas de
Leishmania no continente americano contribui para o agravamento da situacdo epidemioldgica
desta doenga, ainda hoje sem a protecdo efetiva de uma vacina e com a falta de um tratamento
realmente eficaz e menos agressivo. Contudo, sendo o cdo o principal reservatério do parasito e
uma importante fonte de infecgcdo, que parece contribuir para o aumento de casos da leishmaniose
humana, o estabelecimento de um modelo de estudo da interacdo de Leishmania com macrofagos
caninos, constitui uma importante ferramenta para o estudo desta doenca e pode proporcionar um
modelo experimental in vitro para outras areas como terapia e a imunomodulacéo.
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OBJETIVO GERAL

O objetivo primordial deste projeto foi caracterizar a infeccdo da linhagem de macrofago
canino DHB82 por duas espécies de Leishmania (Leishmania amazonensis e L. chagasi), assim
como, estabelecer um possivel modelo experimental in vitro para futuros estudos.

Obijetivos especificos

a. Avaliar a capacidade fagocitica dos macro6fagos caninos durante a infeccdo com parasitos
Leishmania de duas diferentes espécies (L. amazonensis, L. chagasi)

b. Verificar o papel da opsonizacdo por anticorpos na interacdo de macréfagos caninos DH82
com L. chagasi

c. Determinar a cinética de infeccdo dos macréfagos caninos DH82 com as diferentes espécies de
Leishmania (L. amazonensis e L. chagasi) em 24 e 48 horas

d. Comparar a o perfil de infeccdo da linhagem de macrofago canino DH82 com a linhagem de
macréfago murino RAW 264.7.

e. Verificar o papel da opsonizacdo por anticorpos no indice de infeccdo de macr6fagos DH82
por L. chagasi

f. Avaliar a expressdo de moléculas de MHC de classe Il e da molécula co-estimulatéria CD80
nos macrdfagos caninos infectados ou ndo, na presenca ou ndo de estimulo

g. Determinar a producédo de 6xido nitrico por macréfagos caninos infectados ou néo, na presenca
ou ndo de estimulo com LPS por citometria de fluxo

h. Avaliar a producéo de espécies reativas de oxigénio em macréfagos caninos infectados ou néo,
na presenca ou ndo de estimulo por citometria de fluxo
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METODOLOGIA

Parasitos:

As culturas de L. amazonensis (MHOM /BR/75/Josefa), L. chagasi cepa C46
(LIMP/NUPEB/UFOP), isolada de um céo infectado, foram mantidas em Schneider Insect
Medium (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Cripion, SP, Brasil) a 26 °C.
Apds 5-6 dias de cultivo, os parasitos forma lavados em PBS (tampéo fosfato salina) a 2700 x g
por 10 minutos a 22°C. As células foram ressuspensas em PBS e contadas em cdmara de
Newbauer.

Titulacdo do soro imune:

Formas promastigotas de L. chagasi com 5-6 dias de cultivo foram lavadas e contadas,
como descrito anteriormente. (10°) células foram ressuspensas em 50pL de PBS. Em uma placa
de 96 pocos, foi adicionado 50uL de PBS em 12 pocos, em seguida, foi feita a diluicdo seriada do
soro de cdo, obtido de animal naturalmente infectado por L. chagasi (50uL), no dltimo po¢o ndo
foi adicionado soro e este foi usado como controle negativo. Posteriormente, foi adicionado 10°
promastigotas (50uL) em todos os pocos. Apos incubacdo de 30 minutos a temperatura ambiente,
a placa foi observada em microscopio invertido, e a diluicdo com caracteristicas de aglutinacdo
semelhante ao controle negativo (1:100) foi escolhida para uso.

Opsonizacao da Leishmania chagasi por soro imune:

Formas promastigotas de L. chagasi foram incubadas em PBS com o soro imune diluido
1:100 por 30 minutos em temperatura ambiente. Ao final da incubacdo, as células foram lavadas
com PBS e ressuspensas em meio de cultura e contadas em camara de Newbauer.

Macrofagos:

A linhagem de macrdfagos murinos RAW264.7 foi mantida em meio RPMI 1640 (Sigma)
acrescido de 10% de SFB (Cripion) a 37°C com 5% de CO, Os macrdfagos caninos DH82,
gentilmente cedidos pelo Prof. Marcelo Bahia Labruna, da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, foram cultivados em meio DMEM (Sigma)
suplementado com 5% de SFB (Cripion) em estufa a 37°C com 5% de CO,.

Ensaio de fagocitose Leishmania x Macrofagos:

Macrofagos, foram plaqueados em laminulas de vidro de 13mm em placas de 24 pocos, e
as células nao aderentes foram lavadas apds 2 horas de incubacdo a 37°C/5% CO2. ApGs esse
periodo as células foram infectadas com promastigotas de Leishmania na proporcdo de 5
parasitos: 1 macrofago. Durante todo o tempo de incubagdo, as células infectadas com L.
amazonensis foram mantidas em estufa a 34°C com 5% de CO,, enquanto que as células
infectadas com L. chagasi opsonizadas ou néo ficaram em estufa a 37° C com 5 % de CO, Ap0s
2 horas de interacdo, as laminulas foram lavadas com PBS a 37°C e fixadas em metanol. A
coloracgéo das laminulas foi feita pelo método de pandtico rapido (Laborclin). A determinacéo do
indice de associacdo (% de macrofagos infectados x numero de parasitos /macrofago) foi feito
apos contagem de no minimo 200 células em microscépio optico (aumento de 1000x).
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Determinacéo do indice de Infecgdo:

Macréfagos (10°/mL) foram plagueados sobre laminulas de vidro de 13mm em placas de
24 pocos e infectados com L. amazonensis, L. chagasi ou L. chagasi opsonizada, conforme
descrito acima por 16 horas. Apés esse periodo, as laminulas foram lavadas com PBS 37°C e
fixadas em metanol ap6s 24 e 48h de infeccdo. A coloracdo das laminulas foi feita pelo método
de pandtico rapido (Laborclin). A determinacdo do indice de infeccdo (% de macrofagos
infectados x nimero de parasitos /macrofago) foi feito apds contagem de no minimo 200 celulas
em microscépio optico (aumento de 1000x).

