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RESUMO

As células dendriticas (DCs) sdo potentes células apresentadoras de antigeno envolvidas
principalmente na iniciacdo da resposta imune primdria. As DCs podem ser isoladas a partir do
cultivo de mondcitos do sangue periférico humano realizado na presenca de GM-CSF e 1L-4.
Protozodrios do género Leishmania sdo parasitas intracelulares obrigatérios de células do Sistema
Fagocitico Mononuclear como os macréfagos e as DCs. A L. amazonensis, espécie utilizada em
nossos estudos, causa principalmente lesdes cutineas que podem se cronificar resultando num
processo infeccioso com conseqiiente hipdxia tecidual.

Neste trabalho avaliamos o papel deletério/terapéutico da hipéxia em modelo in vitro de
uma infec¢do intracelular, a leishmaniose, através da andlise dos parametros comentados na
seqiiencia. Culturas de DCs humanas infectadas com amastigotas de L. amazonensis foram
expostas a hipéxia de 6% de oxigénio. A avaliacdo fenotipica das culturas indicou que a hipoxia,
apesar de ndo afetar a viabilidade das células, reduziu a expressao dos marcadores de superficie
celular CD80, CD86 e CDla. A hipdxia ndo afetou a entrada do parasita nas DCs, mas modulou a
atividade funcional das DCs, com diminui¢do da infeccdo em cerca de 30%. Na presenca de
ativadores como LPS e INF-y, as DCs foram capazes de reduzir a porcentagem de infec¢do em
normoéxia, sendo que a hipéxia ndo potencializou este efeito estimulador. No entanto, essas
mesmas culturas ativadas e infectadas em hipdéxia produziram menos IL-12 que as culturas
controle em normoxia.

O efeito da hipdxia sobre drogas leishmanicidas Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine
foram também avaliados. As curvas dose-resposta e andlise das ICsos de Anfotericina B e

Glucantime sugeriram que a hipéxia anulou ou diminuiu a acdo das drogas nas culturas de DCs



infectadas durante 48 horas de tratamento, quando comparados ao controle em norméxia. J4 o
Miltefosine agiu de forma semelhante tanto em norméxia como em hipdxia.

Por fim, analisamos o processo de interacdo Leishmania-DC utilizando amastigotas
isolados de lesdes de camundongos C3H/nude (os quais n@o apresentam anticorpos na
superficie). A porcentagem de infeccio das DCs com amastigotas “nude” foi de 36%. A
opsonizacdo destes parasitas com soro humano elevou a porcentagem de infeccio em torno de
40%. A inativacio e a deplecdo de anticorpos destes soros diminuiu marcadamente a
porcentagem de infeccdo proporcionada pela opsonizacdo, indicando o envolvimento de
receptores para Fc (FcR) e para Complemento (CRs) na fagocitose dos parasitas. A infec¢do das
DCs também foi inibida em 50% apds tratamento dos amastigotas com heparina. N6s ndo
relacionamos os receptores de manose fucose com a entrada do amastigotas nas DCs. Nossos
dados sugerem que o processo de infec¢do das DCs envolve a participagdo de pelo menos trés
interacdes receptor/ligante  (FcR/anticorpos, CRs/complemento e proteoglicanas/proteina

“ligadora” de heparina).
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ABSTRACT

Dendritic cells (DCs) are antigen-presenting cells involved in the initiation of primary
immune response. Human DC were obtained from peripheral blood monocytes after culturing
with GM-CSF and IL-4. Leishmania parasites are intracellular protozoan that replicate in
Mononuclear Phagocytic System cells, mainly macrophages and DCs. Leishmania amazonensis,
a species used in our studies is associated with cutaneous infection that can become chronical
lesions with a inflammatory process and small regions of hypoxia.

In this work we evaluated the role of hypoxia in a in vitro model of intracellular infection,
leishmaniasis. Human DCs infection with infected by L. amazonensis amastigotes were
performed under normoxic (21% O;) and hypoxic (6% O,) conditions. The phenotypic analysis
of DC cultured under hypoxic condition showed a reduced expression of CD80, CD86 and CD1a
compared with normoxic control. In these cell cultures, viability was not affected. Hypoxia did
not affect the amastigote entrance into DCs although it modulated their functional activity
reducing 30% the percentage of infected DCs. Furthermore, hypoxia did not act synergistically
with IFN-y plus LPS in DCs to induce killing of parasites. DCs activated and infected with
amastigotes under hypoxic condition produced low levels of IL-12 compared with normoxic
control. Moreover, in the abscence of stimulation, infected DCs did not produce IL-12.

We also evaluated the leishmanicidal activity of Amphotericin-B, Glucantime and
Miltefosine under normoxic and hypoxic conditions during 48 h. Under hypoxic condition,
Amphotericin-B and Glucantime were less efective in L. amazonensis infected DCs. None effect

of hypoxia was observed in Miltefosine was observed against L. amazonensis infected DC.
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Finally, we investigated in vitro mechanisms of entry into human DCs of L. amazonensis
amastigotes isolated from lesions in nude mice (Am nude). The DC infection rate with Am nude
was approximately 36%, while opsonization of Am nude with normal human serum and infected
human serum increased the DC infection rates to 60% and 62%, respectively. Heat inactivation
and depletion of antibodies in sera brought the DC infection rate down to 40%. The DC infection
rate was inhibited after pre-treatment of Am nude with heparin. We were unable to implicate
mannose-fucose receptors in the uptake of Am nude by DCs. Our data suggest that the ability of
L. amazonensis amastigotes to infect human DCs involves the participation of at least three
multiple receptor-ligand interactions, antibodies/FcR, complement components/CR and

proteoglycans/heparin-binding protein.
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INTRODUCAO



1.1 As células dendriticas.

As células dendriticas (DCs) foram originalmente descritas em 1973 (STEINMAN &
COHN, 1973) e representam uma populacdo de células raras no sangue periférico humano
(JERAS et al., 2005).

