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RESUMO

O fluxo sangiineo alterado, isquemia, proliferac@o celular e a presenca de
microrganismos resultam em queda acentuada de pressac parcial de oxigénio
{nipoxia) no tecido lesado. Macréfagos se adaptam a hipoxia, alterando seu
metabolismo, produgao de linfocinas pro-inflamatorias e atividade fagocitica. No
presente trabalho comparamos os efeitos da hipéxia (5% de Og) e da normoxia
(21% de O») na infecgdo de macrofagos com o protozoario parasita Leishmania
amazonensis. Macrofagos de duas diferentes origens (linhagem celular murina
J774 e macrofagos peritoneais murinos) expostos a hipoxia mostraram reducgéo na
porcentagem de céiulas infectadas e no nﬂmero de parasitas intraceluiares por
célula. A cinética da infecgao indicou que a hipdxia nao deprime a fagocitose de L.
amazonensis, mas induz macréfagos a reduzirem o parasitismo intracelular. Além
disso, a hipéxia ndo age sinergicamente com interferon gama (IFN-y) e
lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos para induzir morte do parasita.
Experimentos também demonstram auséncia de correlagdo entre a produgao de
oxido nitrico e o controle da infeccdo em macréfagos sob condigdes hipoxicas.

Proteinas do choque térmico de 70kDa (HSP70) € induzida por hipdxia em
muitos tipos de células e contribui para sua sobrevivéhcia durante exposicao a
condicGes hipoxicas. Andlises da expressdo de HSP70 em linhagem celular
murina J774, expostas a hipoxia, mostram uma notavel reducdo na expressao de
HSP70. Macréfagos infectados com L. amazonensis também reduziram a

expressao de HSP70.
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Macréfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis sob condi¢des
hiperbaricas (HBO) (2 horas, 2,5 ATA, 100% Q) apresentaram significativa
redugdo na porcentagem de células infectadas e no numerc de parasitas
intracelulares por células.

Todos os resultados fornecem evidéncias de que a hipoxia, que ocorre em
varias condicbes patolégicas, e a HBO, podem alierar a susceptibilidade de

macréfagos a infecg@o com Leishmania.
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ABSTRACT

The altered blood flow, isquemia, cell proliferation and the presence of
microorganisms cause hypoxia (low pGz) in injured tissues. Macrophages adapt to
hypoxia and alter their metabolism, pro-inflammatory lymphokines production and
phagocytosis activity. In the present study we compared the effect of 5% oxygen
tension (hypoxia) and a normal tension of 21% oxygen (normoxia) on macrophage
infection by the protozoan parasite Leishmania amazonensis. Macrophages from
two different sources (murine cell line J774 and murine peritoneal macrophages)
exposed to hypoxia showed a reduction of the percentage of infected cells and of
the number of intraceliular parasites per cell. The kinetic of infection indicated that
hypoxia did not depress L. amazonensis phagocytosis but induced macrophages
to reduce intracellular parasitism. Furthermore, hypoxia did not act synergistically
with gamma interferon (IFN-y) and bacterial lipopolisaccharides (LPS) in
macrophages to induce parasite killing. Experiments also indicated no correlation
between nitric oxide production and control of infection in macrophages under
hypoxic condition.

Heat shock protein 70 (HSP70) is induced by hypoxia in the most of
mammalian cell types and contributes to their ability to survive during hypoxic
episodes. Analyses of the Hsp70 in murine cell line J774 exposed to hypoxia
indicated a notable reduction in HSP70 expression. Macrophages infected with L.

amazonensis also showed a reduction in HSP70expression.



Macrophages infected with L. amazonensis amastigotes under hyperbaric
condition (HBO) (2 hours, 2,5 ATA, 100% O:) showed a significant decrease of the
percentage of infected cells and number of intracellular parasites per celi.

Taken together our results provided the first evidence that hypoxia, which
occurs in various pathological conditions, and HBO treaimeni, can alter

macrophage susceptibility to a parasite infection.
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1. INTRODUCAO

4

Em 1803 Leishman e Donovan separadamente descreveram na india um
protozoario presente em tecidos esplénicos de pacientes. A doenga passou a ser
chamada de leishmaniose visceral e o parasita denominado Lefshmania donovani
(HERWALTD, 1999).

Nos hospedeiros mamiferos, representados na natureza por varias ordens e
espécies, a Leishmania assume a forma amastigota, arredondada e imével, que
se multiplica obrigatoriamente dentro de células do sistema monocitico fagocitario.
A medida que as formas amastigotas vao se multiplicando, 0s macréfagos se
rompem liberando parasitas gque s&8o fagocitados por outros macrofagos
(GONTIJO & CARVALHO, 2003). Todas as espécies do género sac transmitidas
pela picada de fémeas infectadas de dipteros da subfamilia Phiebotominae,
pertencentes aos géneros Lufzomyia — no Novo Mundo, e Phlebotomus — no
Velho Mundo. Nos flebotomineos as leishmanias vivem no meic extracelular, na
luz do trato digestivo. Ali, as formas amastigotas, ingeridas durante o repasto
sanguineo, se diferenciam em formas flageladas, morfologica e bioquimicamente
distintas das amastigotas, sendo. posteriormente inoculadas na pele dos
mamiferos durante a picada (GONTIJO & CARVALHQ, 2003).

Ha aproximadamente 21 espécies de Leishmania, transmitidas por cerca de
30 espécies de flebotomineos. Leishmania tem desenvolvido uma variedade de
mecanismos adaptativos ndo somente para viver dentro do vetor, mas também
para escapar da resposta imune do hospedeiro vertebrado, inclusive dentro do

macréfago (CUNNINGHAM, 2002).



Nos hospedeiros vertebrados o parasita pode causar um espectro de
doencas variando de uma doenga cutanea limitada (leishmaniose cutanea) a uma
doenca visceral progressiva (leishmaniose visceral) que pode ser fatal (BERMAN,
1997). As formas e a severidade da doenca dependem grandemente da espécie
do parasita infectante e também do estado imune do hospedsiro {KANE &
MOSSER, 2000).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Salde (OMS) ha
aproximadamente um milh&o e meio de novos casos de leishmaniose cutinea e
quinhentos mil novos casos de ieishmaniose visceral reportados a cada ano
(www.who.int). A leishmaniose é endémica em regides tropicais da Africa,
Américas, no subcontinente indiano, Mediterraneo e no sudoeste da regido
asiatica (HANDMAN, 2000). A incidéncia de leishmaniose cutinea e mucocutanea
(leishmaniose tegumentar americana-LTA) no Brasil tem aumentado, nos ultimos
20 anos, em praticamente todos os Estados. Surtos epidémicos tém ocorrido nas
regibes Sudeste, Centro-oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regiao
Amazonica. Nos Ultimos anos, o Ministério da Satde registrou média anual de 35
mil novos casos de LTA no pais. Nao sé no Brasil, assim como em outros paises
do Novo Mundo, a LTA constitui problema de Sadde Puablica (GONTIJO &
CARVALHO, 2003).

O controle das leishmanioses esbarra no fato dela ser uma zoonose, sendo
os animais silvestres e domésticos potenciais reservatdrios do parasita. O
crescimento urbano desordenado tem gerado muitas dificuldades no combate ao
flebétomo (HANDMAN, 2000). A resisténcia a drogas (antimoniais peniavalentes,

como o glucantime) utilizadas tradicionalmente na terapia contra as leishmanioses,



aliada aos efeitos colaterais destes compostos fazem com que alternativas ao
tratamento sejam estudadas (HERWALDT, 1999).

Devido & facilidade na utilizac&o dos modelos in vivo e in vitro de infecgao
com Leishmania, a eficiéncia de varios compostos e de protocolos de vacinagao
temn sido testados. A OMS classifica as vacinas experimentais contra leishmaniose
em geragdes. Na primeira geracdo estdo as vacinas compostas por parasitas
mortos e BCG (Bacilo Calmette-Guérin), por outro lado, as chamadas vacinas de
segunda geracac utilizam processos mais sofisticados como o desenvolvimenio
de parasitas avirulentos, microrganismos modificados geneficamente ou
subunidades com capacidade antigénica (WHO, 2001). Contudo, ainda ndoc ha
drogas mais eficientes ou vacinas disponiveis contra a leishmaniose (revisto por

HANDMAM, 2000).

1.1- Aspectos da patologia das lesdes cutdneas

A Leishmania que utilizamos neste trabalho € a L. amazonensis que causa
principaimente lesdes cutaneas (WEIGLE & SARAVIA, 1996).

A leishmaniose cutdnea é causada por um grupoe de espécies
geneticamente relacionadas, cada espécie tem manifestacbes caracteristicas e
areas de endemicidade; entretanto, nenhuma destas manifestagdes clinicas sdo
Unicas para uma espécie em particular, porque ha considerave! sobreposicao
entre o espectro clinico da doenca (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Da mesma
forma, em uma dada area, varias especies de Leishmania podem ser transmitidas

(ARMIJOS et al., 1990). Lesdes mucosas sao as mais caracteristicas do parasita



Leishmania pertencente ao subgénero Viannia, particularmente L. (V.) braziliensis
e L. {(V.) panamensis, mas também podem ser causadas por L. (V.) guyanensis e
L. (L) amazonensis. lLeishmaniose cuténea difusa é uma forma rara de
leishmaniose causada por L. (L.) mexicana nas Américas do Norte e Central e por
L. (L) amazonensis e L. (L.) venezuelensis na América do Sul (WEIGLE &
SARAVIA, 1996). Embora a leishmaniose cuténea seja geralmente indolor,
autolimitante, e sem conseqiéncias sérias, é uma infecgio de grande importancia
em saude publica {(ASHFORD, 1999).

O curso clinico da leishmaniose cutanea & compiexo devido a variabilidade
do periodo de incubacdo, infeccdo subclinica, cura espontanea, propagacao
metastatica, reativagdo, reinfeccdes e lesbes cronicas (WEIGLE & SARAVIA,
1996).

Durante o periodo de incubacgdo, que pode permanecer por semanas ou
varios anos, uma série de eventos celulares ocorrem, culminando na primeira
manifestacao clinica, que € um pequeno nédulo papular indolor (SANCHEZ et al.,
1992; WEIGLE & SARAVIA, 1996). Este nédulo é produzido por uma massa
dermica contendo macréfagos vacuolados carregados de Leishmania e infiltrado
linfocitico (GUTIERREZ et al., 1991; BIDDLESTONE_' et al.,, 1994). O nddulo
desenvolve necrose central, possivelmente devido a pressdo da epiderme. O
infiltrado deérmico se estende visivelmente, a area de necrose central aumenta,
desenvolvendo lesdes que sdo classicas de L. (Viannia), Glcera oval ou circular em
relevo, endurecida, com bordas bem definidas com presenca de amastigotas
(HEPBURN et al., 1993). Abundantes linfocitos, histiocitos e granulomas estéo

presentes nas lesbes causadas por L. (Viannia) (GUTIERREZ et al., 1991).
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Lesbes causadas por L. amazonensis, utilizada em nossos estudos,

usualmente apresenta uma lesdo Onica ulcerada que é muito suscetivel ao
tratamentc e pode curar-se espontaneamente. Contudo, a diversidade de
apresentacdo clinica desta espécie parece variar de lugar, possivelmente devido a
diferengas na sua viruléncia (WEIGLE & SARAVIA, 1996). L. amazonensis foi
recentemente isolada de pacientes com diversas formas de leishmaniose,
incluindo cutéanea, mucosa, difusa e leishmaniose visceral (BARRAL et al., 1991;
BARRAL et al.,, 1986 e SAMPAIO et al,, 1985). Nas ieishmanioses cutaneas
causadas por L. amazonensis ou por L. braziliensis a inﬂamaga_o ativa (migracac
de céiulas mononucleares), a destruicdo tecidual (induzida por céluias
inflamatorias) e as tentativas de reparagdo tecidual (proliferagdo de pequenos
vasos sanglineos) ocorrem simultaneamente (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Em
lesbes cutaneas cronicas de cura mais lenta, amastigotas nos macréfagos e o
infiltrado inflamatodrio levam a formacdo de um nédulo dérmico que se expande
formando uma area de necrose central. Essas lesbes sdo extensas e as
manifestagdes clinicas diversas, com aumento da morbidade, faciimente
confundida com doencas crbnicas de pele como a psoriase, os eczemas, a
varicela e os carcinomas de pele (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Na leishmaniose
cutadnea difusa causada pela L. amazonensis observa-se ¢ aparecimento de
nodulos no rosto e membros, com abundancia de macréfagos infectados,
auséncia de linfocitos, e formagao de granulomas e focos necréticos (GRIMALD! &
TESH, 1993; WEIGLE & SARAVIA, 1996). Ainda, o tratamento apresenta
dificuldades, porque, a leishmaniose cutnea difusa é refrataria & medicacao

convencional com antimoniato (BECKER et al., 1999). O paciente mesmo quando



alcanca alguma melhora clinica pode manifestar recaidas (CONVIT et al., 1989).
Similar a L. (Viannia), L. amazonensis pode se disseminar hematogenicamente,
apesar de evidéncias de uma resposta imune celular especifica (COSTA et al.,

1986).