Expressdo das moléculas MHC 11 e CD80:

Macréfagos (10°) foram plaqueados em placas de 6 pocos, e infectados ou n&o com L.
amazonensis ou L. chagasi na proporcdo de 5 parasitos : 1 macréfago e/ou estimulados ou néo
com LPS 2 ug. Apos 16 horas, as culturas foram lavadas para a remocao dos parasitos livres e foi
acrescido meio novo aos pogos. As culturas foram mantidas por 24 horas de infeccéo, a 34°C ou a
37°C /5% CO, de acordo com a espécie. Ao final do experimento, as placas foram lavadas e as
células foram soltas e fixadas em parafomoldeido 4%, e depois incubadas por 20 minutos com
solugéo de bloqueio (PBS contendo 1% BSA (soro albumina bovino) e 2% de soro de cdo).
Posteriormente, as células foram incubadas com os anticorpos anti-MHCII canino conjugado com
FITC (1/20) (AbD Serotec) ou com anticorpo anti-CD80 murino conjugado com FITC (1/100)
(BD Pharmingen) durante 1 hora a temperatura ambiente. Ao término da incubacdo as células
foram lavadas e o “pellet” foi resuspenso em 400uL de PBS. O percentual de células positivas foi
avaliado por citometria de fluxo (FACSCalibur), apds a aquisi¢cdo de 10.000 eventos. As analises
foram feitas no programa CellQuest.

Detecgdo de NO e ROS:

Macréfagos (10°) foram plaqueados em placas de 6 pocos, e infectados ou ndo com L.
amazonensis ou L. chagasi na proporcao 5 parasitos: 1 macrofago e/ou estimulados ou ndo com
LPS 2 nug. Apds 16 horas, as culturas foram lavadas para a remogéo dos parasitos livres e foi
acrescido meio novo aos pogos. As culturas foram mantidas por 24 horas de infeccéo, a 34°C ou a
37°C /5% CO2 de acordo com a espécie. Ao término da incubacdo, as placas foram lavadas e
adicionou-se aos pocos as sondas DAF-FM (1uM) (Molecular Probes), para a deteccdo do NO
intracelular, ou DCFH-DA (0,5uM) (Invitrogen), que detecta ROS intracelular. A sonda foi
deixada em contato com as células por 45 minutos, no escuro, a 37°C. Apos esse periodo, 0s
pocos foram lavados e foi acrescentado 1000pL de BSS (solugéo salina balanceada). As placas
foram incubadas por mais 15 minutos, no escuro, a 37°C. Ao final das incubacgbes, as células
foram soltas, por método mecénico (rodinho) e ressuspensas em 400uL de PBS. O percentual de
células DAF ou DCF positivas, e a intensidade média de fluorescéncia foram avaliadas por
citometria de fluxo (FACSCalibur), apds a aquisicdo de 10.000 eventos. As anélises foram feitas
no programa CellQuest.

Anélise estatistica

Os dados serdo analisados pelo teste t de Student para comparacdo de dois grupos. As
analises serdo realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0. O valor de p sera
considerado significante quando menor ou igual a 0,05.
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RESULTADOS

A linhagem DHB82 interage com ambas as especies: L. amazonensis e L. chagasi e a
opsonizacdo facilita a interacao de L. chagasi em macréfagos caninos DH82.

A fim de avaliarmos a capacidade de interacdo da linhagem de macrofagos caninos DH82
com duas especies distintas de Leishmania, macréfagos caninos DH82 foram incubados com
formas promastigotas de L. amazonensis, e L. chagasi por 2 horas e o indice de associacéo
determinado.

Nossos resultados mostraram que ambas as espécies de Leishmania foram capazes de
interagir com a linhagem de macréfagos caninos, entretanto a espécie L. amazonensis interagiu
2,4 vezes mais comparado a L. chagasi em 2 horas (Fig. 4).
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Fig.4. indice de Associagio da linhagem DH82 com L. amazonensis e L. chagasi. Macréfagos caninos
(DH82) foram plaqueados e incubados com L. amazonensis (La) e L. chagasi (Lc) na proporgdo 5
parasitos: 1 macrdfago e mantidos a 34 °C ou a 37°C/5% CO,_ Ap0s 2 horas, as laminulas foram fixadas e
coradas com Panotico Réapido. A determinacdo do indice de associacdo foi feito apds contagem de > 200
células em microscépio ptico. p<0,05.

Com o intuito de verificar se a opsonizacdo aumentaria a interacdo de L. chagasi com 0s
macrofagos caninos, nos incubamos macrofagos DH82 com promastigotas de L. chagasi
opsonizadas com soro imune de cdes positivos para a leishmaniose visceral. Os resultados
mostraram que a opsonizacdo por anticorpos aumentou a entrada [2 horas] do parasito em 13
vezes comparado com a L. chagasi ndo-opsonizada (Fig. 5) indicando que, a opsonizagao tem um
papel importante na interacdo de promastigotas de L. chagasi com as células DH82.

Esta diferenca na interagdo com os macrdfagos caninos entre as espécies L. amazonensis e
L. chagasi, assim como, o papel da opsonizagdo na interacdo de L. chagasi com os macrofagos
caninos, pode ser evidenciada na imagem de microscopia Optica de campo claro, onde
observamos claramente uma maior interagdo de L. infatum chagasi com DH82 ap06s opsonizagao

(Fig. 6)
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Fig. 5. Indice de Associacdo da linhagem DH82 com L. chagasi opsonizada (Lc ops) e néo
opspnizada (Lc) por anticorpos. Macrofagos caninos (DH82) foram plagueados e infectados com L.
chagasi na proporcéo 5 parasitos: 1 macrofago e mantidos a 37°C/5% CO,. Ap06s 2 horas, as laminulas
foram fixadas e coradas com Panotico Rapido. A determinacdo do indice de associagdo foi feito apos
contagem de 200 células em microscopio 6ptico (aumento de 1000x).*P<0,05.
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Fig. 6. Macrdfagos caninos DH82 ap6s 2 horas de interagdo com L. amazonensis (A), L. chagasi, (B)
e L. chagasi opsonizada (C) por anticorpos. Seta indica os parasitos no interior da célula ou na
superficie.