As DCs sdo potentes células apresentadoras de antigenos (APC) para linfécitos T, tanto in
vivo como in vitro. Ao sairem da medula 6ssea, as DCs migram para o sangue e tecidos
periféricos, onde residem em estado imaturo, associado com a alta capacidade fagocitica
(fagocitose, endocitose e pinocitose). Em contato com antigenos (componentes microbianos) e
sinais estimuladores (citocinas), adquirem um fendtipo maduro e migram para os linfonodos
regionais iniciando a apresentacdo antigénica (JERAS et al., 2005; MALDONADO-LOPEZ &
MOSER, 2001; REIS e SOUSA et al., 1999). Embora as DCs estejam presentes na maioria dos
tecidos, seu nimero absoluto é relativamente pequeno. Dentre as células mononucleares do
sangue periférico, as DCs perfazem menos de 1% deste total (ELJAAFARI et al., 1998; JERAS
et al., 2005), podendo ser isoladas em pequenas quantidades. O isolamento de DCs depende de
suas caracteristicas fisicas, tais como baixa densidade celular e morfologia dendritica, e ndo
apenas da expressao de marcadores especificos da linhagem celular (THOMAS et al., 1993). As
DCs geradas a partir de precursores do sangue periférico e cultivadas em meio com IL4 e GM-
CSF foram primeiramente descritas por Sallusto & Lanzavecchia (1994) e t€m se tornado um
modelo amplamente usado para estudo das DCs humanas (JERAS et al., 2005; PICKL et al.,
1996; RUTAULT et al., 1999). Apés 3 a 5 dias de cultura na presenca de GM-CSF e IL-4, os
mondcitos se diferenciam em DCs imaturas. Fatores de maturacdo podem ser empregados para

mimetizar in vivo infeccdes ou processos inflamatérios. Compostos microbianos, como LPS,



compostos sintéticos andlogos ao RNA viral, como poli I:C e citocinas como TNF-a, sdo
exemplos de potentes estimulos de maturagdo das DCs (JERAS et al., 2005).

As caracteristicas morfolégicas das DCs cultivadas podem ser averiguadas por
microscopia Optica: as células aderidas apresentam prolongamentos citoplasmdticos finos e
longos e nucleo excéntrico. O fendtipo das DCs, durante o processo de diferenciacdo in vitro,
pode ser determinado por citometria de fluxo (JERAS et al., 2005). DCs expressam altos niveis
de moléculas do MHC de classe I e II, além de moléculas de adesdo e co-estimulacdo como
CDla, CDll1c, CD40, CD29, CD58, CD80 e CD86 e marcadores seletivos para a linhagem de
DCs, como o CD83 e CD209 (ABBAS, 2003; BANCHEREAU & STEINMAN, 1998; JERAS et
al., 2005; THOMAS et al., 1993; ZHOU & TEDDER, 1996). Assim como os linfécitos B, T,
macréfagos e células NK (natural killer) ativados, as DCs expressam receptores para IL-2 e
membros da familia de receptores recentemente identificados como Toll-like (TLR) (revisto por
MOLL, 2003). Foram observadas diferencas bioldgicas distintas entre DCs e mondcitos; por
exemplo, seu fenétipo de superficie, a potente capacidade de apresentar antigenos e a reduzida
atividade fagocitdria, indicando assim que as DCs sdo funcionalmente distintas dos mondcitos
(THOMAS et al., 1993). Todas estas observagdes sugerem que DCs e mondcitos apresentam

origem miel6ide mas caminhos alternativos de diferenciacgdo.

1.2 A leishmaniose.

A doenca € conhecida desde a Antiguidade, particularmente pelos médicos drabes.
Mohammad e Muna Al-Taqui citam a ocorréncia da ulcera oriental por volta do século X. Mais
tarde, missiondrios espanhdis, no século XVI, escreveram sobre o “mal do nariz” que acometia os

povos situados no Peru (MEDEIROS & ROSELINO, 1999). A importancia desta doenca era



tamanha, que as deformacdes provocadas chegaram a ser registradas em pecas ceramicas por
artistas da época (RATH et al., 2003). Em outros paises a doen¢a também era conhecida e recebia
denominagdes conforme a regido, por exemplo, na Siria, a leishmaniose ficou conhecida como
botao d’Allepo e na India, a leishmaniose visceral era chamada de Kala-azar (calazar).