1.2- Resposta imune do hospedeiro

Como Leishmania € um parasita que invade macréfagos, ndo € surpresa
que o controle da infeccdo dependa de mecanismos efetores promovidos pelos
macrofagos para matar o parasita (ALEXANDER & RUSSELL, 1982). Os
macrofagos séo fagocitos profissionais e células multifuncionais que dependendo
do seu estado de ativagaoc e da sua localizagao, apresentam antigenos, secretam
uma variedade de fatores regulatdrios, enzimas e citocinas, e tem atividades anti-
tumoral e microbicida (AYALA et al.,, 1996; McCORMICK et al., 2000). QOutras
células também parecem estar envolvidas nos mecanismos de controle da
inffeccdo, como por exemplo, células natural killer (NK) (MULLER et al., 2001) e
celulas dentriticas (REIS e SOUZA et al., 1999).

Imediatamente apos a inoculacdo dos parasitas no hospedeiro vertebrado,
um processo inflamatério local é iniciado, envolvendo actmulo local de células
para impedir o dano tecidual e para iniciar a cura da lesao. Inicialmente, a lesédo é
infiltrada por granuldcitos (neutréfilos e eosindfilos), seguidos por macrofagos
inflamatorios, que dentre poucos dias predomina na lesdo. Linfocitos sao
raramente detectados no estagio inicial da infeccdo (BEIL et al., 1992;

SUNDERKOTTER et al., 1993).



Macrofagos e celulas dendriticas sao as principais fontes de interleucina 12
(IL12) imediatamente apds infeccdo com Leishmania (GORAK et al., 1998). A
produgao de IL12 por macrofagos e células dendriticas induz as producdo de
interferon gama (IFN-y) por células NK e células T. IFN-y em associagao ao fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) produzido pelo préprio macréfago infectado
induzem a ativac@o do macréfago para produzir moléculas que serao toxicas ao
parasita (KANE & MOSSER, 2000).

Os dois mediadores mais bem descritos e envoividos na morte do parasita
por macrofagos ativados com IFN-y e TNF-a sdo os radicais do oxigénio como o
superoxido (Oz ) e 0 perdxido de hidrogénio (H202) e os intermedidrios reativos de
nitrogénio como o dxido nitrico (NO) e o peroxinitrito que séo formados durante o
“purst” respiratorio (KANE & MOSSER, 2000; LINARES et al., 2001). Macrofagos
susceptiveis a infeccdo com Leishmania produzem esses radicais de oxigénio em
quantidades relativamente baixas comparadas com macréfagos ativados que
secretam altos niveis de espécies reativas de oxigénio. Os macroéfagos murinos
ativados por citocinas mostram aumentar a expressdo da enzima oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS) produzindo grandes quantidades de NO (KANE &
MOSSER, 2000).

As celulas T helper (Th) também tém um importante papel na resposta
imune. A expansao de clones Th1 protege durante a infeccdo, enquanto a
expansdo de celulas Th2 exacerba a doenga (CUNNINGHAM, 2002). A
estimulagéo de linfécitos T CD4 (Th1), as linfocinas ativadoras de macréfagos e os
intermediarios reativos de nitr_ogénio (expressao da enzima iNOS) produzidos por

macrofagos ativados e i6xicas ao parasita s&o os principais componentes da



reposta imune em camundongos resistentes a esses parasitas (C57BL/6) (revisto
por AUGUSTO et al., 1896 e SOLBACH & LASKAY, 2000). Por outro iado, L4
regula a diferenciacdo de células Th2, que confere susceptibilidade a Leishmania
pela baixa regulagao de IL12, producao de IFN-y, e inibig8o da produgéo de NO

pelo macréfago (CUNNINGHAM, 2002).

1.3- Relevéncia fisiol6gica da hipéxia

Em tecidos normais, a tensao de oxigénio (ou pressao parcial de oxigénio,
pO2) varia de 20 a 70 mmHg (2,5% a 9% de O»). Em tecido cutaneo, por exempio,
a pO: e de 50-60 mmHg, no figado a pO, venosa esta entre 30-35 mmHg (4-5%
02) e em tecido muscular é aproximadamente 25 mmHg (LEWIS et al.,, 1999;
ZHOU et al., 2000). Em varias patologias observam-se periodos prolongados de
reduzido fluxo sangiiineo, vasoconstricdo e proliferacdo celular, resultando em
gueda acentuada da pO. tecidual. A perfusdo deficiente causa a formacgédo de
microambientes hipoxicos, caracteristicos de neoplasias, arteriosclerose, fraturas
osseas, artrite reumatdide e reagdes inflamatorias em geral (NIINIKOSKI & HUNT,
1972; HUNT et al, 1983; LEWIS et al., 1999). Em tecido dérmico lesado
experimentalmente, as medidas de pO; indicaram gradientes hipdxicos de 5-28
mmHg com a area central da lesdo, composta de fibrina, plasma, infiltrado
leucocitario e tecido conectivo apresentando os niveis mais baixos de pO.,
(REMENSNYDER & MAJNQO, 1968). Os niveis de oxigénio diminuem nos

primeiros dias apos a injuria do tecido (NIINIKOSKI & HUNT, 1972).



Células adaptam suas atlividades metabdlicas de inumeras maneiras
quando expostas a hipoxia, por exemplo, macrofagos podem se adaptar, isto e,
modificam o seu fendlipc na auséncia de oxigénio por desviar a via glicolitica
anaerébica para produzir ATP, como também € visio em céluias tumorais sob
condicOes hipdxicas (LEWIS et al., 1999). As respostas celulares a hipbdxia variam
de mudancas nos fiuxos de ions na membrana plasmatica e alteracdes na
proliferacdo a indugdo de genes especificos e apoptose (HELFMAN & FALANGA,
1993; YUN et al., 1997a; LEWIS et al., 1999). As ceélulas musculares e neuronais
expostas a hipoxia tém a atividade dos canais de potdssio (K') e célcio (Ca™)
estimulada e a sobrevida aumentada em periodos de anoxia (GANFORNINA &
LOPEZ-BARNEO, 1991; CORNFIELD et al., 1994). A produgdc de TGF-f (Fator
de crescimento e transformacao), bFGF (fator de crescimento de fibroblastos) e
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) por células expostas a hipdxia
estdo relacionados ao processo de angiogénese durante o desenvolvimento de
tumores e a cura de lesdes teciduais (FALANGA et al.,, 1991; YUN et al., 1997a).
Varios estudos indicam que macrofagos provenientes da lesdo sdo capazes de
induzir angiogéneses (KOCH et al, 1986) e sugerem que a ativacdo de
macréfagos por fatores especificos microambientais & essencial para atividade
proangiogénica em tais tecidos lesados (THAKRAL et al., 1979). A angiogénese &
importante para restaurar a perfusdo vascular no tecido lesado e facilitar o
ingresso de neutréfilos e macrofagos que seréo importantes no processo de cura

(CROWTHER et al,, 2001).



A hipotese mais aceita ¢ que a hipdxia induz a morte celular, e gue esta
ocorra, principalmente, por apoptose. JACOBSON & RAFF (1995) e SHIMIZU et
al. (1996) demonstraram que a hip6xia induz apoptose em fibroblastos humanos
SV-40 transformados e sem mitocOndrias. Observacdes semelhantes foram feitas
em linhagem WEH 17.7 (linfoma T), em células de adenocarcinoma e em
neurbnios (YUN et al,, 1997a). Entretanto, também se observa selecdo e
resisténcia das células. Estes efeitos opostos da hipéxia na morte celular {inducao
x protecao) sdo atribuidos as mudancas adaptativas ou fenotipicas sofridas em
ambiente hipoxico. Em células de Kupffer e células do epitélio intestinal, por
exemplo, foi relatado que nédo houve significante diminuigéo da viabilidade sob
condi¢Ges hipoxicas (TOWFIGH et al., 2000; XU et al., 1999). Também em células
do tecido bucal de caes foi relatado que a hipéxia ndo causou significativas
mudancas na viabilidade destas células, sugerindo que esta condicao nao induziu

morte celular (AMEMIYA et al., 2003).

1.4- A hipoxia e as alteragdes fenotipicas dos macréfagos

A hipoxia afeta uma variedade de processos celulares ¢ é 0 principal fator
que contribui para varios processos patolégicos. Ahélises da expressao e
modificagbes na pds-tradugdo de proteinas em resposta a hipéxia revelou que
uma complexa regulacdo € feita em muitiplos compartimentos celulares para
competir com a reduzida disponibilidade de oxigénio para assim manter a funcao

celular.
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Macrofagos, que se acumuiam no centro ou nas adjacéncias de areas
hipoxicas e pouco vascularizadas de tecidos lesados (LEWIS et al.,, 1988), sao
capazes de funcionar sob condicfes hipdxicas. Estas células alteram a expressao
génica e adaptam a atlividade metabdlica. Hipoxia pode induzir mudangas na
atividade secretcra e induzir a liberagdo de citocinas pro-angiogénicas e
inflamatdrias pelos macréfagos in vitro e in vivo (LEWIS et al., 1998).

Ha varios efeitos da hipdxia nos fenétipos e nas fungbes de macrofagos.
Experimentos com ceélulas murinas da linhagem RAW 264.7 ou com macrofagos
humanos expostos a baixas concentracbes de oxigénio mostram que essas
células sobrevivemn e meihor se adaptam qﬁando expostas a hipéxia in vitro sob
prolongados periodos de tempo (YUN et al., 1997b; TSUKAMOTO et al., 1996).
Alem disso, a hiptxia tambem aumentou a atividade de varias enzimas glicoliticas
em macréfagos alveolares murinos. Estudos sugerem que macréfagos podem se
adaptar a auséncia de oxigénio por alterar a via glicolitica, semelhante as células
tumorais sob condigbes de pO» reduzida {LEWIS et al., 1999). A exposicdo de
macréfagos alveolares a um periodo cronico de hipoxia (96 horas) reduziu a
atividade da citocromo oxidase, uma enzima envolvida na fosforilagdo oxidativa, e
aumentou a atividade da piruvato kinase e de outras enzimas glicoliticas
(BUTTERICK et al., 1981).

A atividade fagocitica de macrédfagos tambéem pode ser alterada em baixas
concentracgdes de oxigénio. Macrofagos alveolares e células de Kupffer expostas a
hipoxia in vitro e in situ mostraram capacidade reduzida para fagocitar particulas
de poliestireno e carbono coloidal (SIMON et al,, 1981; LE KOPPELE et al., 1991).

LEEPER-WQOODFCRD & MILLS (1992) mostraram que a hipéxia aguda (1,7% Oz)
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alterou a funcao fagocitica em macréfagos alveolares de coelhos diminuindo a
entrada de hemacias fixadas com glutaraldeido, sem diminuir significativamente a
viabilidade e a aderéncia das células alveolares. A funcio fagocitica de
macréfagos alveolares pode ser recuperada através do retorno destas células as
condigGes 6timas de oxigénio como mostrado por SHENNIB et al., 1984.

Macrofagos submetidos a hipGxia devem ser ativados mais faciimente do
que macrofagos mantidos em normoxia, porque sintetizam maior quantidade de
INOS e de varias citocinas (ALBINA et al., 1995). Em macrofagos a iNOS ¢
responsavel pela producdo de NO em associagdo a ativadores como o IFN-y e
TNF-a na presenca de LPS (lipopolissacarideo) ou ainda uma combinagdo de
ambas citocinas (FUKUTO & CHAUDHURI, 1995; STUEHR, 1997).

Resumidamente podemos concluir que a hipdxia é uma situacédo a que os
macrofagos se adaptam, modificam seu fenétipo, alterando seu metabolismo, a
produgdo de linfocinas pro-inflamatérias, de proteinas do choque térmico e da
enzima iNOS e as atividades exociticas, endociticas e fagociticas, mas nao ha
dados na literatura sobre alteracdo fenotipica de macréfagos submetidos a hipdxia
e infeccéo.

QOutra alteracd@o fenotipica que células, em geral, sofrem em ambiente
hipéxico refere-se a expressdo de proteinas do choque térmico (HSPs)
(HAMMERER-LERCHER et al., 2001; CHI & KARLINER, 2004)

HSPs tem sua expressdo aumentada devido a varios estresses patoldgicos
tais como isquemia, estresse oxidativo, hipéxia, exposicdo a metais pesados e
choque termico. Durante tais injurias celulares, HSPs s&o responsdveis por

reparar ou degradar proteinas denaturadas (HIGHTGWER, 19981; PELHAM, 1986;
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HAMMERER-LERCHER et al., 2001). Essa citoprotegdo mantém a conformidade
das proteinas e a homeostase, desse modo aumentando a habilidade da céluia
para sobreviver ao estresse metabdlico ou oxidativo. Na auséncia do estresse,
muitas HSPs exercem importante papel nos processos celulares normais
(HAMMERER-LERCHER et al., 2001). Elas facilitam o desdobramento, reuniac e
separagéo, assim como a translocacac de outras proteinas. Ha diferentes familias
de HSP classificadas de acordo com seus pesos moleculares em kilodalton (kDa).
Uma das HSPs melhor caracterizada é a proteina de 72 kDa da famitia da HSP70
que tem sido associada a protecdo celular e sobrevivéncia de macrdfagos a
baixas concentracdes de oxigénio (HAMMERER-LERCHER et al., 2001; YUN et
al., 1997b). A expressao de HSP70 em macrofagos durante hipéxia foi pouco
estudada. YUN et al. (1997b) observaram que células RAW tém expresséo
diminuida em relagao a macrofagos selecionados.