O aumento do indice de associacdo da L. chagasi opsonizada em relacéo a L. chagasi nao-
opsonizada, no tempo de 2 horas, foi reflexo tanto do aumento do percentual de macr6fagos
infectados quanto do numero de parasitos por macréfagos (Fig. 7A e B).
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Fig. 7. Interacdo da linhagem DH82 infectada com L. chagasi opsonizada (Lc ops) e ndo opspnizada
(Lc) por anticorpos. Macrofagos caninos (DH82) foram plaqueados e infectados com Leishmania na
proporg¢do 5 parasitos: 1 macréfago e mantidos a 37°C/5% CO, Apos 2horas, as laminulas foram fixadas e
coradas com Pandtico Répido. A determinacdo do indice de parasito por macrofago (A) e a % de células
infectadas (B) foi feito apds contagem de 200 células em microscépio éptico.*P<0,05.

A espécie L. amazonensis infecta mais a linhagem DH82 do que a espécie L. chagasi.

Visto que ambas as espécies conseguem interagir com a linhagem de macréfagos caninos
DH82, nbés avaliamos a infectividade de L. amazonensis e L. chagasi em 24 e 48 horas pos
infeccdo. Nossos resultados mostraram que ambas as espécies de Leishmania foram capazes de
infectar a linhagem de macré6fagos caninos DH82, entretanto a espécie L. amazonensis infectou 4
vezes mais comparado a L. chagasi em 24 horas e 9 vezes mais em 48 horas. (Fig. 8). Em 48
horas, foi observado uma reducdo na sobrevivéncia da Leishmania nos macréfagos DH82
comparada a 24 horas de 1.4 e 2.2 vezes em relagdo a L. amazonensis e L. chagasi,
respectivamente (Fig. 8).
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Fig. 8. Indice de infeccdo da linhagem DH82 (24 e 48h) com L. amazonensis e L. chagasi. Macrofagos
caninos (DH82) foram plaqueados e infectados com L .amazonensis (La) e L. chagasi (Lc) na proporgéo
5 parasitos: 1 macrdfago e mantidos a 34 °C ou a 37°C/5% CO, Ap6s 24 ou 48horas de infecgdo, as
laminulas foram fixadas e coradas com Panotico Rapido. A determinacdo do indice de infeccdo foi feito
apos contagem de > 200 células em microscépio optico (aumento de 1000x).* p<0,05.

As linhagens de macrofago murina RAW264.7 e canina DH82 apresentam perfil
semelhante de interacao e infeccdo pelas espécies de L. amazonensis e L. chagasi in vitro.

A maioria dos trabalhos mostra a interacdo do parasito Leishmania com macrofagos
murinos, assim decidimos avaliar se a interagéo e a infectividade apresentada pelos parasitos para
a linhagem canina era diferente daquela observada para a linhagem murina. Esse ensaio revelou
que de forma semelhante ao que foi observado com a linhagem de macr6fagos caninos, em 2
horas as células murinas interagiram 2,55 vezes mais com a espécie L. amazonensis comparado a
espécie L. chagasi (Fig. 9A e C). Além disso, observamos que as formas promastigotas de L.
amazonenis interagiram 2,66 vezes mais com a linhagem RAW264.7 do que com a linhagem
DH82 (Fig. 9A e C).

Quando analisamos a infeccdo da L. amazonensis observamos que semelhante ao que
acontece com a linhagem canina DH82, a L. amazonensis apresenta uma infectividade 3,8 e 4,6
vezes maior para a linhagem murina RAW 264.7 do que a L. chagasi em 24 e 48 horas,
respectivamente (Fig. 9B e D). Na comparacdo entre as linhagens, observamos que em 48 horas
de infeccdo, houve uma reducdo de 1,4 e 2,5 na sobrevivéncia de L. amazonensis em relacdo a
24 horas nas linhagens DH82 e RAW264.7, respectivamente (Fig. 9B).

Em relacdo a L. chagasi, foi observado que em 2 horas a espécie L. chagasi interagiu
aproximadamente 3 vezes mais com as células murinas do que com os macréfagos caninos de
forma semelhante ao observado para a espécie L. amazonensis. No entanto, o perfil de
infectividade com L. chagasi ndo apresentou diferenca significativa nos tempos de 24 e 48 horas
entre as duas linhagens de macrofagos testadas. (Fig. 9C e D).
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Fig. 9. Indice de infeccio das linhagens DH82 e RAW264.7. Macr6fagos caninos (DH82) e murinos
(RAW 264.7) foram plaqueados e infectados com L .amazonensis (A, B) e L. chagasi (C, D) na
proporcdo 5 parasitos: 1 macrofago e mantidos a 34 ou 37°C /5% CO,_ Apo6s 2 horas (A, C), 24 e 48 horas
de infec¢do (B, D), as laminulas foram fixadas e coradas com Panético Répido. A determinagédo do indice
de infeccdo foi feito apds contagem de 200 células em microscopio 6ptico p<0,05.

A opsonizacdo por anticorpos aumenta a infectividade de L. chagasi em macro6fagos caninos
DH82.

Uma vez gue a opsonizacdo de L. chagasi aumentou sua interacdo com a linhagem de
macréfagos caninos DH82, nds verificamos se a opsoniza¢do aumentaria a sobrevivéncia da L.
chagasi quando comparado a L. chagasi ndo-opsonizada nos macréfagos caninos DH82 em 24 e
48 horas.

Os resultados mostraram que houve um aumento significativo na sobrevivéncia de L.
chagasi opsonizada em relacdo a ndo-opsonizada. Foi observado um aumento de 4,5 vezes e 2,4
vezes em 24 e 48 horas, respectivamente (Fig. 10 A).