Cunningham, em 1885, foi quem primeiro observou os parasitas pertencentes ao género
Leishmania em casos de calazar na India. Posteriormente, em 1898, Borovisky descreveu esses
parasitas em casos de leishmaniose cutanea, sem, contudo, té-los nomeado. A descriciao “oficial”
do parasita € atribuida a James Homer Wright que, em 1903, isolou o parasita de amostras
retiradas das ulceras de uma crianca arménia. Ainda em 1903, o pesquisador Willian Leishman
reconheceu a semelhanca do parasita com a forma arredondada observada nas infec¢des pelo
Trypanosoma, € no mesmo ano o pesquisador Charles Donovan descreveu o parasita no calazar.
E criado o nome Leishmania, por Ronald Ross em 1903, recebendo a denominacido de
Leishmania donovani o parasita causador do calazar, em homenagem aos estudos realizados por
Leishman e Donovan. No Brasil, os primeiros relatos sdo de Moreira e Cerqueira, que, em 1885,
descreveram lesOes cutaneas idénticas ao botdo do oriente em um foco endémico. Em 1909,
Lindenberg descreveu os primeiros casos de leishmaniose cutinea em pacientes de Bauru/SP e
em 1910, Miranda descreveu o primeiro caso da forma mucosa, também no estado de Sao Paulo.
E em 1911, Gaspar Vianna, estudando as caracteristicas morfolégicas do parasita, descobriu que
os parasitas encontrados na América do Sul diferiam daqueles da Africa e India e descreveu uma
nova espécie, a Leishmania braziliensis (MEDEIROS & ROSELINO, 1999).

Os protozodrios do género Leishmania apresentam duas formas em seu ciclo de vida:
promastigotas, que se desenvolvem no hospedeiro invertebrado, e amastigotas que vivem em
fagolisossomos de fagdcitos do hospedeiro vertebrado, os mamiferos. Todas as espécies do

género sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas de dipteros da familia Psychodidae,



subfamilia Phlebotominae, pertencentes aos géneros Lutzomyia — no Novo Mundo, e
Phlebotomus —no Velho Mundo.

No flebotomineo, os protozodrios vivem no meio extracelular sob a forma flagelada
(promastigota) e sdo inoculados na pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo.
No hospedeiro vertebrado, os promastigotas sdo prontamente fagocitados por células do sistema
fagocitico mononuclear (SFM) como os macréfagos e as DCs. No interior da célula, o parasita se
diferencia na forma amastigota que se reproduze por divisdo bindria até o rompimento celular,
infectando novas células. Durante o repasto sanguineo o inseto vetor pode ingerir células
infectadas com amastigotas, que no seu intestino vao se transformar em formas promastigotas
fechando o ciclo de vida da Leishmania (HANDMAN, 2001). Ha aproximadamente 21 espécies
de Leishmania patogénicas para os humanos, transmitidas por cerca de 30 espécies de dipteros
(DESJEUX, 2001).

As leishmanioses sdo caracterizadas por um amplo espectro de manifestacdes clinicas
sendo que estas variacdes dependem grandemente da espécie infectante e do estado imune do
hospedeiro (HERWALDT, 1999; MELBY, 2002). No homem, a doenca apresenta-se, pelo
menos, com quatro manifestacdes clinicas: lesdes cutineas limitadas, lesdes cutaneas difusas,
lesdes mucocutaneas e lesdes viscerais que se ndo tratadas sdo fatais (DESJEUX, 2004). A
Leishmania amazonensis, espécie utilizada em nossos estudos, causa geralmente lesdes cutaneas
que respondem bem ao tratamento e podem curar espontaneamente (WEIGLE & SARAVIA,
1996). No entanto esta espécie também pode provocar a forma cutinea difusa da doenca
caracterizada por lesdes nodulares disseminadas nos membros e no rosto (GRIMALDI & TESH,
1993). O curso clinico da leishmaniose cutanea é complexo devido a variabilidade do periodo de
incubacdo, da infec¢do subclinica, cura espontdnea, propagacdo metastdtica, reativacao,

reinfecgdes e lesdes cronicas (WEIGLE & SARAVIA, 1996). A L. amazonensis foi recentemente



isolada de pacientes com diversas formas de leishmanioses incluindo cutdnea, mucosa, difusa e
visceral (BARRAL et al., 1991; BARRAL et al., 1986; SAMPAIO et al., 1985).

A leishmaniose humana estd distribuida no mundo todo, mas principalmente nas regides
dos trépicos e subtrpicos com uma prevaléncia de doze milhdes de casos e uma incidéncia de
aproximadamente meio milhdo de casos de leishmaniose visceral e um milhdo e meio de casos de
leishmaniose cutinea (World Health Organization). E importante enfatizar que a leishmaniose
prevalece nos quatro continentes, sendo considerada endémica em 88 paises, dos quais 72 sdo
paises considerados em desenvolvimento (RATH et al., 2003). No Brasil, a leishmaniose é
doenca de notificacdo compulsdria e 24.291 casos de leishmaniose tegumentar americana e 3.203
casos de leishmaniose visceral foram relatados em 2005. Entre 2004 e 2005, foram informadas
525 mortes (Ministério da Satde).

Apesar do uso medicinal de compostos de antimdnio jia ser conhecido desde a
Antiguidade para fins terapéuticos, somente em 1912, Gaspar Vianna observou que os
antimoniais trivalentes eram eficazes na terapéutica da leishmaniose tegumentar americana.
Atualmente, o medicamento utilizado como primeira escolha na terapéutica da leishmaniose sdo
os antimoniais pentavalentes, como o Glucantime (antimoniato de metilglucamina) (RATH et al.,
2003). Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos, comecaram a ocorrer falhas na
terapia e conseqiiente aumento das formas resistentes de parasitas. A Organizacdo Mundial da
Saude preconiza que as doses dos antimoniais ndo devem ultrapassar 20 mg/kg/dia, devido a sua
elevada toxicidade. Mialgias, dores abdominais, alteragdes hepaticas e distirbios cardioldogicos
sdo efeitos colaterais freqiientemente associados ao uso destas drogas (BALANA-FOUCE et al.,
1998; RATH et al.,, 2003). Além dos antimoniais, outras drogas, tém sido empregadas no
tratamento das diversas formas de leishmaniose, entre as quais se destacam a Anfotericina B,

pentamidina, paromicina e o Miltefosine (CROFT & COOMBS, 2003).