Em outros sistemas celulares a expressao de HSP70 durante a hipoxia foi
bastante estudada. HSP70 é induzida em resposta a hipoxia/reoxigenacao em
células e tecidos incluindo cérebro de ratos (FERRIERO et al., 1990), cultura de
cardiomiocitos de ratos (IWAKI et al., 1993), células epiteliais humanas (TURMAN
et al., 1997) e astrocitos priméarios de ratos (UEHARA et al., 1999), desse modo
aumentando sua sobrevivéncia durante periodos de baixa concentracac de
oxigénio (KUMAR & KLEIN, 2004). Contudo, em células endoteliais que sao
tolerantes a hipdxia, periodos prolongados de baixa conceniragdo de oxigénio
reduz a expressdo de HSP70 enquanto ndo altera a viabilidade e estimuia a
atividade e a expressdo de enzimas glicoliticas (GRAVEN & FARBER, 1997,

GRAVEN et al., 1993; OEHLER et al., 2000). Blogueic no aumento da HSP70
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conduz a um aumento da susceptibilidade das células a hipoxia/reoxigenacgéao
(NAKANO et al., 1997).

Quando celulas sao expostas a hipdxia cronica, a reposta protetora pode
fathar, resultando em apoptose (KUMAR & KLEIN, 2004). Estudos in vivo e in vitro
sugerem gue as H5Ps tem um importante papel na regulacédo da apoptose. Uma
das hipéteses proposta € que HSP7C é capaz de inibir a apoptose por impedir a
liberagao da citocromo ¢ da mitocOndria (CHRISTIANS et al., 2002). Além disso,
ha evidéncias sugerindo que além de HSP70, HSPS0 e outras HSPs de baixo
peso molecular podem tambem fornecer um papel anti-apoptético por agir
possivelmente em associacdo com HSP70 (LIN et al., 2001; KAMBADT et al,,
2001).

Embora um grande numero de informagdes j& tenha sido avaliado, s&o
necessarias ainda muitas informagdes sobre os mecanismos pelo qual hipoxia
afeta a expressao de proteinas (KUMAR & KLEIN, 2004).

A L. amazonensis, a espécie que utilizamos em nossos estudos, provoca
lesGes cutaneas em humanos e em linhagens murinas susceptiveis,
caracterizadas por um grande nimero de amastigotas em divisdo, migracéo de
celulas inflamatorias (McELRATH et al., 1987), infecgbes secundarias com
bactérias aerdbicas e anaerdbicas e mudangas no fluxo sangiilineo tecidual (EL-
ON et al., 1992; GIORGIO et al,, 1998), que devem resultar em isquemia local e
hipoxia. Alguns estudos, realizados em sistema in vitro, tdm mostrado que
macrofagos sofrem mudangas apés a infecgdo, como por exemplo, 0 aumento da
resisténcia a apoptose, a diminuicao da expressdc de moléculas de MHC

(complexo de histocompatibilidade principal) e a inibicdo da producdo de
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intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénic (OVERATH & AEBISCHER, 19399).
Entretanto, as avaliactes destes parametros em celulas infectadas cuitivadas em
baixa pQO., situacdo que deve ocorrer nas lesdes, ndo foram realizadas. Como
também nao foi avaliado se assim como 0s macrofagos normais, gue em hipdxia
alteram o seu metabolismo, a producdo de citocinas, de proieinas de choque
térmico e da enzima INOS, e as suas atividades fagociticas, macréfagos

infectados, cultivados em baixa pO2, sofrem as mesmas alteragdes.

1.6- Hiperéxia e Oxigenacao Hiperbarica

A terapia hiperbarica é definida como -um modelo de tratamento medico na
qual pacientes ficam totalmente fechados em uma camara respirando 100% de
oxigénio a uma pressao maior que uma atmosfera absoluta (atm). A hiperoxia
(pO2 340-760 mmHg; 45-100% O2) e a oxigenagao hiperbarica (pOz > 760 mmHg)
(HBO) tem sido utilizadas para o tratamento de infecgbes in vivo e em alguns
estudos in vitro. Apesar de eficaz para o tratamento de varias patologias como a
osteomielite, as Ulceras crbnicas e lesGes traumaticas, a supiementacdo de
oxigénio, ainda é controversa na terapia de outras doengas infecciosas (GARNER
et al., 1989; GENNARI & ALEXANDER, 1996; MOON & CAMPORESI, 1999). A
terapia através da oxigenacaoc hiperbarica tem sido ampliada para tratamentos de
artrites e doencas auto-imunes e tem demonstrado ser efetiva em alguns casos
(INAMOTO et al., 1991). Pacientes com lupus eritematoso sistémico tratados com

HBO apresentaram graduais diminuigdes nos niveis de imunogliobulinas no soro
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durante o tratamento. isto sugere que a HBO pode alterar a fungfdo imune
(INAMOTO et al., 1991).

Desde a decada de 60 camaras hiperbaricas s@o usadas como adjuvanie
na ierapia com antibidticos e cirurgias de tecidos moles. Analises de dados
publicados na literatura mostraram que as taxas de sobrevivéncia e a recuperacio
de pacienies s0 mais elevadas com o uso de oxigenagao hiperbarica (CLARK &
MOON, 1899). O racional para o uso de oxigenacao hiperbarica, baseia-se no fato
de que tecidos infectados ou lesados apresentam micro areas hipdxicas que se
expandem devido & perfus&o deficiente e ao aumento do consumo de oxigénio por
células e microrganismos infectantes em préiiferagéo. A oxigenacgao hiperbarica
eleva os niveis sisiémicos e locais do oxigénio necessario para a producao de
ATP, a sintese de proteinas, e a producdo de espécies reativas das quais o
oxigénio € o substrato. A oxigenag&o hiperbarica também induz a migracao de
fibroblastos e a producdo e hidroxilagdo de colagenc nos tecidos iesados,
aumentando a cicatrizacdo (CLARK & MOON, 1999).

A formacao celular de especies reativas do oxigénio, qgue aumenta durante
a exposicao a hiperoxia, é considerada principal fator na toxicidade do oxigénic
(BRUNKER & BROWN, 1971), podendo ser toxico a varios microrganismos. Em
fungos, por exemplo, a exposicdo a elevada tensao de O» pode afetar a viabilidade
ou o crescimento, dependendo do tempo de exposicdo e da pressdo em que
espécies de Candida e Rhyzopus sdo cultivadas (GUDEWICZ et al., 1987). O
ambiente hiperdxico também é tdxico para varios parasitas como Giardia lambilia,
Entamoeba histolytica, Pneumocystis carinii € Schistosoma mansoni (GILLIN &

DIAMOND, 1981; PESANTI, 1984; MJOKI! et al, 1988; NARE et al., 1990).
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Leishmania apesar de possuir defesas antioxidantes, tais como a expressac de
superdxido dismutase, glutationa peroxidase e “thiol-specific antioxidant protein”
(WEBB et al, 1998), ¢ lisada por intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio
{revisto por AUGUSTO et al,, 1996). Apenas um trabalho relata que formas
promastigotas de Leishmania foram mais susceptiveis a anfotericina B quando em
ambiente hipercxico (MUHVICH et al., 1923). Os autores n&o estudaram os efeitos
da HBO em amastigotas e em macréfagos infectados. Varios antibiodticos,
fungicidas e drogas antiparasitérias, principalmente os nitrocompostos, tem
atividade aumentada in vilro e in vivo em ambiente hiperéxico e durante a
oxigenacgao hiperbarica (PARK et al., 1962).

Os efeitos colaterais da hiperéxia e oxigenacdo hiperbarica em humanos,
animais e em céiulas de mamiferos sao controversos (GARNER et al., 1989;
MONN & CAMPORESI, 1999). Macrofagos peritoneais de camundongos tratados
em HBO apresentam atividades citostaticas e sintese de peroxinitrito diminuidas
(KURATA et al., 1995). Diminuicdes na secregdo de citocinas (IL1, IL6) em
resposta a LPS foram observadas em macréfagos humanos de pacientes tratados
em HBO (WEISZ et al., 1997). Também em macrdfagos espiénicos murinos foi
observado que a HBO inibiu a secrecdo de interleucina 1 (IL1) mas néo afetou a
atividade fagocitica destes (INAMOTO et al, 1991). Contudo, macréfagos
alveolares em culturas hiperéxicas mostraram indices de fagocitose baixos, mas
guando retornam a ambiente normoéxico produzern mais intermediarios reativos de
oxigénio e fagocitam mais eficientemente (DEDHIA et al., 1993). Na literatura nao
ha dados relacionados a macréfagos infectados com Leishmania e submetidos a

HBO.
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Resumidamente, o efeito adjuvante de oxigenacdo hiperbarica na agao de
drogas como os nitrocompostos, o efeito positivo no tratamento de infecgdes por
bactérias e fungos, a observagao de poucos efeitos téxicos em pacientes, animais
e celulas, e a susceptibilidade de Leishmania a intermediarios reativos de oxigénio
e nitrogénio, séo fatores que sugerem uma atividade terapéutica da hiperoxia

nessa parasitose.
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2. OBJETIVOS

Analisar o papel terapéutico e/ou deletéric da hipdxia e da oxigenagao

hiperbarica (HBO) em modelos in vitro de uma infeccdo intracelular, como a

leishmaniose.

1.

Especificamente pretendemos:

Avaliar mudangas fenotipicas de macréfagos murinos submetidos a
ambiente com reduzida pO, tais como: resisténcia/susceptibilidade a
infecgdo com L. amazonensis, resposia a citocina IFN-y e LPS, producéo
de iINOS e expressac de HSP70.

Analisar se 0s macréfagos murinos em HBO  apresentam
susceptibilidade/resisténcia diversa daquela observada em normoéxia a

infecgao com L. amazonensis.
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3. MATERIAIS E METODOS

Lista de compostos utilizados e procedéncias

Meio RPMI 1640 Sigma” e CultiLab, Campinas, SP, Brasil
Bicarbonato de Sodio Sigma
Soro Fetal Bovino (SFB) inativado CultiLab, Campinas, SP, Brasil

HEPES (acido hidroxietil piperazina etanosulfdrico} Sigma e CultiLab, Campinas, SP, Brasil

Interferon gama (IFN-y) R&D Systems, Inc.

Lipopolissacarideos de E. coli (LPS) Sigma

Gentamicina Sigma

Cell Growth Determination Kit, MTT Based Sigma

Pepstatin A Protease Inhibitor Coktail Set Il ~
Calbiochem

SDS (8ddio Dodecil Sulfato) °Amersham Pharmacia Biotech

Reagente de Griess Sigma

* Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri, USA
° Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA
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3.1- Animais
Camundongos isogénicos da linhagem BALB/c/Unicamp, fémeas com idade

entre 6 e 12 semanas e SPF (Specific Palogen Free), fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para investigacao Biolégica — CEMIB/UNICAMP foram mantidos no
Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia da Universidade

Estadual de Campinas durante o decorrer dos experimentos.

3.2- Meio de Cultura

O meioc de cultura utilizado nas culturas de parasitas e macréfagos foi o
RPMi 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado a 56°C
durante 1 hora, 20mM de bicarbonatc de sodio, 10mM de tampao HEPES e 25

ug/mi de Gentamicina.

3.3- Obtencao e manutencao do parasita

O parasita utilizado em nosso trabaltho foi a Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269).

Formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através da
inoculagdo via subcutanea de 2x10° parasitas no coxim plantar de uma das patas
traseiras. Os amastigotas foram retirados de lesdes, desenvolvidas nas patas
desses animais, atraveés de raspagens com bisturi estéril em solugao salina
suplementada com gentamicina. A suspensédo obtida foi filirada em gaze estéril
para retirada de residuos (protocolo adaptado de CANTOS et al., 1983). O numero

de amastigotas foi contado em camara de Neubauer.
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3.4- Obtencao e cuitura de macréfagos peritoneais murinos

Camundongos isogénicos BALB/c foram sacrificados por deslocamento
cervical. Com auxilio de seringa estéril descartavel, injetou-se 15 ml de solugéo
salina estéril suplementada com gentamicina no peritdneo do camundongo; o
abddmen do animal fol massageado e a pele rebatida. Novamente introduziu-se a
seringa na cavidade peritoneal do animal para retirada do exsudato,
armazenando-o em frasco imerso em banho de gelo. O numero de céluias foi
contado em camara de Neubauer, considerando-se que 50 a 60% das células
obtidas constituiam-se de macrofagos (BARBIERI et al., 1993). Um volume de
exsudato necessario para obter 5 x 10° macrofagos aderidos por laminula foi
transferido para placas de cultura de 24 pogos (Corning, TRP), contendo laminulas
redondas de 13mm de diametro (Glass Técnica), incubando-o por 2 horas a 37¢C.
ApoOs a adesao dos macrofagos nas laminulas o exsudato foi retirado e adicionou-
se meio RPMI 1640. A cultura foi incubada em estufa Gmida a 5% CO,, O»

atmosférico a 37°C durante 24 horas.