Quando avaliamos o numero de parasitos por macrofagos e percentual de macréfagos
infectados em 48 horas, n6s observamos que apesar do nimero de parasitos por DH82 ndo ter
diferenga significativa na infecgdo com L. chagasi ou L. chagasi opsonizada por anticorpos (Fig.
10B), o percentual de DH82 infectada pela L. chagasi opsonizada foi 2,33 vezes maior que dos
macrofagos infectados por L. chagasi ndo opsonizada (Fig. 10C). O maior percentual de
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macrofagos caninos DH82 infectados pela forma L. chagasi opsonizada se refletiu no indice de
infeccdo de 48 horas, que foi 2,4 vezes maior do que o indice de infeccdo com a L. chagasi ndo
opsonizada (Fig. 10D).
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Fig. 10. Indice de infeccdo da linhagem DH82 (24 e 48 h)com L. chagasi opsonizada (Lc ops) e ndo
opsonizada (Lc) por anticorpos. Macréfagos caninos (DH82) foram plaqueados e infectados com
Leishmania proporcéo 5 parasitos: 1 macr6fago e mantidos a 37°C/5% CO, Apds 24 ou 48 horas, as
laminulas foram fixadas e coradas com Pandtico Rapido. A determinacdo do indice de infeccdo (A), do
numero de parasitos por macréfago (B) e a % de células infectadas (C) foi feito ap6s contagem de 200
celulas em microscdpio 6ptico.*P<0,05.

A andlise da imagem de microscopia optica de 48 horas de infeccdo dos macrofagos
caninos com L. amazonensis, L. chagasi e L. chagasi opsonizada reflete o que analisamos no
indice de infeccdo, os macrofagos estdo mais infectados pela L. amazonensis do que pela L.
chagasi, ainda que a opsonizacdo aumente a sobrevivéncia de L. chagasi comparada a néo-
opsonizada (Fig. 11)

21



Fig. 11. Macrofagos caninos DH82 apds 48 horas de infec¢do com L.amazonensis (A, B), L. chagasi, (C)
e L. chagasi opsonizada (D) por anticorpos. Seta indica os parasitos no interior de vactolos. Fig. B inserto
indica macrofagos caninos muito infectados e amastigotas de L. amazonensis sendo liberados.

L. amazonensis e L. chagasi ndo modulam a expressdao de MHC Il e CD80 em macro6fagos
caninos DH82.

Uma vez que os macrofagos sdo células apresentadoras de antigenos, nds avaliamos a
expressao da molécula MHC 1l e da molécula co-estimulatéria CD80 em macro6fagos DH82 e se
a infeccdo por Leishmania poderia modular essa expressao.

Nossos resultados mostraram que as células DH82 expressam de forma constitutiva a
molécula MHCII (33,73% 8,786 das células) e quando estimuladas com LPS, observa-se um
aumento do numero de células MHC" (75,11 % =#12,16). Ndo foi observado diferenca
significativa no percentual de células MHC * na presenca das espécies L. amazonensis e L.
chagasi, nas células em repouso (ndo estimuladas) e nem nas células estimuladas por LPS (Fig.
12A)

Em relacdo a molécula CD80, nossos resultados mostraram que os macrofagos DH82
expressam a molécula CD80 de forma constitutiva em 28,32% das células e, quando estimuladas
com LPS, foi observado um aumento de 1,8 vezes, onde detectamos 51,27% de células CD80*
(Fig. 12B).

Além disso, nossos resultados sugerem que a L. chagasi ndo é capaz de modular a
expressao basal da molécula de CD80 na superficie das células DH82 em repouso, no entanto,
quando incubamos com L. amazonensis, observamos um aumento de 1,45 vezes da expressdo de
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CD80 em relacéo a expressao basal, sugerindo que a L. amazonensis poderia induzir um aumento
na expressao de CD80 nestes macrofagos. J& nas células estimuladas com LPS, a presencga dos
parasitos L. chagasi e L. amazonensis aumentou 1,12 e 1,34 vezes, respectivamente, o percentual
de células CD80" em relagéo as células estimuladas com LPS (Fig. 12B),

23



>

100+ *

80- T T

40+ T
20+

% Células MHC II +

80+ x 1,34

60- X 1,8

% CDB8O0 +
=Y
<

20+
0 T ;
@ & 2 o o 2
C ¥ vV ¥ Vv ¢
& W 4

Fig. 12. Expressdo da molécula MHCII (A) e da molécula co-estimulatéria CD80 (B) em macro6fagos
DH82. Macrofagos caninos (DH82) foram plaqueados, infectados com L. amazonensis (La) e/ou L.
chagasi (Lc) e/ou estimulados com 2ug de LPS (La LPS ou Lc LPS), ou ndo e mantidos a 34 ou 37 °C /
5% CO,. Ao final do periodo de 24 h de infeccdo, as células foram incubadas com anticorpo anti-CD80
murino conjugado a FITC (1/20) (BD Pharmingen) ou com o anticorpo anti-MHCII canino conjugado
com FITC (1/20) (AbD Serotec). Macréfagos DH82 sem marcagdo foram usados como controle. O
percentual de células CD80+ positivas [dado representativo de 2 experimentos independentes] e de MHC
I [média de 4 exp. independentes] foi avaliado por citometria de fluxo (FACSCalibur).
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Avaliacdo da producéo de oxido nitrico (NO) e de espécies reativas de oxigénio (ROS) pelos
macrofagos caninos DH82 em repouso e estimulados com LPS na presenca ou ndo de L.
amazonenis e L. chagasi