O controle das leishmanioses esbarra no fato da doenga ser uma zoonose, sendo o0s
animais silvestres e domésticos potenciais reservatorios do parasita. O crescimento urbano
desordenado tem gerado muitas dificuldades no combate aos flebotomineos (HANDMAN, 1999).
A resisténcia as drogas utilizadas tradicionalmente no tratamento, aliada aos efeitos colaterais
destes compostos, fazem com que alternativas ao tratamento sejam estudadas (HERWALDT,
1999). Para isso, tanto o modelo in vitro (células cultivadas e infectadas com as formas
amastigotas ou promastigotas) como o sistema in vivo (linhagens murinas isogéncias) tém se
mostrado ferramentas tteis para estudos imunoldgicos, patoldgicos e bioquimicos

(ALEXANDER et al., 1999; HANDMAN, 1999 e SOLBACH & LASKAY, 2000).

1.3 Aspectos da patogenia das lesoes cutianeas.

A patogenia inicial de qualquer das leishmanioses humanas é sempre representada por um
quadro inflamatério, com comprometimento de células do Sistema Monocitico Fagocitario,
formando um ndédulo na porta de entrada do parasita (NEVES, 2003). Os promastigotas
inoculados sdo fagocitados por macréfagos teciduais (histiocitos) e se diferenciam em
amastigotas que se multiplicam no interior do vacuiolo parasitéforo, culminando na primeira
manifestacao clinica, o nédulo papular (WEIGLE & SARAVIA, 1996). Este nédulo é produzido
por uma massa dérmica contendo macréfagos parasitados e infiltrado linfocitico (GHERSETICH
et al., 1999). Esse nddulo pode regredir e curar-se dentro de poucos dias, permanecer estacionario
por semanas ou evoluir rapidamente para ulceras. Essas variagcdes dependem de fatores
imunoldgicos, genéticos e da espécie de Leishmania envolvida (MURRAY et al., 2005; NEVES,
2003). Na incapacidade da célula hospedeira destruir os amastigotas, a infeccdo tende a se
cronificar e devido a persisténcia e aumento da carga parasitdria, o infiltrado linfocitico inicial é

substituido por um denso infiltrado de macréfagos altamente parasitados levando a formacdo de



um granuloma macrofidgico (MORAES & SILVEIRA, 1994). As lesdes ulceradas geralmente se
curam espontaneamente e sao suscetiveis ao tratamento, como € caso das lesdes provocadas por
L. amazonensis.

Nas lesdes cutaneas difusas provocadas por L. amazonensis, caracterizadas pelo
aparecimento de nddulos, papulas e tubérculos no rosto e membros e que raramente ulceram,
também se observa abundincia de macréfagos infectados, raros linfécitos e aspecto de granuloma
macrofagico (GHERSETICH et al., 1999; GRIMALDI & TESH, 1993; WEIGLE & SARAVIA,
1996). Em lesdes cronicas de cura mais lenta, macr6fagos contendo amastigotas e o infiltrado
inflamatério levam a formagdo de nddulos dérmicos com manifestacdes clinicas diversas
facilmente confundidas com doencas cronicas de pele como a psoriase, varicela e carcinomas de
pele (SILVEIRA et al., 2004; WEIGLE & SARAVIA, 1996).

O processo de infec¢do e multiplicacdo intracelular do parasita, frente a incapacidade do
hospedeiro em diminuir a carga parasitdria, pode levar a formacdo de um infiltrado de células
mononucleares e a formacao de granuloma. Este processo infeccioso deve resultar em dreas de

perfusdo inadequada e conseqiiente hipdxia tecidual.

1.4 Resposta imune do hospedeiro.

Como Leishmania é um parasita intracelular obrigatério, nao € surpresa que o controle da
infeccdo dependa de mecanismos efetores promovidos pelos fagdcitos para matar o parasita
(ALEXANDER & RUSSEL, 1992).

Imediatamente apds a inoculagdo dos parasitas no hospedeiro vertebrado, um processo
inflamatdrio local € iniciado, envolvendo acimulo local de células para impedir o dano tecidual e

cura da lesdo. Inicialmente, a lesdo € infiltrada por granuldcitos (neutréfilos e eosinéfilos),

seguido por macréfagos inflamatérios (AWASTHI et al., 2004).