3.5- A linhagem ceiular murina J774

Os macréfagos da linhagem J774 (RALPH & NAKOINZ, 1977) foram
cultivados no laboratério nas condi¢bes descritas por LINARES et al, 2000.
Resumidamente, as células foram cultivadas em meio RPMI 1640, em frascos
plasticos de 25 ou 75 cm? (Coming, TRP) mantidas em estufa a 5% CO,, O;

atmosférico a 37°C e repicadas a cada 7 dias.
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3.8- Infeccao das culturas de macrdfagos com Leishmania amazonensis

As culturas de macroéfagos peritoneais murinas foram infectadas com 3
amastigotas para cada macréfage e incubadas por 1 hora a temperatura ambiente.
Apos este periodo o meio de cultura foi retirado e adicionou-se meio de cuitura
fresco. As culturas foram incubadas em estufa imida a 5% CO, O; atmosfeérico a
37°C. As culturas de macréfagos J774 cultivadas em frascos piasticos foram
infectadas na proporc¢ao 10:1 (parasita: célula) (ARRAIS-SILVA, 2003, COLHONE
et al., 2004) e incubadas em estufa imida a 5% COz, O. atmosiérico a 37°C por
24 horas. Para a avaliagdo do namero de células, de parasitas e a porcentagem
de infecgdo, as laminulas com os macréfagos aderidos e infectados foram fixadas
em metanol (10 min) e coradas com Giemsa (10 min) (Sigma) (GIORGIO &

BARAO, 1998) e avaliados em microscopio optico.

3.7- Ativacdo das culturas de macrofagos com IFN-y e LPS

As culturas de macrofagos peritoneais murinos (5 x 10° cel/ml) e as cuituras
de macréfagos J774 (1 X 10’ cel/ml) foram incubadas com a linfocina
recombinante IFN-y (20ng/mi e 500ng/ml, respectivamente) e LPS (10ng/ml e
300ng/ml, respectivamente) durante 24 horas. Apés lavagem das culturas com
meio RPMI, as células foram infectadas e submetidas aos diferentes tratamentos

como descrito no item 3.9 e 3.12, fixadas e coradas com Giemsa.
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3.8- Ambiente hipdxico

O ambiente hipdxico fol estabelecido lavando-se durante 15 minutos uma
camara incubadora (Billups-Rothenberg, modelo MIC 101) com mistura gasosa
padrac primario (White Martins — Campinas) com 2% de Oxigénio, 5% CO: e
balanceada com Nitrogénio. Em seguida, as mangueiras de entrada e saida de
gas eram fechadas e a camara mantida em estufa a 5% CO;, O» atmosférico a
37°C.

Para aferir 0 grau de hipéxia dentro da camara foi utilizado um analizador
de gas (testoryt/confort), com uma solucdo absorvente de oxigénio (Oxsorbent —
EUA). Apds a lavagem da camara, a entrada de gas foi fechada e a saida foi
acoplada a extremidade do analisador. Por meio de compressao de uma péra
acionada por 18 vezes sucessivas, 0 ar de dentro da camara entrou em contato
com a solugdo absorvente dentro do analisador e depois de homogeneizada a
solugao, mediu-se a concentrac@o de oxigénio que, em nossos experimentos, foi
de 5%. A tenséo de oxigénio no meio de cultura sob condicdes hipoxicas foi de
37mmHg e 150mmHMg sob condicBes norméxicas. O pH do meio foi 7.4 e néo

mudou significativamente durante o curso dos experimentos.

3.9- Cultivo em hipdxia de macréfagos peritoneais murinos e macréfagos
J774

As culturas de macrofagos peritoneais foram infectadas com L.
amazonensis em ambiente hipéxico (camara incubadora modular com 5% de Op,
5% COz2, balanceado com Nz) por 1 hora. Apés o tempo de infeccdo, as culturas

foram retiradas da hipOxia e 6 meio de cultura foi substituido por meio de cultura
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fresco. As culturas foram novamente submetidas ao ambiente hipoxico (5% de Oo,
5% CO», balanceado com No) por 24 e 48 horas. As culiuras de macrofagos que
foram expostas durante 24 horas a hipéxia, apos esse periodo permaneceram por
mais 24 horas em normoxia. Cuituras controles de macrdfagos peritoneais foram
mantidas em ambiente norméxico {(estufa incubadora com 21% 0., 5% COy)
durante todo o decorrer dos experimentos. Culturas de macréfagos peritoneais
ndo infectadas foram pré-expostas as condigbes hipédxicas (5% de O, 5% COq,
balanceado com Nz) por 24 horas. Apés a retirada do meio de cultura e adicdo de
meio novo, as culturas foram mantidas em norméxia (estufa incubadora com 21%
0., 5% CO,) por 24 horas. Apos o periodo de recuperagdo, as culturas foram
infectadas e mantidas em ambiente normoxico por mais 24 horas.

Macréfagos J774 infectados ou ndo com amastigotas de L. amazonensis
foram mantidos em meio de cultura RPMI 1640 a 37°C em normoxia (estufa
incubadora com 21% 0Oz, 5% CO.) ou hipdxia (cadmara incubadora modular com
5% de O, 5% CO., balanceado com Np) por 24 horas. Apos este periodo, as
células aderidas foram soltas com auxilio de um “scraper’, e contadas em camara
de Neubauer, para determinacdo da viabilidade. As células entao transferidas para
um tubo foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos, lavadas com PBS
(tampdo salina-fosfato) e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi
descartado e o “peliet” congelado para posterior uso nos experimentos de

“imunoblot”.
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3.10- Avaliagéo da viabilidade dos macréfagos e do parasita

A viabilidade dos macrofagos peritoneais, macréfagos J774 e formas
amastigotas de L. amazonensis foi determinada através do teste do MTT (3-(4,5-
dimetnylthiazoi-2yl)-2,5-diphenylietrazolium bromide). Macréfagos e formas
amastigotas do parasita foram cuitivados em placas de cultura de 96 pocos
(Corning, THP) em meio RPM! 1640 e mantidos em hipoxia ou norméxia durante
24h. Em cada pogo foi adicionado o MTT (10p! em 100ui do meic de cultura), e as
placas foram entao incubadas a 37°C por 4h. Apds este periodo, foi retirado todo o
meio de cultura e adicionado 100yl de isopropanol por 1 hora a temperatura
ambiente e em constante agitagdo. A viabilidade celular foi medida em diferentes
comprimentos de ondas conforme metodologia descrita por MOSMANN (1983).

A viabilidade dos parasitas também foi avaliada através da lise de
macrofagos infectados pelo SDS (BERTOLET & MAUEL, 2000). Culturas de
macrofagos J774 infectados com amastigotas de L. amazonensis foram mantidos
em ambiente hipoxico ou normoxico durante 24 horas. Apés este periodo, as
celulas foram soltas e retirou-se 1ml do meio de cuitura, iransferiu-se para um
tubo com adicdo de 0,01% de SDS. As culturas permaneceram em normoxia
(estufa incubadora com 21% O, 5% CO,, 37°C) por 10 minutos. Apds este
periodo, o tubo foi agitado rapidamente em voriéx e os amastigotas recuperados
dos macréfagos foram entdo transferidos para placas de culturas de 96 pogos
(Coming, TRP) e posteriormente incubados por 3 dias a 26°C (condicdes de
cultura de promastigotas). A transformacdo em promastigotas foi analisada por
contagem das formas flageladas. Também foram feitas culturas controles ndo

submetidas a agdo doc SDS. O nimero de amastigotas intracelulares viaveis
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recuperadas das culturas de macrofagos foi determinado por colorag@o com

eritrosina B (Sigma).

3.11- Analise da producaoc de nitrito

Macréfagos peritoneais murinos foram cultivados em meio RPMI a uma
concentragdo de 5x10° céiula/ml. Os sobrenadantes das culturas celulares
(ativadas ou ndo com IFN-y e LPS conforme item 3.7) em ambiente hipdxico ou
norméxico foram coletados apos 24 horas de culiura e congelados a -20°C. A
producdo de Oxido nitrico foi dosada indiretamente através da conceniracao de
seu metabdlito no meio de cultura (nitrito), pelo método de Griess {(GREEN et al,,
1984). Resumidamente, os sobrenadantes foram descongelados e um volume de
100u! foi colocado em placa de 96 pogos (Coming, TRP), adicionando-se igual
quantidade de reagente de Griess. As placas foram incubadas a temperatura
ambiente por 15 minutos e a quantificacfo colorimétrica foi realizada em 540 nm

em leitor de ELISA. A curva padrao foi feita com nitrito.

3.12- Cultivo de macréfagos em oxigenacao hiperbérica (HBO)

Os experimentos com oxigenacéo hiperbarica fgjram realizados em uma
camara hiperbarica (Research Chamber, model HB 13008B, Sechrist Inc., Anaheim,
CA — USA) pressurizada com 100% de O, medicinal (White Martins — Campinas)
até a pressao de 2,5 ATA. Macrdfagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis foram cultivados a 37°C em norméxia (estufa
incubadora com 21% O,, 5% CO2) ou submetidas as condi¢bes hiperbaricas

(HBO). Apds o tempo de infeccdo (item 3.8), as culluras permaneceram em
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normoxia por 1 hora antes de serem submetidas a HBO. Apds este periodo, as
culturas de macroéfagos infectados com L. amazonensis foram submetidas durante
2 horas a HBO. Culluras controles permaneceram em normoxia. Posteriormente,
as culturas que passaram pela HBO e as cufturas controles foram mantidas em
condigOes normdxicas (estufa incubadora com 21% s, 5% CO») por 24 horas. A
porcentagem de infeccdo e o numero de amastigotas por macréfagos foram

determinados em Iaminas coradas com Giemsa.

3.13- Choque térmico de macréfagos

Culturas de macrofagos }774 foram mantidas em suspensio e incubadas
em banho-maria a 44°C por 30 minutos e, em seguida, mantidas a 37°C por 6
horas (modificado de SZABO et al., 1996). Depois do choque térmico e posterior
recuperacao, as celulas aderidas foram soltas com ajuda de “scraper”, recolhidas
em um tubo e contadas em camara de Neubauer, com determinacao da
viabilidade. As celulas no tubo foram centrifugadas a 1500 rpm por 10 minutos,
lavadas com PBS e centrifugadas novamente. O sobrenadante foi descartado e o

“peilet” congelado para posterior uso nos experimentos de “imunoblot”,

3.14- Técnica do Western Blotting para a andlise da expressio da enzima
INOS e da proteina de choque térmico HSP70 em macréfagos

As concentragbes de proteinas dos macréfagos J774 foram inicialmente
determinadas pelo método de Bradford (BioRad, E.U.A).

Amostras congeladas (-20°C) de macrofagos J774 submetidos a diferentes

tratamentos (choque térmico, ativagdo, infeccdo e hipdxia) foram ressuspensas
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em tampao de lise (0,0625M Tris-HCI, pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 2% beta-
mercaptoetanol; 1TmM PMSF (fluoreto de feniimetanossulfonila); 1,3% EDTA (acido
etilenodiamino tetra-écido) e 2ug/ml Pepstatin A). As amostras foram entao
fervidas a 95°C por 3 minutos e imediatamente colocadas em gelo. Amostras com
concentracao protéica de 25 e 50ug foram aplicadas em gel de SDS-poliacritamida
10% para deteccdo de HSP70 e iINOS respectivamenie. A eletroforese foi
efetuada a 120mA constantes, 220V por 4 horas {fonte Thermo EC, Amersham
Pharmacia Biotech). Posteriormente, as proteinas foram transferidas do gel para
membrana de nitrocelulose (Hybond-ECL, Amersham Pharmacia Biotech) a
120mA, 200V durante 1 hora e 30 minutos. Apds transferéncia, a membrana de
nitrocelulose fol blogueada durante 1 hora com 5% de leite em pd desnatado em
PBS e entdo incubada com anticorpo monoclonal de camundongo anti-HSP70
(1:600) (Sigma) ou anti-INOS (1:100} (Sigma) “overnight’ a 4°C. A membrana de
nitrocelulose foi lavada com PBS-tween20 (0,1%) durante 30 minutos em
constante agitagdo e posteriormente incubada com anticorpo de coetho anti-igG
de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma) {diluicdo 1:400 para blotting com
HSP70 e dituicdo de 1:90 para blotting com iINOS) durante 2 horas. Novamente a
membrana de nitrocelulose foi lavada com PBS-tween20 (0,1%) por 30 minutos
em constante agitacdo, revelada com DAB (3,3'-Diaminobenzidine) (Sigma) e
H.02 30% (peroxido hidrogénio, Sigma) e bloqueada com agua destilada. A
membrana de nitrocelulose com as bandas reveladas foi digitalizada em Scanner
(Hewlett Packard) e as imagens armazenadas em arquivos “Tif". A analise da
intensidade das bandas nos imunoblots foi realizada em densitdmetro optico

image Master Total Lab versao 1.00 (Amersham Pharmacia Biotech).
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3.15- Anadlise estatistica
Foi utilizada a analise de 1 via (ANOVA) seguida pelo teste t-Student. Os
valores foram considerados estatisticamente diferentes gquando o valor de p era

menor ou iguat a 0,05. O teste estatistico foi realizado no software GraphPad

InStat versao 3.0 (1897).
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4. RESULTADOS

4.1- Avaliac@o dos efeitos da hipdxia na infeccdo de macrdfagos peritoneais
murinos com formas amastigotas de L. amazonensis.