A producdo de NO e ROS por macrofagos € um eficiente mecanismo microbicida dessas
celulas e altamente toxicos para Leishmania, assim decidimos avaliar a producdo desses radicais
de nitrogénio e oxigénio em macrdfagos caninos DH82. Em nossos experimentos, incubamos
macrdfagos caninos estimulados ou ndo com LPS e/ou infectados ou ndo com L. amazonensis e
L. chagasi e observamos que a celula sem estimulo ja apresentava uma intensidade média de
fluorescéncia quando incubada com a sonda fluorescente intracelular DAF-FM, usada para a
deteccdo de NO. Observamos que os macrofagos caninos ndo foram capazes de aumentar a
intensidade de fluorescéncia de forma significativa frente ao estimulo com LPS e que a presenca
dos parasitos também ndo modulou a producdo de NO (Fig. 13A). Entretanto, quando analisamos
o percentual de células DAF positivas ap6s o estimulo com LPS, nds percebemos um aumento
significativo da porcentagem de células DAF+, e que a presenca das espécies L. amazonensis e L.
chagasi, ndo modulou a producdo de NO nos macr6fagos em repouso, e nem, nos macr6fagos
caninos estimulados pelo LPS (Fig. 13B).
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Fig. 13. Deteccdo de NO em macrofagos caninos DH82 por citometria de fluxo. Macréfagos
caninos (DH82) foram plaqueados e infectados ou ndo com L. amazonensis (La) ou L. chagasi (Lc) e/ou
estimulados ou ndo com 2ug de LPS (La LPS ou Lc LPS). Macréfagos DH82 sem nenhuma marcagao,
foram utilizados como controle (CT). Ao final do periodo de 24 h de infeccdo, as células foram incubadas
com a sonda DAF-FM (1uM). A intensidade média de fluorescéncia (A) e a porcentagem de células
DH82 DAF+ (B) foram avaliadas por citometria de fluxo (FACSCalibur).

A detecgdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas pelas células DH82 foi
realizada através da técnica de citometria de fluxo com a marcacdo pela sonda intracelular
DCFH-DA. Os dados obtidos, no entanto, foram contrarios aos observados para NO. Em nosso
modelo, ndo foi observado um aumento significativo da porcentagem de células DH82 DCF+
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(dado ndo mostrado), entretanto, observamos um aumento da intensidade média de fluorescéncia
de 1,46 vezes nos macrdfagos caninos quando estimulados com LPS. De forma semelhante ao
observado na deteccdo de NO, macrdéfagos caninos sem estimulo apresentavam niveis basais de
ROS e a presenga do parasito ndo modulou a producdo ou indugdo de ROS em células em
repouso ou estimuladas pelo LPS (Fig. 14).
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Fig. 14 Deteccdo de ROS em macrofagos caninos DH82 . Macréfagos caninos (DH82) foram
plagueados, e infectados ou ndo com L. amazonensis (La) ou L. chagasi (Lc) e/ou estimuladas ou ndo com
2ug de LPS. Ao final do periodo de24 h de infeccdo, as células foram incubadas com a sonda DCFH-DA
(0,5uM) (Invitrogen). As células foram adquiridas e a intensidade média de fluorescéncia analisada por
citometria de fluxo (FACSCalibur). A- histograma DH + LPS. B histograma DH + La e/ou LPS, C-
histograma DH + Lc e/ou LPS. D- gréfico representativo do histograma.
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DISCUSSAO

O estudo da leishmaniose canina se faz importante, uma vez que o cdo é um paciente, um
alvo das estratégias de controle da doenca e também um excelente modelo para estudo da
leishmaniose humana, j& que apresentam sintomatologias similares (MORENO & ALVAR,
2002). InfeccBes experimentais de cdes para estudos cientificos sdo realizadas desde o inicio do
século XX, quando o papel do céo na epidemiologia da doenga foi comprovado (MORENO &
ALVAR, 2002). Contudo, devido aos altos custos na manutencdo desses animais em canis
apropriados e das questdes éticas envolvendo o uso de animais em experimentacdo, 0 uso de
linhagens celulares se torna fundamental para elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na
interacdo do parasitp com sua celula hospedeira.

A interacdo de macrofagos com o parasito Leishmania é um fator importante na
progressdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado, e apesar do cdo ser um hospedeiro natural do
parasito, além de ser considerado um reservatério para a infeccdo humana, ainda pouco se sabe
sobre a interagdo dos macrdfagos caninos com parasitos desse género (RODRIGUES et al.,
2007). Devido a importancia dos macrofagos no desenvolvimento da doenca e a relevancia no
estabelecimento de um modelo canino para estudos na area, nGs N0s propusemos a caracterizar a
infeccdo dos macrdfagos caninos da linhagem DH82 com as espécies Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi.

Ao analisarmos como 0s macrofagos caninos DH82 se comportam na presenca da
Leishmania sp., observamos que eles sdo capazes de interagir com promastigotas de L.
amazonensis e de L. chagasi (Fig. 4). Nossos resultados mostram que ambas as espécies se ligam
aos macrofagos caninos DH82, no entanto houve uma maior interagdo (entrada) de L.
amazonensis do que de L. chagasi (Fig. 4). A diferenca na capacidade de interacdo encontrada
entre a L. amazonensis e L. chagasi com a linhagem de macrdfagos canina, provavelmente esta
relacionada com caracteristicas intrinsecas da espécie de Leishmania, e poderia ser atribuida a
possiveis diferencas na constituicdo de moléculas de superficie da Leishmania como, por
exemplo, o LPG que é reconhecidamente uma molécula envolvida na interacdo
Leishmania/macrofago e apresenta diferencas intra e inter espécies (McCCONVILLE et al, 1995;
SCHNEIDER et al., 1994; CHANG et al., 1990; MOSSER & ROSENTHAL, 1993; KANE &
MOSSER, 2000; SPATH et al., 2010; ASSIS et al., 2012).

Ja foi descrito por alguns grupos que formas amastigotas de Leishmania presente em
lesGes estdo cobertas por IgG, o que leva ao aumento da interacdo entre a Leishmania e o
macréfago (GUY & BELOSEVIC, 1993; PETERS et al., 1995). Uma vez que cées infectados
sintomaticos apresentam altos niveis de anticorpos ndo imunizantes (PINELLI et al., 1994;
BARBIERI, 2006), e que em areas endémicas, estariam sujeitos a reinfecgdo, resolvemos estudar
0 papel da opsonizacdo por anticorpos das formas promastigotas com o0s macréfagos caninos
DH82, que apresentam receptores para a fracdo Fc do anticorpo (WELIMAN et al., 1985;
BARNES et al., 2000). No6s verificamos que a opsonizacdo por anticorpos aumentou a interacao
da linhagem DH82 com promastigotas de L. chagasi (Fig. 5) e esse aumento era refletido tanto
na carga parasitaria dos macrofagos quanto no percentual de células infectadas (Fig. 7 A e B).
Esses resultados sdo condizentes com os descritos por outros autores, onde apds a opsonizacao de
formas promastigotas por anticorpos, foi observado aumento na capacidade de adesao das formas
promastigotas aos macréfagos (MOSSER & ROSENTHAL,1993).