Os linfécitos T “helper” (Th) tém um importante papel na resposta imune. Duas
subpopulag¢des funcionalmente distintas de linfocitos T CD4", Thl e Th2, tém sido identificadas
baseado no perfil de citocinas promovido pelo préprio estimulo antigénico. A presenga de IL-12
promove a diferenciacdo de linfécitos Th em Thl, os quais produzem grandes quantidades de
IFN-y e IL-2, e estdo associadas a resposta imune mediada por células conferindo protecdo
durante a infec¢do por Leishmania (GHERSETICH et al., 1999). A IL-12 € uma citocina pro-
inflamatéria produzida por fagécitos e células apresentadoras de antigeno (mondcitos,
macréfagos, neutréfilos, microglias e DCs) (TRINCHIERI, 2003). Por outro lado, a presencga de
IL-4 e IL-10, regula a diferenciacao de linfocitos Th2, que por sua vez, produzem IL-4, IL-5 e IL-
10 e que associadas com a imunidade humoral conferem susceptibilidade a Leishmania através da
inibicdo da producdo de IL-12 e de IFN-y pelas DCs e linfécitos, respectivamente
(CUNNINGHAM, 2002; GHERSETICH et al., 1999). Os dois mediadores mais bem descritos e
envolvidos na morte do parasita por macréfagos ativados com IFN-y e TNF-o sdo os
intermedidrios reativos de nitrogénio como o 6xido nitrico e o peroxinitrito (KANE & MOSSER,
2000; LINARES et al., 2001). Nos modelos experimentais de leishmaniose cutanea, linhagens de
camundongos BALB/c sdo susceptiveis a infec¢do por L. amazonensis desenvolvendo resposta de
tipo Th2 e alta producdo de IL-10 e IL-4 enquanto a linhagem resistente C3H/HeJ apresenta
resposta Th2 muito reduzida (QI et al., 2001).

Virios estudos avaliaram o papel das DCs no desencadeamento da resposta imune a
protozodrios intracelulares, como Leishmania e Toxoplasma (SCOTT & HUNTER, 2002). DCs
esplénicas murinas e DCs derivadas de mondcitos humanos produzem IL-12 apds infec¢do com
Leishmania (GHOSH & BANDYOPADHYAY, 2004). Complementando tais observacdes, foi

verificado in vitro que DCs de linhagens resistentes C57BL/6 (e que apresentam resposta do tipo
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Thl) infectadas com L. major liberam grandes quantidades de IL.-12, levando a conclusdo de que
esta citocina deve ter um papel importante na cura da doenga (HENRI et al., 2002). Em contraste,
macréfagos murinos (tanto de linhagens resistentes como susceptiveis) que fagocitaram
promastigotas ou amastigotas de Leishmania ndo produziram IL-12 em resposta a estimulos pro-
inflamatérios (CARRERA et al., 1996), concluindo-se que esta citocina € produzida pelas DCs
durante a resposta imune as infeccdes. Porém, hd uma certa ligacdo dessa producgdo de IL-12 com
a espécie de Leishmania em questdo. DCs humanas produziram IL-12 apds infeccdo com L.
major e co-estimulacdo com ligante de CD40 (CD40L), mas ndo se verificou presenca de IL-12
com L. tropica e L. donovani (McDOWELL et al., 2002). De forma semelhante, L. mexicana
também ndo induziu producdo de IL-12 por DCs murinas (BENNETT et al., 2001). Por outro
lado, infec¢do de DCs murinas com L. amazonensis co-estimuladas com CD40L induziram
producgdo de IL-12 (QI et al., 2001). Esses estudos sugeriram que a producio de IL-12 requer dois
sinais, um de origem microbiana e outro vindo do hospedeiro. Em alguns casos requer citocinas
que trabalham em conjunto ao CD40L, como o IFN-y. A necessidade de um sinal microbiano
garante um controle da produgdo de IL-12 pelas DCs apenas no momento apropriado (GHOSH &
BANDYOPADHYAY, 2004). Estes estudos indicam que hd um comportamento diferente das
DCs frente a espécies diferentes de Leishmania. Dados comparativos como estes inexistem para

DCs humanas e L. amazonensis.

1.5 A interacio Leishmania-fagocitos mononucleares.

Leishmania-macroéfagos



11

Sabe-se que promastigotas de Leishmania podem infectar macr6fagos via receptor para
dominio Fc de imunoglobulinas (FcR), para o Complemento (CR) e receptor de manose-fucose
(MFRs) (BLACKWELL et al., 1985; CHAKRABORTY et al., 2001; MOSSER & EDELSON,
1985; WILSON & PERSON, 1986). Pouco se sabe sobre as moléculas que participam da entrada
de amastigotas na célula hospedeira. Os receptores de macréfagos sugeridos sdo FcRs, CRs e
proteoglicanas ricas em sulfato de heparana (GUY & BELOSEVIC, 1993; KIMA et al., 2000;
LOVE et al., 1993; PETERS et al., 1995). Assim, a entrada de Leishmania no macr6fago envolve
a deposi¢cdo de componentes do Complemento e anticorpos € a presenca de manose e proteinas
ligadoras de heparina na superficie do parasita (BLACKWELL et al., 1985; GUY &

BELOSEVIC, 1993; KIMA et al., 2000; LOVE et al., 1993; PETERS et al., 1995).

Leishmania-DC

Embora macréfagos sejam os principais alvos de todas as espécies de Leishmania,
inimeros estudos demonstraram a infec¢do de DCs por este parasita (AWASTHI et al., 2004;
BRANDONISIO et al., 2004; GHOSH & BANDYOPADHYAY, 2004; SCOTT & HUNTER,
2002). Como comentado anteriormente, a intera¢do entre as DCs e os linfocitos T € essencial para
a geracdo de imunidade mediada por célula e assim as DCs desempenham um papel importante
na inicia¢do desta resposta imune contra Leishmania. Recentemente, as opsoninas requeridas para
a fagocitose da Leishmania pelas DCs tém sido estudadas. Embora Blank et al. (1993) tenham
sugerido que a fagocitose de L. major por células de Langerhans murinas ocorra através de
receptores para o Complemento, estudos mais recentes indicam que a infec¢do das DCs murinas
ocorre predominantemente via FcRs (WOELBING et al., 2006). Colmenares et al. (2004)
demonstrou que a lectina tipo C (DC-SIGN) € o receptor em DCs humanas para promastigotas e