Com o objetivo de avaliar o efeito do ambiente hipéxico (5% de Oz) na
infeccdo de macréfagos peritoneais murinos com L. amazonensis, as celulas
foram mantidas durante 24 e 48 horas tanto em ambiente normoxico (21% de 0s)
como hipéxico. Observamos que a porcentagem de infecg@o dos macrofagos
peritoneais murinos mantidos em ambiente hipdxico durante 24 horas foi
significativamente menor (cerca de 60%; quando comparada & porcentagem de
infeccdo de culturas mantidas em ambiente norméxico (cerca de 90%). Houve,
assim, uma reducdo de células infectadas de cerca de 30% gquando as culturas
foram mantidas em hipéxia (fig. 1). Em relagdo ao numerc de amastigotas
intracelulares, também observou-se uma redugdo significativa nas cutturas de
macréfagos em hipdxia (Fig. 2). A média de amastigotas por macréfago foi de 3
para culturas em hipoxia comparado a média de 4 amastigotas por macrofagos
para culturas em normoxia (Fig. 2).

Estes resultados sugerem gue macréfagos mantidos durante 24 horas em
hipéxia reduzem a porcentagem de infeccdo e conduzem a destruico de

amastigotas intracelulares de L. amazonensis pelo macréfago.
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Figura 1. Efeito de um periodo de hipéxia de 24h em macréfagos peritoneais
murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais
(5x10°cel/ml) foram infectados com amastigotas na proporgao 3:1 {parasita: céluia) e
mantidos em ambiente hipdxico (5% de O, 5% CO,, balanceado com N») ou norméxico
{(20,8% Oo, 5% CO, e N atmosférico} durante 24h. Apds este periodo, as culturas
permaneceram em normoéxia por mais 24 horas. A porcentagem de células infectadas foi
determinada em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento
representativo. Diferencas significativas entre condigSes normdxicas e hipdxicas. *P <
0,05.
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Figura 2. Efeito de um periodo de hipoxia de 24h em macréfagos peritoneais
murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos periloneais
(5x10°cel/ml) foram infectados com amastigotas na proporgio 3:1 (parasita: célula) e
mantidos em ambiente hipoxico (5% de O,, 5% CO,, balanceado com N,) ou norméxico
(20,8% 02, 5% CO, e N, atmosférico) durante 24h. O nlimero de amastigotas por célula
foi determinadc em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento
representativo. Diferengas significativas entre condigbes normdxicas e hipdxicas. ™ P<
0,05. ‘
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Culturas de macrofagos peritoneais que foram expostas as condicbes
hipoxicas por tempo mais longo, 48 horas, também mostraram diminuicdo na
porcentagem de células infectadas e no numero de amastigotas por célula.
Cuituras de céluias em condigBes hipéxicas apresentaram uma significativa
redugao da porcentagem de infecc@o de cerca de 32% quando comparadas as
culturas mantidas em ambiente norméxico (Fig. 3). O nimero de amastigotas por
macrofagos tambeém foi significativamente menor em ambiente hipéxico,
observando-se uma diminuigdo de cerca de 33% quando comparado ac ambiente

normaoxico (Fig. 4).
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Figura 3. Efeito de um periodo de hipdxia de 48h em macréfagos peritoneais
murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais
- (5x10%el/ml) foram infectados com amastigotas na proporgao 3:1 '(parasita: célula) e
mantidos em ambiente hipdxico ou normdxico durante 48h. A porcentagem de céiulas
infectadas foi determinada em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento
representativo. Diferengas significativas entre condicbes norméxicas e hipdxicas. * P<
0,05.
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Figura 4. Efeito de um periodo de hipdxia de 48h em macréfagos peritoneais
murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais
(5x10%ml) foram infectados com amastigotas na proporgdo 3:1 (parasita: celula) e
mantidos em ambiente hipdxico ou normoxico durante 48h. O numero de amastigotas por
célula foi determinado em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento
representativo. Diferengas significativas entre condigbes normoxicas e hipoxicas. *P<
0,05.
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Para avaliar se a redugdo da infeccdo observada em culturas de
macréfagos submetidos a hipdxia (Fig. 1 e 4) foi devido a uma menor fagocitose
de parasitas por macréfagos peritoneais submetidos as condictes hipéxicas, a
porcentagem de infecgBo das culturas submetidas a hipdxia e normoxia foi
analisada apos 15 minutos de contato dos macrofagos com L. amazonensis.
Como mostra a figura 5, uma similar porcentagem de macrofagos peritoneais
contendo parasitas intracelulares imediatamente apds infecgdo é observada em
ambas culturas mantidas em ambientes hip6xicos e normoéxicos.

Esses resultados indicam que a fagocitose do parasita & semelhante para

macrofagos cultivados sob condigdes norméxicas ou hipéxicas.
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Figura 5. Efeito da hipoxia em macréfagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais (5x10°cel/ml) foram infectados
com amastigotas na proporgao 3:1 {parasita: célula) em ambiente hipéxico ou normadxico
durante 15 min. A porcentagem de células infectadas foi determinada em laminulas
coradas com Giemsa. Dados de um experimento representativo. '
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Para avaliar se a hipéxia poderia ser um fator que altera a capacidade
fagocitica e metabolica dos macréfagos, avaliamos se estas células pré-expostas
a hipdxia teriam sua capacidade fagocitica alterada. Observamos que culturas de
macrofagos que foram pré-expostos a hipdxia durante 24 horas e posteriormente
infectados mostraram uma porcentagem de infecg@o significativamente similar as
culturas de macréfagos que foram mantidas em ambiente normoxico (Fig. 6).

Nossos dados descartam assim a hipétese de que um possivel efeito toxico
da baixa concentracdo de oxigénio utilizada (5% de O em culturas de
macrofagos estaria relacionado a reducéo da porcentagem de infeccio observada

em celulas em hipdxia.
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Figura 6. Pré-exposicéo de macréfagos peritoneais murinos ao ambiente hipoxico.
Macréfagos petitoneais (5x10%mi) nao infectados foram pré-expostos as condigoes
hipoxicas durante 24h. ApGs este periodo, permaneceram mais 24h em normoxia. As
culturas foram entdo infectadas com amastigotas de L. amazonensis € mantidas em
condigBes norméxicas durante 24h. A porcentagem de células infectadas foi determinada
em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento representativo.
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4.2- Avaliacao dos efeitos da hipdxia na infeccéo de macrdfagos tumorais
murinos da linhagem J774 com formas amastigotas de L. amazonensis.

A reducao na porcentagem de infeccdo com L. amazonensis de macréfagos
em hipdxia n&o foi observada somente em culturas primarias, mas também em
celulas transformadas. Resultados semelhantes foram obtidos em experimentos
com a linhagem tumoral de macréfagos J774. Como mostra a figura 7, baixa
porcentagem de macrofagos infectados (cerca de 16%) foi observada em culturas
exposta a hipoxia durante 24 horas. As culturas de células incubadas com o
parasita sob condigdes norméxicas mostraram uma  porcentagem

significativamente maior de células infectadas (cerca de 40%) (Fig. 7).
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Figura 7. Efeito da hipéxia em macréfagos J774 infectados com amastigotas de L.
amazonensis. Macrofagos J774 (10° células/ml) foram infectados com amastigotas na
proporgao 10:1 (parasita: célula) em ambiente hipdxico ou normoxico durante 24h. A
porcentagem de células infectadas foi determinada em laminulas coradas com Giemsa.
Dados de um experimento representativo. Diferencas significativas entre condigdes

normoxicas e hipdxicas. *P< 0,05.
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Resultados semelhantes, isto € diminuigdes na porcentagem de infecg@o
encontrado em macrofagos sob hipoxia foram obtidos em nosso laboratério com a
linhagem monocitica humana U937 (COLHONE et al., 2004), assim nossos dados
sugerem que macréfagos, primérios e de linhagens, murinos ou humanos
submetidos a hipdxia sdo mais resistentes a infeccdo com L. amazonensis.

A reducao na porcentagem de infecc@o e no nimero de parasita observada
em macrofagos submetidos a hipéxia (Fig. 1,3,7 e 2,4) sugerem morte intracelular
do parasita. Para avaliar esta hipdtese analisamos a viabilidade de amastigotas
recuperados apos lise com SDS (0,01%) de macréfagos infectados. Como mostra
a Tabela 1, uma significativa reducao foi observada nao somente na viabilidade de
amastigotas liberadas de culturas de macréfago sob hipéxia, mas também na sua
habilidade de transformac&o em formas promastigotas de L. amazonensis.

Todos os resultados demostram que a hipéxia conduz a destruicdo de
amastigotas intracelulares de L. amazonensis pelo macréfago sem alterar a

fungao fagocitica destas células.
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Tabela 1. Avaliagao da viabilidade de amastigotas de L. amazonensis exiraidos de

macrofagos.

Ambientes Numero de amastigotas Numero de promastigotas
vidveis * transformadas 1

Norméxia 2,6 x 10° /mi 5,3 x 10% /ml

Hipdxia 1,8 x10%/ml + 25x10° /mi +

* Macréfagos murinos J774 sob ambiente norméxico ou hipdxico foram infectados com L.
amazonensis. Apos 24h as culturas foram lavadas e lisadas como descrito em Materiais e
Métodos. O numero de amastigotas intracelulares vidveis recuperadas das culturas de
macrofagos foi determinado por coloragdo com eritrosina B.

t Amastigotas recuperadas de macréfagos foram incubadas por 3 dias a 26°C (condicdes
de cultura de promastigotas) e a transformagdo em promastigotas foi analisada por
contagem das formas flageladas. Os valores apresentados s&0 os valores das medias
cujo desvio padrao foi consistemente menor que 10%.

+ Diferenca significativa entre condigbes normdxicas e hipoxicas. P< 0,01%
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4.3- Avaliagao do efeito da hipéxia em macréfagos peritoneais ativados com
iIFN-y e LPS e infectados com a forma amastigota de L. amazonensis.

Nosso préximo passo foi avaliar se a hipdxia modificaria a resposta de
macrofagos previamente ativados para matar parasitas. Para tanto, utilizamos um
tratamento para ativacdo de macréfagos, previamente descrito na literatura
(LINARES et al., 2000).

Macrofagos peritoneais ativados com IFN-y e LPS durante 24h sdo capazes
de reduzir a porcentagem de infeccdo em ambiente norméxico (reducgéo de cerca
de 45%). Contudo, a hipdxia ndo foi capaz de potencializar o efeito leishmanicida
observado em macrdfagos ativados com IFN-y e LPS (Fig. 8). Observamos que
macrofagos peritoneais ativados com IFN-y e LPS em hipdxia reduzem a
porcentagem de células infectadas tdo efetivamente quanto macrofagos ativados
com IFN-y e LPS em norméxia (Fig. 8).

Em relacdo ao nimero de amastigotas por células observou-se que culturas
de macrétagos sob condigbes hipdxicas mostraram significativa diminuicdo no
numero de parasita por célula (cerca de 30%) quando comparado as culturas de
macrofagos sob condigbes norméxicas (Fig. 9). Pode-se observar ainda que
macrofagos nao ativados sob condicbes hipdxicas diminuem o ndmero de parasita
por célula semelhantemente a macréfagos ativados em condicdes normoxicas

(Fig. 9).
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Figura 8. Ativacdo de macréfagos peritoneais murinos com IFN-y e LPS infectados
com amastigotas de L. amazonensis em ambiente hipéxico. Macréfagos peritoneais
(5x10°/ml) foram tratados com meio RPMI (ctr} ou ativados com IFN-y (20ng/mi) e LPS
(10ng/ml) (ativ), durante 24h. Apds este periodo, macréfagos foram infectados com
amastigotas na proporcédo de 3:1 (parasita: célula) e mantidos em normoxia ou hipoxia
durante 24h. A porcentagem de células infectadas foi determinada em laminulas coradas
com Giemsa. Os valores representam a média de dois experimentos + desvio médio
padrdo. *P< 0,05.
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Figura 9. Ativacdo de macréfagos peritoneais murinos com IFN-y e LPS infectados
com amastigotas de L. amazonensis em ambiente hipéxico. Macréfagos peritoneais
(5x10°ml) foram tratados com meio RPMI por 24h (ctr) ou ativados por 24h ¢com IFN-y
(20ng/mi) e LPS (10ng/ml) (ativ). Apds este periodo, macrofagos foram infectados com
amastigotas na propor¢do de 3:1 (parasita: célula) e mantidos em ambiente norméxico
(normoxia) ou hipdxico (hipdxia) durante 24h. O nlmero de amastigotas por célula foi
determinado em laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento
representativo. *P< §,05.
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4.4- Analise da viabilidade de macréfagos peritoneais murinos e da linhagem
tumoral J774 infectados com formas amastigotas de L. amazonensis em
condigdes hipdxicas.