Outro aspecto observado nos nossos resultados é que a interacdo dos macr6fagos murinos
RAW?264.7 com promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foi maior que a interacdo com
macrofagos DH82 (Fig. 9A e C). Maia colaboradores (2007) compararam a infectividade de

28



promastigotas de duas cepas de L. infantum usando diferentes macrofagos e observaram que
macrofagos peritoneais de camundongo interagiam mais com os parasitos do que com a linhagem
canina DH82, que se comportou de forma semelhante aos macrofagos derivados de mondcitos
humanos. Essa diferenca entre as linhagens de macrofagos caninos e murinos observada em
nossos dados, provavelmente se deve a diferencas entre possiveis receptores envolvidos no
reconhecimento do parasito. Para macr6fagos murinos estd bem estabelecido o papel de
receptores Fc, de complemento, de manose-fucose, assim como de fibronectina no
reconhecimento de Leishmania (MOSSER & ROSENTHAL, 1993; KANE & MOSSER, 2000).
Ja no modelo canino, encontramos apenas um trabalho que mostra que proteinas do sistema
complemento aumenta a ligacdo de L. chagasi em mondcitos obtidos de cdes experimentalmente
e naturalmente infectados (SAMPAIO et al., 2007), sugerindo assim a participacdo de receptores
do complemento no reconhecimento do parasito.

Ao analisarmos a capacidade de infeccdo das espécies de Leishmania nos macréfagos
caninos em 24 e 48 horas, observamos que a espécie L. amazonensis € mais infectiva que a L.
chagasi, mesmo quando opsonizada (Fig. 8 e 10 C). Em contraste aos nossos resultados, Madeira
e colaboradores (1999) realizaram um estudo, onde a capacidade de infec¢do da L. amazonensis e
de L. chagasi em macrdfagos peritoneais de cdes era comparada apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas.
Em 24 horas pos infeccdo foi observado uma maior porcentagem de células infectadas por L.
chagasi do que por L. amazonensis, entretanto nos outros tempos ndo havia diferenca
significativa entre as duas espécies. Essa diferenca observada em relagdo aos nossos resultados
pode ser devido ao modelo utilizado, visto que Madeira e colaboradores (1999) usaram formas
amastigotas das duas espécies de Leishmania para estabelecer a infeccdo nos macrofagos caninos,
enguanto nos usamos formas promastigotas do parasitos.

A avaliagédo da capacidade de infecgdo de L. amazonensis e L. chagasi na linhagem de
macrofagos murinos RAW 264.7 foi semelhante a observada nos macréfagos caninos DH82, a L.
amazonensis foi mais infectiva que a L. chagasi (Fig. 9. B,D). Observamos que os macr6fagos
caninos DH82 sdo mais permissivos a infeccdo pela L. amazonensis do que os macrofagos
murinos, uma vez que o indice de infeccdo dos macrofagos DH82 em 48 horas é 2,71 vezes
maior que o dos macréfagos RAW?264.7 (Fig. 9B), ja a comparacdo da infeccdo da L. chagasi
ndo revelou diferenca significativa entre o indice de infeccdo dos macréfagos murinos e caninos
em 48 horas de infeccdo (Fig. 9D). Esse resultado nos surpreendeu j& que esperavamos encontrar
uma maior susceptibilidade no modelo de linhagem canina a L. chagasi, espécie de importancia
reconhecida na infecgdo de cdes (DANTAS-TORRES et al., 2012). Este dado nos leva a pensar
sobre a possibilidade de que os cdes possam ser ainda mais susceptiveis a infeccdo pela L.
amazonensis, ressaltando a importancia da realizagdo de testes moleculares para a determinacao
da espécie de Leishmania envolvida na infec¢do de cdes positivos; e a outra possibilidade € que
existam diferencas entre essas duas linhagens que as tornam mais permissivas ou néo a infeccéo
pela L. amazonensis, ja que ambas sdo linhagens transformadas de macrofagos.

No caso da opsonizacdo aumentar a infeccdo de L. chagasi nos macrofagos caninos
DH82, demonstra que esses macrdfagos se comportam de forma semelhante aos macrofagos
murinos. Kane e Mosser (2001) demonstraram que a opsonizacdo por anticorpos (IgG) de
amastigotas favorece a sobrevivéncia intracelular de L. amazonensis e L. major em macrdfagos
murinos de medula dssea e isto ocorre devido ao aumento da producdo de IL-10 e da diminuicao
da producéo de 11-12 e TNF-a, produzindo um efeito anti-inflamatorio nos macrofagos.

Macrofagos estdo envolvidos com a apresentacdo de antigenos as células T CD4, e por
isso sdo capazes de interligar a resposta imune celular e humoral, e a principal molécula
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envolvida nesse processo € o MHCIIL. O reconhecimento por parte dos linfocitos T CD4 dos
peptideos expostos no MHCII é capaz ativar os macrofagos (RAMACHANDRA et al., 2009) e
por tanto a regulacdo da expressdo do MHCII é considerado um mecanismo de evasao
apresentado por alguns microrganismos (ASHIRU et al., 2009; IBANA et al., 2011; HARRUS et
al., 2003)

Com relacdo a expressao da molécula MHCII pelos macréfagos caninos DH82,
observamos que nossos resultados estdo de acordo com a literatura. Assim como visto por
Wellman e colaboradores (1985) e Wasserman e colaboradores (2012), os macréfagos caninos da
linhagem DHB82 expressam de forma constitutiva a molécula de MHCII e os nossos indices de
expressdo basal dessa molécula estdo em concordancia com os dados encontrados por Harrus e
colaboradores (2003) que acharam 46% dos macréfagos DH82 expressando MHCII de forma
basal, sem estimulo, enquanto nés encontramos 33,73%.+8,786. Além disso, nds observamos que
os macréfagos DH82 sdo capazes de responder ao estimulo com LPS aumentando sua expressao
(Fig. 12A), de forma semelhante ao observado por Wasserman e colaboradores (2012) e também
por Harrus e colaboradores (2003).