amastigotas de L. infantum e L. pifanoi, mas ndo para L. major (CAPARROS et al., 2005;
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WOELBING et al., 2006). Além disso, amastigotas de L. pifanoi opsonizados com soro de
pacientes com leishmaniose apresentaram baixa capacidade de se ligar as DCs (COLMENARES
et al., 2004). No caso de L. amazonensis, apenas um estudo foi realizado e mostrou que a
opsonizacdo de amastigotas retirados de lesdes de camundongos “nude” com soro imune
aumentaram a taxa de infeccdo de DCs murinas (PRINA et al., 2004). Estes dados aparentemente
conflitantes sugerem que a interacdo entre DCs e Leishmania é espécie-especifica e que a
infeccdo da célula hospedeira pela Leishmania envolve a participagdo de vdrios sistemas

receptor-ligante.

1.6 Relevancia fisiopatolégica da hipoxia.

Em condig¢des fisioldgicas as células em organismos pluricelulares necessitam de oxigénio
para obtencdo de energia. Em tecidos normais, a tensdo de oxigénio (ou pressdo parcial de
oxigénio, pO,) varia de 20 a 70 mmHg (2,5% a 9% de O,). Em tecido cutineo, por exemplo, a
pO; é de 50-60 mmHg, no figado a pO, venosa estd entre 30-35 mmHg e em tecido muscular é
aproximadamente 25 mmHg (LEWIS et al., 1999; ZHOU et al., 2000). Diante desta ampla faixa
de tensdo de oxigénio em tecidos sauddveis, torna-se dificil estabelecer um valor universal que
defina a hip6xia. Assim, uma definicdo mais funcional incluiria o conceito de que a hipdxia
ocorre quando o fornecimento de oxigénio € insuficiente para a demanda do tecido, ou ainda, a
hipéxia € uma diminui¢@o local na tensdo de oxigénio (PAPANDREOU et al., 2005; QU et al.,
2005). Enfim, a hipéxia celular pode surgir de circunstincias fisioldgicas tais como exercicios
fisicos ou viagens para locais mais elevados, bem como de condi¢des patofisioldgicas. A
diferenca é que enquanto as circunstancias fisioldgicas resultam freqiientemente em uma hipdxia
branda e transitéria, a condi¢do patoldgica resulta num déficit de oxigénio mais severo e por um

longo periodo de tempo (PAPANDREOU et al., 2005).
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Em vdrias patologias observam-se periodos prolongados de reduzido fluxo sanguineo,
vasoconstri¢do e proliferagcdo celular, resultando em queda acentuada de pO, tecidual. A perfusao
deficiente causa a formagdo de microambientes hipOxicos, caracteristicos de neoplasias,
arteriosclerose, fraturas dsseas, artrite reumatdide e reacdes inflamatorias em geral (HUNT, 1984;
LEWIS et al, 1999; NIINIKOSKI & HUNT, 1972). Em tecido dérmico lesado
experimentalmente, a pO, apresentou-se entre 5-28 mmHg com a drea central da lesdo composta
de fibrina, plasma, infiltrado leucocitério e tecido conectivo apresentando os niveis mais baixos
de pO, (REMENSNYDER & MAJNO, 1968). A presenca da hipéxia nessas lesdes tem sido
relacionada a indug@o de citocinas angiogénicas e a sintese de proteinas da matriz extracelular
(SHWEIKI et al., 1992). Recentemente Lokmic et al. (2006), utilizando um modelo de lesdo
cutanea induzida em ratos, mostrou que hipéxia tem papel importante no processo de formagao
de tecido de granulagdo, crescimento vascular e tecidual, remodelamento e cicatrizagdo da lesdo.
De maneira similar, em condi¢des patolégicas cronicas, a insuficiéncia no suprimento de
oxigénio tissular, freqiientemente devido a obstru¢do vascular (trombos), compressdo vascular
por elevacdo da pressdo hidrostitica ou aumento da densidade celular tecidual (granulomas e
tumores), leva a alteracao do perfil fenotipico das células IKEDA, 2005). Desse modo, o tecido
hipéxico tem um papel importante no curso clinico de diversas doengas. A contribuicdo do
microambiente tissular na progressdo da doenca € freqiientemente mediada pelo remodelamento
vascular (angiogénese) e pela perda de estruturas vasculares especificas IKEDA, 2005).

Sabe-se, ainda, que a hipdxia, verificada numa série de tumores malignos, pode limitar a
acdo de drogas quimioterdpicas favorecendo assim a sobrevivéncia de tumores. Koch et al.
(2003) investigaram a eficiéncia de agentes quimioterdpicos com diferentes mecanismos de acao
em linhagem de células tumorais TGCT. Os resultados mostraram que, sob condi¢des hipdxicas

(1% de O,) todas as drogas foram menos efetivas. No entanto, o impacto da hipdxia na
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quimiosensibilidade depende fortemente da linhagem celular estudada. Exemplos de classes de
drogas funcionalmente afetadas pela hipdxia incluem os agentes alquilantes tais como melfalan e
antibidticos como a bleomicina (YUN et al., 2004). A hipdéxia também afeta a eficiéncia de
drogas cuja ac¢do depende do dano oxidativo, como por exemplo, a Anfotericina B. Segundo
Sokol-Anderson et al. (1986) a evidéncia para este papel do oxigénio na toxicidade da
Anfotericina B foi comprovada pela drastica redug@o na lise de protoplastos de Candida albicans
vista sob condi¢des de hipoxia. Os efeitos da hipéxia nas drogas e conseqiientemente na
progressdo de tumores fizeram com que testes in vitro fossem desenvolvidos para predizer as
concentragdes terapéuticas dos agentes quimioterdpicos em condi¢des de hipdxia fisioldgica
(GRIGORYAN et al., 2005).