Considerando que o numerc de macréfagos infectados € reduzido em
hipdxia (fig. 1,3 e 7), decidimos avaliar se isto deve-se a uma diminuicdo do
nimero de célula em cultura sob hipdxia e ndo ha um efeito da hipdxia em
mecanismos leishmanicidas dos macréfagos. Para tanto, utilizamos o ensaio do
MTT para analisar a viabilidade dos macrdéfagos peritoneais murinos e macréfagos
da linhagem tumoral J774 mantidos em ambientes hipéxicos e normédxicos. Nestes
experimentos observamos gue nao ha diferencas significativas na viabilidade e no
numero de macrofagos peritoneais cultivados em normaxia e hipoxia (Fig 10 e 11).
Portanto demonstramos que macréfagos peritoneais mantidos em hipoxia néé
sofrem efeitos extremos tdxicos relacionados a baixa concentracao de oxigénio.

Em relagdo a linhagem J774 a viabilidade medida pelo MTT foi
significativamente menor em ambiente hipdxico (cerca de 30%) (Fig. 10) quando
comparada com células em ambiente norméxico, mas o nimero de células foi
significativamente semelhante para culturas mantidas tanto em hipéxia como em
normoxia (fig. 10 e 11).

E interessante notar que quando macréfagos J774 foram infectados com
amastigotas de L. amazonensis e mantidos em ambiente hipdxico durante 24h
observou-se um aumento significativo da viabilidade da cultura (cerca de 50%)
quando comparado as culturas mantidas em ambiente normoéxico. A maior

viabilidade encontrada em células J774 infectadas em hipdxia pode ser explicada

pelo fato de formas amastigotas se encontrarem mais ativas em cerca de 60% em
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ambientes hipdxicos do que em ambientes normdxicos, uma vez que apresentam
um numero significativamente semethante de parasitas quando comparados os

ambientes hipoxicos e normdxicos (fig. 10 e 11).
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Figura 10. Efeiio da hipéxia em macréfagos peritoneais murinos e macrofagos J774
infectados com amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais (2,5 x
10*100ul) (macrof perito), macrdfagos J774 (2,5 x 10%100ul) (J774) ndo infectados e
infectados {J774 infec) e formas amastigotas de L. amazonensis (10%100ui) (ama) foram
submetidos a normdxia ou hipéxia durante 24h. A viabilidade foi avaliada pelo teste do
MTT. Os valores representam a média de dois experimentos + erro médio padrao.

Diferencas significativas entre condigbes norméxicas e hipéxicas. *P< 0,05.
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Figura 11. Efeito da hipéxia em macréfagos peritoneais murinos, macrofagos J774 e
formas amastigotas de L. amazonensis. A. Macréfagos peritoneais (2,5 x 10%100ul)
(macrof perito) e macréfagos J774 (2,5 x 10%100ul) (J774) ndo infectados foram
submetidos a normoxia ou hipdxia durante 24h. B. Formas amastigotas de L.
amazonensis (10°ama/100ul) foram submetidas a normoxia ou hipdxia durante 24h. Os
nameros de células e parasitas foram contados ap6s 24h em camara de Neubauer. Os

valores representam a média de dois experimenios + erro medio padrao.
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4.5- Analise da producéo de dxido nitrico (NO)

Considerando-se que o NO ¢ uma das principais moiéculas envoividas nos
efeitos leishmanicidas de macroéfagos ativados com INF-v e LPS (LINARES et ai.,
2000), avaliamos sua produgdo em macréfagos submetidos a hipdxia e que
reduziram a carga parasitaria. Avaliamos a conceniragdo de nitritc em
sobrenadantes de culturas de macréfagos peritoneais infectados com amastigotas
de L. amazonensis e expostos as condicbes hipdxicas ou normédxicas. Como
mostra a figura 12, baixos niveis de nitrito s&o produzidos por macrofagos
infectados e submetidos as condigdes norméxicas e hipdxicas (1,5uM = 0,06pM e
1,5uM x 0,005pM). Como esperado, quando culturas de macrofagos infectadas
foram ativadas com IFN-y e LPS, um significativo aumento na producao de nitrito
pode ser observado no sobrenadante destas células em condi¢des norméxicas
(6,6uM = 0,02uM) (Fig. 12). Entretanto, macrofagos infectados em condigdes
hipéxicas produzem significativamente menos nitrito  do que culturas de
macrofagos infectados e ativados em normdéxia (6,6uM + 0,02uM), o mesmo sendo
observado para macréfagos ativados e infectados com L. amazonensis em hipéxia

(5,1uM = 0,06uM) (Fig. 12).
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Figura 12. Producdo de nitrito em culturas de macréfagos peritoneais murinos
ativados ou ndo com IFN-y e L.LPS. Macréfagos peritoneais (5x1 0°/ml) foram tratados
com meio RPMI por 24h (ctr) ou ativados por 24h com IFN-y e LPS (ativ). Apss este
periodo, macréfagos infectados com amastigotas na proporgéo de 3:1 (parasita: célula)
foram mantidos em ambiente normdxico (normoxia) ou hipdxico (hipdxia) durante 24h. O
sobrenadante das amostras de células foram utilizados para andlises da concentragéo de
nitrito através do método de Griess conforme item 3.11 de Materiais e Métodos. Dados de
um experimento representativo. *P< 0,05.
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4.6 Efeitos da hipdxia na expressao da enzima xido nitrico sintase induzivel
(iNOS).

Uma vez que a produgdo de NO, medida pela analise de nitrito no
sobrenadante de culturas, mostrou-se reduzida em macrofagos em hipdxia (Fig.
12}, avaliamos se a enzima INOS também teria sua expressado aiterada em
ambiente hipdxico. Em macréfagos a iINOS é responsavel pela produgao de NO
(FUKUTO & CHAUDHURI, 1995; STUEHR, 1997). Com o objetivo de avaliar
possiveis alteragbes na expressao da enzima INOS (130 kDa) em culturas de
celulas expostas a baixas concentragdes de oxigénio, macroéfagos J774 foram
ativados com IFN-y e LPS, infectados com amastigotas de L. amazonensis e
mantidas em condigbes hipdxicas e normdxicas, e suas proteinas submetidas ao
“Western Blotting” e analisadas por densidade optica relativa.

Como mostra a figura 13 (coluna 1) culturas de macrofagos J774 sem
ativacao e mantidos em condigbes normodxicas ndo expressam a enzima iNOS.
Entretanto, quando culturas de macréfagos foram ativadas com IFN-y e LPS
durante 24 horas em normdxia ou hipdxia observou-se inducdo na expresséo de
INOS (Fig. 13, colunas 2 e 7). Mas, culturas de macrofagos que foram somente
expostas as condigbes hipdxicas sem a presenca dos ativadores nao mostraram
induzir INOS (Fig. 13, coluna 3). As células infectadas e mantidas em condicdes
normoxicas e hipoxicas também n&o expressam iINOS, mesmo na presenca dos

ativadores IFN-y e LPS (Fig. 13, colunas 4, 6 e 5, respectivamente).

52



Figura 13. Imunoblot de proteinas (iNOS). Macrofagos J774 (1x10” cél/mi) foram
ativados com IFNy (500 ng/ml) e LPS (300 ng/ml), infectados com amastigotas de L.
amazonensis e mantidos em condigcdes normoéxicas e hipoxicas por 24h. As células
lisadas com tampdo e as proteinas (50ug por linha) separadas em SDS-PAGE 10%,
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com
anticorpo anti-iNOS (1:100) e anticorpo monovalente conjugado com peroxidase. PM:
peso molecular padrdo; 1: macréfago mantidos em normdxia sem nenhum tratamento; 2:
células ativadas com IFN-y+LPS por 24h em normoxia; 3: células mantidas em hipdxia
por 24h; 4: células infectadas com amastigotas de L. amazonensis em norméxia por 24h;
5: células infectadas e ativadas com IFN-y+LPS em normdxia por 24h; 6: células
infectadas em hipéxia por 24h e 7: células ativadas com IFN-y+LPS por 24h em hipoxia
sem infeccdo. Tratamentos conforme descrito em materiais e métodos. “Western blotting”
representativo de 3 experimentos.

Nossos dados mostraram que imunoestimuladores (IFN-y e LPS) induzem
expressdo da enzima iNOS em macrofagos. Entretanto, a enzima iNOS néo €
expressa em macréfagos mantidos em hipéxia e infectados, sugerindo que a
resisténcia destas células a infeccdo (Fig. 1,3 e 7) ndo esta relacionada a

produgéo de NO.
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4.7- Efeitos da hipdxia na expressao de proteinas do choque térmico

Com o objetivo de avaliar se macrdéfagos submetidos a ambiente hipdxico
sofrem alteragbes fenotipicas, outras que mudangas na producgéo de NO e na
susceptibilidade a infeccdo com L. amazonensis, avaliamos a expressdo de
HSP70 pelo “Western Blotting” e a quantificamos através de densidade optica
relativa. Os experimentos de “Western Blotting” foram realizados com macréfagos
da linhagem tumoral J774 devido ao grande nimero de células necessarias para a
realizag@o dos ensaios.

HSP70 é constitutivamente expressa em macréfagos J774 e, portanto para
avaliar alteragGes na expresséo desta proteina foi necessario um controle positivo.
Para isto, induzimos choque térmico (44°C durante 30 minutos, item 3.13 de
Materiais e Métodos) em macrofagos. Como mostra a figura 14 (coluna 1) e figura
15, macrofagos J774 expostos ao calor mostraram aumento de 54,5% na |
expressao de HSP70. Macréfagos ndo expostos ao choque térmico apresentam

niveis basais de HSP70 (Fig. 14, coluna 2) (ADHUNA et al.,1997).
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Figura 14. Imunoblot de proteinas (HSP70). Macréfagos J774 foram lisados e suas
proteinas (25ug por linha) foram separadas em SDS-PAGE 10% e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose, a qual foi incubada com anticorpo anti-HSP70 e anticorpo
monovalente conjugado com peroxidase. PM: peso molecular padrdo; 1: células
submetidas ao choque térmico; 2: células que nao sofreram choque térmico e que
permaneceram em norméxia; 3: células ativadas com IFN-y+LPS em normdxia; 4: celulas
mantidas em hipdxia; 5: células infectadas com amastigotas de L. amazonensis em
norméxia; 6: células infectadas e ativadas com IFN-y+LPS em norméxia; 7: células
infectadas em hipdxia e 8: amastigotas. Os tratamentos sdo descritos nos itens 3.13, 3.9,
3.7, 3.6 de Materiais e Métodos. “Western blotting” representativo de 4 experimentos.
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Figura 15. Inducédo da expressao de HSP70 em macréfagos J774. Densidade dptica
relativa das bandas de HSP70 do “Western blotting” mostrado na Fig. 14. Macréfagos
cultivados em normodxia (macrof. normo) foram répresentados como 100% (Unidades
Arbitrarias — UA). Choque térmico (choq. térm.) (44°C por 30 minutos e posterior
recuperacao a 37°C).

E interessante observar que, em relacdo a expressao de HSP70 em
macrofagos J774 que foram mantidos por 24 horas em condigdes hipoxicas sem
infeccao, obsérvou-se uma diminuicdo de 48% na expressédo de HSP70 em
relacdo as culturas de macréfagos que permaneceram em normoéxia (Fig. 14,
colunas 4, 2 e fig. 16).

Avaliamos também a expressao de HSP70 em macrofagos mantidos em
hipéxia ou norméxia e infectados com amastigotas L. amazonensis. Macrofagos
J774 infectados em ambas as condigbes, hipéxia e normodxia mostraram

diminui¢des na expressao de HSP70 (Fig. 14, colunas 5, 7 e fig. 16).
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Macrofagos infectados em npormdxia mostraram diminuicao de 75% na
expressdo de HSP70 quando comparada as culturas de macrofagos nao
infectadas também em normoxia (Fig. 14, colunas 5, 2 e fig. 16). Ja em relagao
aos macrdfagos infectados e mantidos em hipdxia ndc houve alteragdes na
expressado de HSP70 quando comparados aos macréfagos néo infectados em
hipoxia (Fig. 14, colunas 7, 4 e fig. 16).

Estes dados sugerem que HSP70 tem sua expressdo modulada
negativamente durante a infeccéo com L. amazonensis, tanto em normoxia como

em hipdxia.
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Figura 16. Andlise da expressdo de HSP70 em macrdfagos J774 sob hipoxia.
Densidade Optica relativa das bandas de HSP70 do “Western blotting” mostrado na Fig.
14. Macréfagos cultivados em normoxia sem infecg@o foram representados como 100%
(Unidades Arbitrarias — UA). Chogue térmico (chog. térmi.) (44°C por 30 minutos e
posterior recuperagdo a 37°C). Culturas de macrdfagos J774 (1x10°cel/ml) sem infecgdo

ou infectados com L. amazonensis foram mantidas em hipdxia durante 24h.
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Foi avaliado também a expressdo de HSP70 em culturas de céiulas
ativadas com IFN-y e LPS e infectadas com amastigotas de L. amazonensis em
ambiente normdxico (Fig. 14, colunas 3, 5, 6 & fig. 17). Macrdfagos ativados nao
mostraram significativa diminuic&c na expressio de HSP70 guando comparados
as culturas de macréfagos sem ativago (Fig. 14, colunas 3, 2 e fig. 17). Contudo,
macréfagos ativados e infectados durante 24 horas em norméxia mostram
diminui¢do na expressédo de HSP70 (45%) em relacéo a macrofagos sem nenhum
tratamento (Fig. 14, colunas 6, 2 e fig. 17).