Quando observamos a expressao do MHCII em macr6fagos DH82 ap6s a infecgéo com L.
amazonensis ou L. chagasi, observamos que nenhuma das duas espécies foi capaz de modular a
expressdo dessa molécula nos macréfagos caninos DH82 em respouso ou estimulados pelo LPS
(Fig.12A). De forma semelhante, Pinelli e colaboradores (1999) também observaram que L.
infantum ndo era capaz de reduzir a expressdo do MHCII em macréfagos caninos derivados de
mondacitos.

Nossos dados com relacdo a expressdo de MHCII em macréfagos caninos infectados por
Leishmania sp., juntamente com os achados prévios da literatura (PINELLI et al., 1999), sugerem
que a expressdo do MHCII em macréfagos caninos infectados possui um mecanismo de
regulacdo distinto dos macréfagos murinos infectados, uma vez que foi observado que a L.
amazonensis em macrofagos murinos diferenciados de medula éssea (LEAO et al., 1995) e que
L. braziliensis em células dendriticas murinas (CARVALHO et al., 2008) séo capazes de reduzir
a expressdo do MHCII durante a infeccéo.

Apesar das espécies de Leishmania, aqui estudadas, ndo terem sido capazes de modular a
expressao de MHCII nos macréfagos caninos DH82, Harrus e colaboradores (2003) mostram que
essas células sdo susceptiveis a modulacdo da expressdo do MHCII. O grupo de Harrus
demonstrou que os macréfagos DH82, apds infeccdo com Ehrlichia canis eram incapazes de
expressar MHCII.

Tendo em vista o importante papel que moléculas co-estimulatérias, como o CD80,
desempenham na ativacdo da célula T, nés avaliamos sua expressdo nos macréfagos caninos
DH82. Assim como foi visto para o MHCII, nés encontramos uma expressdo basal constitutiva
de CD80 nos macrdfagos caninos DH82 de 28% e também observamos que os niveis de
expressao do CD80 quase dobravam quando as células eram estimuladas com LPS (Fig. 12B), da
mesma forma, foi observado por Wasserman e colaboradores (2012) um aumento na expressao
dessa molécula apos estimulo com LPS. Quando avaliamos a expressdo de CD80 apos a infeccdo
com L. amazonensis, encontramos resultados que sugerem que essa espécie poderia ser capaz de
induzir um aumento na expressao basal dessa molécula co-estimulatoria nos macréfagos caninos
DH82, no entanto esse aumento ndo foi observado na infeccéo pela L. chagasi, que ndo modulou
a expressédo do CD80 nem para mais, nem para menos durante a infeccdo (Fig. 12 B).

Dados na literatura mostram a capacidade da Leishmanaia sp. modular a expressdo de
CD80. Pinelli e colaboradores (1999) avaliaram a expressao de moléculas co-estimulatérias da
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Familia B7 (CD80 e CD86) em macrofagos diferenciados de mondcitos caninos infectados por L.
infantum e observaram que a infec¢do diminuia os niveis de expressdo das moléculas dessa
familia, sem diferenciar a expressdo de CD80 da expressdo de CD86. Favali e colaboradores
(2007) avaliaram a expressao das moléculas CD80 e CD86 em células dendriticas diferenciadas
de mondcitos humanos infectados por L. amazonensis e observaram que quando infectadas pela
L. amazonensis as células dendriticas reduzem a expressdo do CD80 e aumentam a expressdo do
CD86.

A Oxido nitico sintetase (NOS) é uma enzima que esta amplamente distribuida pelos
diferentes tecidos dos mamiferos em uma de suas isoformas (FERRARI et al., 2011). A isoforma
induzida da O6xido nitrico sintetase (iNOS) estd intimamente associada com a atividade
microbicida desempenhada pelos macréfagos no processo de fagocitose de bactérias, fungos e
protozoarios uma vez que a producdo de oxido nitrico (NO), pela NOS e de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como o anion superdxido (O2) produzido pela enzima NADPH oxidase, e do
peroxido de hidrogénio (H,0,) pela enzima superéxido dismutase (SOD) sao essenciais no
processo de combate a esses microrganismos (FERRARI et al., 2009; 2011; ADEREM &
UNDERHILL, 1999; BOGDAN et al., 2000, 2000).

A fim de verificarmos a capacidade da linhagem canina DH82 produzir NO e ROS e uma
vez que se reconhece o papel do NO e do ROS na atividade microbicida dos macrdfagos contra
diferentes microrganismos, incluindo protozoarios, nds avaliamos sua producdo em células em
repouso, estimuladas com LPS e/ou na presenca de L. amazonensis ou L. chagasi.