Apesar da hipdxia ter sido, por muito tempo, relacionada a efeitos deletérios como
inibi¢cdo da proliferacdo e morte celular JACOBSON & RAFF, 1995; YUN et al., 1997a), vérios
estudos recentes sugerem que as alteracdes na pO; s@o fisiologicamente importantes. Alteracdes
na pO; levam o organismo a um processo adaptativo circunstancial, pelo aumento do volume
respiratorio, do débito cardiaco ou da hematopoise e da glicélise anaerébica, com a finalidade de
restaurar os niveis fisioldgicos de oxigénio. As respostas celulares a hipéxia variam de mudanga
no fluxo de fons na membrana plasmdtica e alteragdes na proliferacdo a indugdo de genes
especificos e apoptose (HELFMAN & FALANGA, 1993; LEWIS et al.,, 1999; YUN et al.,,
1997a). A producao de TGF- (transforming growth factor-beta), bEGF (basic fibroblast growth
factor) e VEGF (vascular endothelial cell growth factor) por células expostas a hipdxia estdo
relacionadas ao processo de angiogénese durante o desenvolvimento de tumores e a cura de
lesdes teciduais (FALANGA et al., 1991; YUN et al., 1997a).

Muitos genes que sdo regulados e/ou transcritos durante a hipéxia devem estar envolvidos

no processo de adaptacdo celular a este microambiente. A hip6xa pode influenciar a expressao
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génica de aproximadamente 1% dos genes num genoma (PAPANDREOU et al., 2005).
Mudangas ocorrem na expressao de uma variedade de citocinas, fatores de crescimento como o
hormonio eritropoietina (EPO) e o ja citado VEGF, além de enzimas glicoliticas e os reguladores
do estado redox celular como o NADPH. Mudancas ocorrem também na expressdao de vérios
fatores de transcricio como AP-1 (activator-protein 1), NF-xB (nucelar factor-xB) e HIF-1
(hypoxia-inducible factor 1) (SEMENZA & WANG, 1992). O HIF-1 é o fator de transcri¢do
mais bem estudado na resposta a hipdxia, ja que ele € o mediador da ativagdo transcricional de
genes induzidos por hipdxia em tumores (YUN et al., 2004).

Virios estudos demonstraram a ativacdo do HIF-1, em resposta a um estresse hipdxico,
em doencas cronicas. Por exemplo, Schultz et al. (2006), demonstraram ativacdo de HIF-1 em
células musculares lisas em condi¢des hipdxicas durante a evolu¢do de doengas vasculares
(obstrugdo vascular). Outros trabalhos mostraram que o HIF-1 tem papel central na progressao de
tumores soélidos (ZAGZAG et al., 2000; YUN et al., 2004). E mais recentemente, nosso grupo
verificou a presenca de HIF-1 em processos inflamatérios durante a leishmaniose murina
(ARRAIS-SILVA et al., 2005). A expressio de HIF-1 foi avaliada em lesdes cutaneas de
camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis. Andlises por imunohistoquimica das
lesdes evidenciaram pela primeira vez que macréfagos no microambiente lesional causado por

um parasita produzem HIF, sugerindo a presenga de hipdxia nas lesdes.

1.7 A hipéxia e seus efeitos em células fagociticas.
Em reacdes inflamatdrias observa-se o acimulo de células com capacidade fagocitica

como os neutréfilos, os macréfagos e as DCs. Nesses focos teciduais a pO, € reduzida devido ao
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rompimento de vasos sanguineos, perfusdo deficiente e proliferacdo celular (LEWIS et al., 1999;

SHWEIKI et al., 1992).

Neutroéfilos

Os neutréfilos sdo células pré-adaptadas a hipdxia porque possuem um nimero reduzido
de mitocOndrias e grande parte de sua energia € obtida por anaerobiose (BABIOR, 1984). Além
disso, observou-se que em cultura, neutréfilos mantidos em hipdéxia sobrevivem por mais tempo

que as mesmas células em normoéxia (LEWIS et al., 1999).

Macroéfagos

Os macréfagos, dependendo do estado de ativagdo e da sua localizacdo, apresentam
antigenos, secretam uma variedade de fatores regulatorios, enzimas e citocinas, e tem atividades
anti-tumoral e microbicida (AYALA et al., 1996; McCORMICK et al., 2000). Estas células que
se acumulam no centro ou nas adjacéncias de dreas hipdxicas e pouco vascularizadas de tecidos
lesados (LEWIS et al., 1999), sdao capazes de funcionar sob condicdes de hipéxia. Ha vérios
efeitos da hipdxia no fenétipo e nas fungdes de macréfagos. Experimentos com células murinas
da linhagem RAW 264.7 ou com macréfagos humanos expostos a baixas concentracdes de
oxigénio mostraram que estas células sobrevivem e se adaptam quando expostas a hipdxia in
vitro (TSUKAMOTO et al., 1996; YUN et al., 1997b). A exposicao de macréfagos alveolares a
um periodo cronico de hipéxia (96 horas), por exemplo, reduziu a atividade da citocromo
oxidase, uma enzima envolvida na fosforilagdo oxidativa, e aumentou a atividade da piruvato
quinase e de outras enzimas glicoliticas (BUTTERICK et al., 1981). Estas observacdes sugerem