Vale salientar que a reducdo em HSP70 observada em macréfagos
ativados e infectados em norméxia é semelhante aquela de macrofagos infectados
em hipoxia (Fig. 14, colunas 6, 7 e fig. 17). Nas duas situagdes, observamos

resisténcia dos macréfagos a infeccdo com L. amazonensis (Fig. 1, 3,7 e 8).
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Figura 17. Analise da expresséo de HSP70 em macréfagos J774 ativados. Densidade
éptica relativa das bandas de HSP70 do “Western blotting” mostrado na Fig. 14.
Macréfagos cultivados em norméxia (controle) sem infeccio foram representados como
100% (Unidades Arbitrarias — UA). Choque térmico (chogq. térmi.) (44°C por 30 minutos e
posterior recuperacdo a 37°C). Culturas de macrofagos J774 (1x107cel/ml) sem infecgio

ou infectadas com L. amazonensis foram ativadas com |FN-y e LPS durante 24h.
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4.8- Avaliacdo dos efeitos da oxigenacdo hiperbarica na infeccao de
macrofagos peritoneais murinos com formas amastigotas de L.
amazonensis.

Uma vez que tecidos infectados ou lesados apresentam micro areas
hipoxicas que se expandem devido a perfuséo deficiente (CLARK & MOON, 1999)
€ como 0 uso da oxigenacao hiperbarica eleva os niveis sistémicos e locais do
oxigénio, avaliamos os possiveis efeitos de altas concentragbes de oxigénio em
macrdfagos peritoneais murinos infectados com L. amazonensis. Culturas de
macrofagos foram infectadas e submetidas & oxigenacéo hiperbarica (HBO) com
100% de O e 2,5 ATA durante 2 horas. Culturas de macréfagos que foram
mantidas em HBO também apresentaram uma reducdo na porcentagem de
infecc&o quando comparadas as culturas mantidas em ambiente normaoxico (Fig.
18). Nossos dados mostram que ha uma reducéo de células infectadas de 52%
quando as culturas sdo mantidas em HBO (Fig. 18).

Na figura 19 observou-se que o nimero de parasitas por macréfagos
tambem foi menor em culturas de células mantidas em HBO (cerca de 30%)

guando comparado com as culturas mantidas em ambiente norméxico.
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Figura 18. Efeito da HBO em macrofagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Macrofagos peritoneais (5x10%el/mi) foram infectados
com amastigotas na proporgdo 3:1 (parasita: célula) e mantidos em condi¢des normoxicas
(control) (20,8 O; ; 5% CO, e N atmostérico) por Th. Em seguida, foram expostos por 2h
4 oxigenagdo hiperbdrica (HBO) (100% O PO, 253.3 kPa); as culturas controles
permaneceram em normoxia. A porcentagem de células infectadas foi determinada em
laminulas coradas com Giemsa. Dados de um experimento representativo. Diferencas
significativas entre condicGes normaéxicas e hiperbaricas. "P< 0,05.
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Figura 19. Efeito da HBO em macréfagos peritoneais murinos infectados com
amastigotas de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais (5x10°cel/ml) foram infectados
com amastigotas na proporgao 3:1 (parasita: célula) e mantidos em condi¢Bes normoxicas
(controf) (20,8 Oz ; 5% CO; e N, atmosférico) por 1h. Em seguida, foram expostos por 2h
a oxigenacd@o hiperbarica (HBO) (100% O,; PO, 253.3 kPa);, as culturas controles
permaneceram em nofmdxia. O nimero de amastigotas por célula foi determinado em
laminulas coradas com Giemsa. Diferencas significativas entre condi¢gbes -norméxicas e
hiperbaricas. *P< 0,05.

Assim nossos dados mostram que altas concentracdes de oxigénio também

exercem efeito em culturas de macréfagos.
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5.DISCUSSAD

A interrupcdo do fluxoe sanglineo alterado de tecidos lesados e/ou
inflamados freglentemenie causa a formac8o de areas de baixa tensic de
oxigénio (LEWIS et al, 1999). Nas leishmanioses cutaneas causadas por L.
braziliensis ou por L. amazonensis a inflamacao ativa (migragdo de células
mononucleares), a destruicdo tecidual (induzida por céluias inflamatdrias), as
infecgbes secundarias com bactérias aerdbicas e anaerobicas e as tentativas de
reparo tecidual (proliferacdo de pequenos vasos sanglineos) ocorrem
simultaneamente (WEIGLE & SARAVIA, 1996 e GIORGIO et al., 1998) e tém
caracteristicas que levam a hipdxia tecidual. Assim, neste trabalho investigamos
os efeitos da hipoxia na resisténcia/susceptibilidade de macrdfagos a L.
amazonensis. Sob as condigdes usadas, fornecemos evidéncias que macrofagos
de diferentes fontes (linhagens celulares e célula priméaria) expostas a hipoxia e
infectadas com L. amazonensis mostraram uma reduc@o na porcentagem de
células infectadas e no nimero de parasitas intracelulares por macrofago (Fig. 1,
3, 7 e 2, 4). A cinética de infecgdo em macrofagos peritoneais murinos indica que
a hipéxia nao diminui a atividade fagocitica de macrofagos a L. amazonensis {Fig.
5), mas induz resisténcia dos macréfagos a infecgao com o parasita.

Na literatura, informacbes em relagdo aos efeitos da hipoxia na infeccao de
macréfagos por microrganismos néo estdo disponiveis para comparacbes com 0s
resultados presentes. Entretanto, varios estudos tém mostrado que a hipdxia
altera o fenétipo de macrofagos, isto €, a morfologia, a expressado de marcadores

de superficie, a fagocitose e a atividade metabélica (LEWIS et al., 1999).
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LEEPER-WOODFORD & MILLS (1992) mostraram que a hipdxia aguda
(1,7% O) alterou a fungdo fagocitica em macrofagos alveolares de coelhos
diminuindo a entrada de hemécias fixadas com glutaraldeido, sem diminuir
significativamente a viabilidade e a aderéncia das células alveolares. Macréfagos
pulmonares quando incubados em baixas concentracGes de oxigénio também
apresentaram atividade fagocitica duas vezes menor do que culturas de células
mantidas em ambiente norméxico (SIMON et al., 1981). Também REICHNER et
al. (2001) mostraram reducéo da fagocitose de particulas de zimosan e “beads” de
latex por macrofagos de ratos obtidos de lesées e do peritbneo, quando estes
eram mantidos sob condi¢des hipdxicas. Contudo, TURNER et al. {1999) ndo
observaram influéncia na fagocitose de hemacias em condi¢bes hipoxicas por
células de linhagem monocitica humana, e MATSUMOTO et al. (2000) mostraram
que na2o ha diferencas na ligagdo e na entrada de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) em macrofagos derivados de monécitos humanos em hipdxia. A
razao para os diferentes resultados pode ser devido aos diferentes tipos de
macrofagos testados, a porcentagem e a duracio da hipéxia aplicada e a natureza
das particulas usadas nos varios estudos. Os dados do presenie trabalho mostram
que a hipdxia nao afeta a fagocitose de amastigotas ﬁe L. amazonensis pelos
macréfagos (Fig. 5), mas induz culturas de macréfagos a inibir o crescimento e/ou
induzem morte intracelular do parasita (Fig. 2, 4, Tab. 1). Podemos sugerir que

macrdfagos estdo ativados/estimulados em ambiente com restricdo de oxigénio.
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Para avaliar esta hipotese, comparamos os efeitos de ativadores classicos
de macrofagos, IFN-y e LPS (LINARES et al., 2000) com os efeitos da hipoxia.
Como esperado, em ambiente normoxico a porcentagem de infec¢do das células
peritoneais diminuiu cerca de 50% quando as células foram ativadas com 0s
imunoestimuladores. A hipoxia “estimulou” macréfagos a reduzirem a infecgao em
40%. Quando os dois estimulos foram utilizados, isto &, macréfagos ativados e
submetidos a hipoxia, ndo observamos um efeito sinergistico (Fig. 8).

Para avaliar se a reducéo na infecgdo observada durante a hipoxia nao esta
relacionada a uma menor viabilidade de macréfagos neste ambiente, realizamos o
teste do MTT, verificamos a aderéncia celular e ainda, analisamos a viabilidade
celular também através do corante vital Tripan Blue. O teste de viabilidade celuiar
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2,5-dipheny! tetrazolium bromide) utilizado no
presente trabalho tem muitas vantagens, como, por exemplo, & rapido, pode-se
analisar muitas amostras de uma s6 vez e o substrato nao interfere na medida do
produto. Segundo MOSMANN (1983) através do teste do MTT € possivel
diferenciar células vivas de células mortas sendo de ampla aplicabilidade para
medidas de sobrevivéncia e proliferacdo de varias células. Utilizamos neste
trabalho esse método de analise de viabilidade para os macréfagos peritoneais,
macréfagos J774 infectados ou ndo com o parasita € formas amastigotas de L.
amazonensis em ambientes hipoxicos e normoxicos (Fig 10). Apesar da literatura
nac apresentar dados que possibilitem a comparacdo dos nossos resuitados,
observamos que macréfagos peritoneais nao apresentaram diferencas
significativas na viabilidade quando comparados em ambientes hipoxicos e

nomoxicos (Fig. 10). Em relagdo aos macrofagos J774, esses apresentaram maior
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viabilidade em ambiente norméxico (Fig. 10). LEEPER-WOODFORD & MILLS
(1892) observaram diferenca pouco significativa na viabilidade ou aderéncia de
macréfagos alveolares em ambiente hipéxico quando comparado ao. ambiente
normoxico. Esses autores observaram que embora as céiulas em hipdxia
mostrassem menor aderéncia, a diminuigdo na funcéo fagocitica de macrofagos
alveolares observada nao foi devida a diminuicdo da viabitidade ou 3s mudancas
na aderéncia dos macréfagos.

Em relacdo as formas amastigotas do parasita elas se mostraram
significativamente mais ativas em hipoxia quando comparada a norméxia. O
mesmo resultado foi encontrado quando maéréfagos J774 infectados com formas
amastigotas foram analisados pelo teste do MTT, eles mostraram-se
significativamente mais vidveis em hipéxia quando comparada a normoéxia (Fig
10). Esse aumento na viabilidade de macréfagos infectados em hipéxia parece
estar relacionado a maior atividade das formas amastigotas neste ambiente ou, na
tentativa de eliminar o parasita, as células estariam mais ativas/estimuladas
metabolicamente em ambientes com restricio de oxigénio. Assim podemos
sugerir que a redugdo na infeccdo nao esta relacionada a morte de macrofagos
em hipdxia.

Avalfiamos o possivel mecanismo leishmanicida de macréfagos em hipoxia.
Como o NO € um importante componente ativador envolvido na morte da
Leishmania por macréfagos ativados com linfocinas (GREEN et al., 1990;
PANARO et al., 1999; LINARES et al., 2001), analises da producdo de nitrito
foram necessarias para investigar o mecanismo leishmanicida do macréfago sob

hipoxia. Os resultados indicam que a hipéxia reduz a sintese de nitrito em células
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infectadas com L. amazonensis e ativadas com IFN-y e LPS (Fig. 12). Esses
resultados sdo similares aos encontrados por McCORMICK et al. (2000) que
mostram uma diminuicdo de 60-50% na producdo de nitrito em macréfagos
peritoneais ativados com IFN-y e LPS sem infecgéo. Tambem, MELLILO et al.
(1996) observaram uma diminuicde de 70% na produgao de nilrito no
sobrenadante de culturas de macrofagos ANA-1 ndo infectadas, submetidas as
condigbes hipoxicas e ativadas com IFN-y e LPS. Nossos dados sugerem nao
haver correlacédo entre producdo de nitrito e a redugéo na infecgao em macréfagos
sob hipdxia, embora, ndo possamos excluir a participacao de outras especies
reativas geradas por reagdes oxidativas na atividade leishmanicida do macrofago
sob condicbes hipdxicas. No entanto, isto parece improvave! ja que em hipoxia a
concentragdo de oxigénio, que é o substraio para essas reagoes, € limitada
(McCORMICK et al., 2000; OTTO & BAUMGARDNER, 2001).

O efeito da hipéxia e dos imunoestimuladores em macréfagos tambeém pode
ser observado pela analise da expressao de INOS através da técnica de “Western
Blotting”. Nossos resultados indicam que IFN-y e LPS ativam a expressao de
iINOS pelo macrofago em condigbes normoxicas e hipoxicas (Fig. 13, colunas 2 e
7). Contudo, macréfagos mantidos sob condicbes hipoxicas na auséncia dos
imunoestimuladores nao induzem a expressdo de iNOS (Fig. 17, coluna 3).
Resultados similares aos nossos também foram observados por outros autores.
OTTO & BAUMGARDNER (2001) mostraram que esses imunoestimuladores
ativaram macréfagos a expressarem a iNOS, produzindo NO, além de
apresentarem atividades citotéxicas. MELILLO et al. (1996) também mosiraram

que células ANA-1 tratadas sob condigbes hipoxicas na auséncia de
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imunoestimuladores néo induziram a expressao de INOS e, ainda esses mesmos
autores demonstraram que a hipdxia age sinergicamente com IFN-y ¢ LPS na
indugao da express@o da proteina iINOS e na atividade enzimatica da INOS
citosolica em macréfagos murinos. DANILIUC et al. (2003) observaram aumentos
na expressao de iNOS quando células RAW 164.7 ativadas com INF-y e LPS
foram submetidas a hipéxia, porém outros dados indicam gue a expressao do
gene da iNOS por macrofagos € aumentada pela hipéxia na presenc;arde um
estimulo {(LPS ou IFN-y), mas ndo na presencga de ambos.