Ao avaliarmos a producdo de NO pela presenca de nitrito no sobrenadante das culturas
através da técnica de Griess, nds detectamos niveis baixissimos ou indetectaveis de NO, mesmo
guando os macrofagos caninos eram estimulados com LPS (dados ndo mostrados). Wasserman e
colaboradores (2012) conseguiram detectar a presenca de nitrito no sobrenadante de culturas de
macrofagos caninos DH82, utilizando a reacdo de Griess, no entanto os dados apresentados por
eles mostraram uma grande producdo basal de NO de aproximadamente 90 uM nos macréfagos
caninos em repouso, sem no entanto, observarem qualquer alteragéo nas concentragdes de nitrito
medida no sobrenadante, apds estimulo com diferentes concentragdes de LPS. Dessa forma,
decidimos testar outra técnica para tentar caracterizar a producdo de NO pelos macrofagos
caninos DH82. Nossos dados de citometria utilizando a sonda intracelular DAF-FM mostram que
os macréfagos DH82 apresentam niveis basais de marcacao pela sonda (Fig. 13A), sugerindo que
0 NO esta presente, mas provavelmente em quantidades ndo detectaveis pela reacdo de Griess,
uma vez que 0 mecanismo de agdo dessa sonda se baseia na entrada do diacetato de 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2DA) no interior da ceélula, onde sera convertido a 4,5-
diaminofluoresceina (DAF-2) por meio da agdo de esterases intracelulares, que na presenca de
NO e oxigénio, forma o triazolofluoresceina (DAF-2T), esse composto ird emitir a fluorescéncia
detectada nos ensaios de citometria de fluxo. A andlise dos dados pela intensidade de
fluorescéncia mostra que os macrofagos DH82 ndo foram capazes de aumentar oS niveis
intracelulares de NO de forma significativa apds estimulo com LPS e nem na presenca de uma ou
outra espécie de Leishmania. (Fig. 13A). No entanto, quando analisamos o percentual de células
DAF", n6s observamos um aumento da porcentagem de células que possuiam NO intracelular
apos o estimulo com LPS (Fig. 13B). Além disso, vimos que as espécies de Leishmania ndo sdo
capazes de induzir a producdo de NO nos macrofagos DH82 em repouso e nem modulam a
producdo de NO nos macrdfagos estimulados com LPS no nosso modelo e nas nossas condi¢des
experimentais (Fig. 13A e B). Dados sobre a expressdo de iNOS em macrdfagos caninos
derivados de mondcitos infectados com L. chagasi mostram que ha um pequeno aumento na
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expressao de iINOS, mas 0 aumento era maior quando o macréfago era estimulado por INF-y e
LPS e infectado (SISTO et al., 2001).

Os nossos resultados de ROS seguiram 0 mesmo padréo que os observados nos dados de
NO. Os macrofagos DH82 sem estimulo apresentavam niveis basais de ROS e ocorre um
aumento quando esses macrofagos sdo estimulados com LPS (Fig. 14). J& a presenca do parasito
ndo modulou a producdo de ROS nas células em repouso ou estimuladas pelo LPS (Fig. 14).
Apesar de no nosso modelo ndo termos encontrado diferenga na producdo de ROS nos
macrofagos DH82 infectados, existem trabalhos que mostram que macrdfagos infectados por
Leishmania sp. apresentam alteracdo no nivel de produgdo de ROS para mais ou para menos,
dependendo do macrofago envolvido. Murray e colaboradores (1981) mostraram que macrofagos
murinos aumentam a producdo de ROS ap6s a infeccdo com L. tropica ou L.donovani, enquanto
Passwell e colaboradores (1994), mostraram que a infeccdo de macrofagos humanos por L.
donovani, L. major e L. mexicana levam a uma diminui¢do na producédo de ROS.

Nossos resultados apontam para a possibilidade do uso da linhagem DH82 como um
modelo experimental para o estudo da interacdo Leishmania x célula canina uma vez que
mostramos que esses macrofagos caninos interagem e sdo infectados por promastigotas das
espécies L. amazonensis e L. chagasi e apresentam uma dinamica de infec¢do semelhante aos dos
macrofagos murinos RAW 264.7, amplamente utilizados como modelo de estudo in vitro da
leishmaniose. Apesar de ndo conseguirmos observar no nosso modelo e condigdes experimentais
de infeccdo por Leishmania, diferencas na producdo de NO e ROS pelos macréfagos caninos
DH82 na presencga de ambas as espécies de Leishmania testadas como demonstrado para outros
macrofagos e espécies de Leishmania, apresentamos pela primeira vez dados sobre a producédo de
NO e ROS nos macréfagos caninos DH82, que podem contribuir para o melhor conhecimento
desta linhagem canina, ja que existem pouquissimos trabalhos que caracterizam essa célula. Da
mesma forma, mostramos dados sobre o efeito da infec¢do por L. amazonensis e L. chagasi sobre
a expressao de MHCII e CD80 nos macréfagos caninos DH82. De qualquer maneira, deve se
levar em consideracdo que se trata de uma linhagem de macréfagos transformada e experimentos
com macrdfagos caninos primarios sdo necessarios para corroborarem os dados, assim como séo
realizados com estudos utilizando linhagem de macr6fagos murinos.

32



CONCLUSOES

1 — A Leishmania amazonensis e a L. chagasi interagem e infectam a linhagem de macréfagos
caninos DH82.

2. A L. amazonensis interage mais e € mais infectiva para a linhagem de macréfagos caninos
DH82 do que a L. chagasi.

3 — A opsonizacao por anticorpos das formas promastigotas de L. chagasi aumenta tanto o indice
de associacdo quanto a sobrevivéncia intracelular em 24 e 48 horas comparado a L. chagasi ndo
opsonizada.

4 — A infecgdo pela L. amazonensis e pela L. chagasi nos macrdfagos caninos DH82 apresentam
um perfil de infeccdo semelhante aos macr6fagos murinos RAW?264.7.

5 — Por citometria de fluxo foi possivel detectar que os macréfagos DH82 produzem 6xido nitrico
de forma basal, e aumentam a producéo apos estimulo com LPS, no entanto promastigotas de L.
amazonensis ou L. chagasi ndo sdo capazes de modular a producdo de NO em macrofagos em
repouso ou estimulados pelo LPS no nosso modelo.

6 — De forma semelhante ao observado para a producdo de NO, os macrofagos DH82 produzem
espécies reativas de oxigénio de forma basal, e essa producdo aumenta apds estimulo com LPS,
no entanto promastigotas de L. amazonensis ou L. chagasi ndo sdo capazes de modular a
producdo de ROS em macréfagos em repouso ou estimulados pelo LPS no nosso modelo de
estudo.

7 — Os macréfagos caninos DH82 expressam de forma constitutiva a molécula de
histocompatibilidade do tipo Il (MHCII) em sua membrana celular, e essa expressdo aumenta
apos estimulo com LPS, entretanto essa expressdao ndo € modulada pela infeccdo por L.
amazonensis ou L. chagasi.

8 — Os macrdéfagos caninos DH82 expressam de forma constitutiva a molécula co-estimulatoria
CD80 e € capaz de aumentar essa expressdo apoOs estimulo com LPS. Na presenca de
promastigotas de L. amazonensis ha um aumento da expressdo basal, no entanto, isto ndo é
observado para L. chagasi.
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