Com o objetivo de avaliar se macréfagos submetidos a ambiente hipéxico
sofrem alteragBes fenotipicas, avaliamos a expressao de HSP70 pelo “Western
Biotting” e a quantificamos através de densidade 6ptica relativa. Nossos
resuitados mostram que culturas de macréfagos J774 expostas a hipoxia
diminuem-a expressdo de HSP70 quando comparados as culturas expostas a
normoxia (Fig. 13 e 15). HSP70 é induzida em resposta a hipoxia/reoxigenagao
em varios tipos de células e tecidos incluindo cérebro de ratos (FERRIERO et al.,
1990), cultura de cardiomidcitos de ratos (IWAKI! et al., 1993), células epiteliais
humanas (TURMAN et al., 1997) e astrécitos primarios de ratos (UEHARA et al.,
1999). Diminuicbes na expressdo de HSP70 foram observadas em outras
linhagens celulares. Em células RAW expostas a hipoxia por 24 horas também se
observou diminuicdo na expressao de HSP70 quando comparado as cuitu;as
mantidas em condigbes normdxicas (YUN et al., 1997b). Pouca ou nenhuma
expressao de HSP70 foi observada logo ap6s 6 horas de hipéxia em
cardiomidcitos de ratos adultos (GUPTA & KNOWLTON, 2002). Células da

linhagem endotelial microvascular humana HMEC-1ndo tratadas expressam altos
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niveis de HSP70, contudo quando essas células foram submetidas a hipdxia
houve uma reducao de cerca de 52% na expressao de HSP70 (OEHLER et al.,
2000). Em células endoteliais tolerantes a hipdxia, perfodos prolongados de baixa
concentracdo de oxigénio reduz a expressdao de HSP70 enguanto estimula a
atividade e a expressao de enzimas glicoliticas (GRAVEN & FARBER, 1997,
GRAVEN et al., 1993; OEHLER et al., 2000). A regulacao da expressio de HSP70
durante a hipéxia difere entre os varios tipos celulares. Contudo, as razbes para a
reducao na expressao de HSP70 em resposta a hipoxia ainda permanece incerta
| (OEHLER et al., 2000). Uma possivel explicagdo para essa diminuicdo na
expressao de HSP70 em condi¢bes hipdxicas também observada em nossos
experimentos € que, como HSP70 exerce protecdo contra os efeitos da injuria
oxidativa em alguns tipos celulares (SUZUKI et al., 1998), supde-se que as células
em condicbes normoéxicas precisam expressar grandes quantidades de HSP7Q.
Esta producao de HSP70 previne danos oxidativos, mas mecanismo de defesa
celular pode ndo ser necessario quando a concentracdo de oxigénio é reduzida
como na hipoxia (OEHLER et al., 2000). Como baixos niveis de oxigénio privam a
cadeia respiratoria mitocondrial do seu principal aceptador de elétrons (O.), a via
glicolitica anaergbica substitui a fosforilagdo oxidativa mitocondrial para produzir
ATP (PIACENTINI & KARLINER, 1999) e como resultado, é necessario aumentar
o0s niveis de fosfatases altamente energeticas para manter as fungées normais das
células. Todas essas adaptacgdes celulares a hipdxia podem influenciar a céluta no
sentido de desviar 0 seu metabolismo normal para um aumento da atividade de
enzimas necessarias a via glicolitica e diminuigdo na expressao de outras

proteinas, nao relacionadas as vias anaerobicas, como, por exemplo, € ¢ caso da
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HSP70. Segundo OEHLER et al. (2000) células endoteliais, que diminuem a
expressao de HSP70 durante hipdxia, mantiveram seu nivel intracelular de ATP
independentemente do oxigénio por converier glicose em lactato via glicolise
anaerdbica, aumentando a atividade de enzimas glicoliticas em resposta a hipéxia.

Avaliamos também a express@o de HSP70 em macréfagos mantidos em
hipoxia ou normoxia e infectados com amastigotas L. amazonensis. Macrofagos
J774 infectados com amastigotas de L. amazonensis tanto em ambientes
norméxicos quanto hipdxicos diminuem a expressio de HSP70 e ndo induzem a
expressao de INOS, 6 mesmo ocorrendo em macréfagos ativados {(Fig. 13, 14, 16
e 17). BALESTIERI et al. (2002) e LINARES et al. (2000) também observaram que
macrofagos murinos J774-G8 infectados com L. amazonensis mostraram inibicdo
da atividade da iNOS e producdo de NO quando essas células foram
adicionalmente estimuladas com LPS. Como o NO constitui a molécula efetora
mais importante na destruicdo de Leishmania intracelular pelo macrofago, os
dados de BALESTIERI et al. (2002), LINARES et al. (2000) e 0s nossos sugerem
que a interferéncia na habilidade de sintetizar NO pode constituir um importante
mecanismo de evasdo pelo parasita, in vitro. infecgbes por outros patégenos
intracelulares assim como a Leishmania também inibem a producdo de NO.
Culturas de macrofagos peritoneais ativadas e infectadas com tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi mostraram diminuir a produgdo de NO (PAKIANATHAM &
KUHN, 1994). Infecgbes em macréfagos alveolares com Mycobacterium bovis
BCG (HANANO & KAUFMANN, 1995) ou macrofagos peritoneais infectados com
Cryptococcus neoformans também resultaram em diminuicdo da produgédo de NO

(KAWAKAMI et al., 1997). Pouco € conhecido sobre 0s mecanismos que atuam na
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inibicdo da sintese de NO pelos patégenos ou seus produtos. Moléculas da
superficie de extratos de L. major, tais como LPG, também foram encontradas
participar da inibi¢ao da sintese de NO (PROUDFOOT et al., 1995, PROUDFOOT
gt al., 1996). Esse mecanismo de defesa da Leishmania, inibindo a produgaoc de
NO pelo macréfago e garantindo assim sua sobrevivéncia intracelular, tambem
poderia explicar a diminuicdo na expressdc de HSP70 em macréfagos J774
infectados. De fato, ADHUNA et al. (1997) tambem observaram alteractes na
expressdo de HSP70 durante o curso da infeccdo por L. donovani em macrofagos
J774-G8. Macréfagos infectados com formas promastigotas tiveram seus niveis de
HSP70 elevados até 18h apos a infeccéao, més apos dois dias de infecgao guando
as formas promastigotas se transformaram em formas amastigotas houve
diminuigdo significativa na expressdo de HSP70. Estes mesmos autores sugerem
que a diminuicdo na expressdo de HSP70 pode estar relacionada a liberagao de
algum fator pelas formas amastigotas ou pelo macréfago infectado como
conseqiiéncia da infecgao.

Como ja visto por HAMMERER-LERCHER et al. (2001) HSP70 esta
envolvida na protecdo celular e essa citoprote¢do mantém a conformidade das
proteinas e a homeostase, desse modo aumenta a habilidade da célula para
sobreviver ao estresse metabdlico, e ainda HSP70 parece interagir com células
apresentadoras de antigenos murinas e humanas resultando na secregao de
varias citocinas inflamatorias (IL-12, IL-1B, GM-CSF) e regular a apresentacac de
antigeno e moléculas coestimulatérias tais como MHC-II e CD86 (BASU et al,,
2000; CHEN et al., 1999; SINGH-JASUJA et al., 2000; BINDER et al., 2000). Essa

atividade pré-inflamatéria da HSP70 deve constituir um mecanismo do sistema
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imune para perceber eventos necréticos, sinalizando um estado de alerta
molecular para que o sistema imune seja capaz de responder a simultaneos
ccn%exioé antigénicos (BASU et al., 2000). Portanto sugerimos que, seria
vantajoso para o parasita apresentar um mecanismo de defesa que inibisse ou
diminuisse a expressao de HSP70 na célula, garantindo assim sua multiplicagdo e
sobrevivéncia intracelular.

Em resumo, todos 0s nossos dados relacionados ao ambiente hipdxico aqui
apresentados demonstram que macrofagos sdo capazes de controlar a infecgao
pela L. amazonensis em hipéxia. Descartamos o papel do NO como molécula
leishmanicida nos macréfagos em hipdxia. Nao podemos descartar a hipétese de
que em hipéxia 0s parasitas podem ser liberados dos macrofagos através de um
processo de exocitose. Qutros autores tém sugerido que em células expostas a
hipdxia alteragbes metabdlicas tais como mudangas no ATP celulares conduzam a
perda de particulas inertes previamente fagocitadas e liberagdo de conteddo
lisosomal ou eventos semelhantes a exocitose (LEEPER-WOODFORD & MILLS,
1992; LEWIS et al., 1999). Como ha evidéncias de que o processo de exocitose
relaciona-se a liberacdo de parasitas de macrofagos infectados durante
disseminacdo da Leishmania (SOLBACH & LASKAY, 2000), nao descartamos a
hipétese de exocitose de amastigotas por macréfagos em hipéxia. Futuras
investigacdes sdo necessdrias para explicar o mecanismo que esta operando na
resisténcia dos macrofagos a infeccdo por L. amazonensis sob condigbes
hipbxicas.

Na segunda fase deste trabalho nos avaliamos o efeito da oxigenacdo

hiperbarica (HBO) com 100% de O. e 2,5 ATA em macrofagos peritoneais
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murinos. O uso de oxigenagao hiperbarica baseou-se no fato de que tecidos
infectados ou lesados apresentam micro areas hipdxicas que se expandem devido
a perfusdo deficiente ¢ ac aumento do consumo de oxigénio por céluias e
microrganismos, caracteristicos de lesdes causadas pela L. amazonensis (CLARK
& MOON, 1999; GIORGIO et al., 1998). A oxigenagao hiperbarica eleva os niveis
sistémicos e locais do oxigénio necessario para a producio de ATP, a sintese de
proteinas, e a produgdo de espécies reativas das guais 0 oxigénio € o substrato
(CLARK & MOON, 1999). Apenas um trabatho relata que formas promastigotas de
Leishmania foram mais susceptiveis a anfotericina B quando em ambiente
hiperéxico (MUHVICH et al., 1993). Os autores ndo estudaram os efeitos de HBO
em amastigotas e em macréfagos infectados. Experimentos realizados em nosso
laboratério indicaram que a HBO impediu o crescimento de formas promastigotas
e a transformacdo de amastigotas em promastigotas de L. amazonensis com
consegiiente morte do parasita (ARRAIS-SILVA, 2003). Os resultados mostrados
aqui indicam que culturas de macréfagos peritoneais infectados com L.
amazonensis mantidos em HBO por 2h diminuem a porcentagem de infec¢ao em
52%, reduzindo também o numero de parasita por célula (cerca de 30%) em
comparacao ao ambiente norméxico (Fig. 18 e 19). Um dos possiveis mecanismos
pelo qual a HBO reduziria a carga parasitaria € através dos altos niveis de radicais
de oxigénio formados em macrofagos, uma vez que a terapia hiperbarica induziria
estresse oxidativo (KURATA et al,, 1995).. Através deste estresse oxidativo 0s
macrofagos apresentariam atividade leishmanicida aumentada. De fato,
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio, tais como Oz, H202, NO, ONOO

tém efeitos leishmanicidas {(AUGUSTO et al., 1996).
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Assim, nossos dados, mostrando efeitos leishmanicidas da HBO sugerem
que este tratamento tem potencial uso terapéutico contra a leishmaniose murina.

Podemos, com os experimentos realizados neste trabaihio demonstrar que a
avaliagdo dos efeitos de alta e baixa tensio de oxigénio em um modelo in vitro de
infeccao intracelular contribui para o entendimento da resposta celular a infecgéo

nos microambientes teciduais,
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6. CONCLUSOES

]

O ambiente hipoxico reduziu a porcentagem de macréfagos infectados com
amastigotas de L. amazonensis e 0 nimero de amastigotas iniraceiulares.
Essa reducdo ndo estd relacionada a morte de macrofagos mas
provavelmente a capacidade destas celulas de eiiminar amastigotas em

ambiente hipoxico.

Macréfagos peritoneais murinos submetidos a hipoxia reduzem a
porcentagem de infecgdo tdo efetivamente quanto macréfagos ativados

com IFN-y e LPS em norméxia.

A producao de nitrito por macréfagos peritoneais infectados e ativados com
IFN-y e LPS e mantidos em hipdxia é reduzida em rela¢8o & produgéo de

nitrito por células infectadas e ativadas sob condi¢des normoxicas.

Macréfagos J774 murinos infectados com L. amazonensis e submetidos ao
ambiente hipoxico ndo induzem a expressdo da enzima iNOS, mesmo na

presenca de imunoestimuladores.
A expressao de HSP70 por macréfagos J774 murinos é alterada em

condicbes hipoxicas e durante a infecgdo com amastigotas de L.

amazonensis.
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¢ A oxigenacdo hiperbarica reduziu a porcentagem de macréfagos
peritoneais murinos infectados com amastigotas de L. amazonensis € o

namero de amastigotas intracelulares.
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