que os macrofagos se adaptam a falta de oxigeénio, alterando seu metabolismo para vias

glicoliticas anaerdbias para producdo de ATP, semelhantes as células tumorais sob condicdes de
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pO; reduzida (LEWIS et al., 1999). Apesar dos macréfagos se adaptarem a hipdxia obtendo
energia para algumas fungdes, estas células necessitam de oxigénio para o “burst” respiratdrio e
para a regulacdo do pH intravacuolar a niveis 6timos para a atividade das enzimas lisossomais
(BABIOR, 1984; DU et al., 1998). Assim, a falta de oxigénio para a realiza¢do destas atividades
pode explicar, em parte, os estudos relacionando hipdxia a inibicdo de fagocitose. Além disso,
vdarios autores sugerem que os efeitos dos baixos niveis de pO, sdo os responsdveis pela exocitose
que ocorre durante a hipéxia (CHAUDRY, 1983; CHEUNG et al., 1986; LEEPER-WOODFORD
etal., 1993).

A resposta de macréfagos a pO, reduzida também envolve a produgdo de vdrias citocinas
pré-inflamatérias e de fatores quimiotdticos, como IL1, TNF, IL6, IL8 e MIP (macrophage
inflammatory protein 1 alpha). Os dados foram obtidos com culturas primdrias de mondcitos
humanos, macréfagos murinos e linhagens celulares (THP-1, RAW264.7, J774, P388D), na
maioria pré ou pos-tratadas com LPS (ALBINA et al.,, 1995; LEEPER-WOODFORD &
DETMER, 1999; SCANELL et al., 1993; VANOTTEREN et al., 1995; WEST et al., 1994).

A atividade fagocitica dos macréfagos também pode ser alterada sob baixas
concentragdes de oxigénio. Leeper-Woodford & Mills (1992) mostraram que a hipdxia aguda
(1,7% de O,) diminuiu a entrada de hemdcias em macréfagos alveolares de coelho, sem alterar a
viabilidade e a aderéncia destas células. Porém os primeiros trabalhos mostrando os efeitos in
vitro da hipéxia durante infec¢des provém do nosso grupo, nos quais avaliamos o efeito da
hipéxia (6% de O,) em culturas de macréfagos infectados com L. amazonensis. Nosso grupo
observou que nestas culturas mantidas em hip6xia por 24 horas houve redu¢do significativa na
porcentagem de células infectadas, bem como no nimero de amastigotas intracelulares, quando
comparado a norméxia (COLHONE et al., 2004). Em outro estudo, a baixa tensao de oxigénio

diminuiu em 50% a expressao de HSP70 (heat shock protein 70 kDa) em culturas de macr6fagos
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expostas a hipéxia quando comparadas com a expressdo desta proteina em condi¢des normoxicas
(DEGROSSOLI et al., 2004). Seqiiencialmente, surgiram trabalhos mostrando os efeitos da
hipéxia no processo infeccioso por outros patdgenos intracelulares. Peyssonnaux et al. (2005)
demonstraram expressdo aumentada de HIF-1o por macr6fagos murinos infectados em norméxia
com bactérias piogéncias tais como Streptococcus do grupo A, Staphilococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Tais bactérias sao causadoras de infec¢des invasivas com conseqiiente
isquemia tecidual e queda da pO,. O HIF produzido regulou a capacidade bactericida destes
macréfagos. A incubagdo dos macréfagos com a bactéria viva ou inativada em normoéxia
estimulou a transcri¢do génica de HIF a niveis compardveis ou maiores que os niveis vistos no
controle hipdxico. Spear et al. (2006) também mostraram que a expressio de HIF pode ser
ativada pelo protozodrio intracelular Toxoplasma gondii que requer a presenca deste fator para

seu crescimento e sobrevivéncia a concentragdes de 3% de O..

Células dendriticas

Sdo escassos os dados da literatura sobre o comportamento das DCs em ambiente
hip6xico. Murata et al., (2002) verificaram que DCs e Ms murinos produziram mais IFN-y sob
hipéxia e na presenga de IL-18. Segundo estes autores, 0 ambiente hipdxico ajudaria a modificar
a resposta de MJs e DCs em tecidos inflamados e assim modular as fungdes destas células
durante a resposta imune/inflamatéria através do perfil de citocinas produzido, especialmente
IFN-y. Considerando a producdo aumentada de IFN-y pelas APCs (MJs e DCs) sob hip6xia, esta
condi¢do funcionaria como um ‘“co-fator” na ativacdo de APCs em tecidos inflamados
(MURATA et al.,, 2002). Sabe-se ainda que a hipéxia € um estimulo capaz de modular a

expressdao de genes especificos envolvidos no recrutamento leucocitdrio, como genes para
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metaloproteinases de matriz (MMP) e seus inibidores teciduais (TIMP) (QU et al., 2005). Neste
contexto, Qu et al. (2005) mostraram que DCs humanas derivadas de mondcitos sob condigdes
hipéxicas (1% de O,) tiveram a capacidade migratéria reduzida quando comparada com o
controle em normoéxia. Além disso, o grupo verificou mudangas fenotipicas moderadas nestas
culturas expostas a hip6xia, como a diminui¢do nos niveis de expressdo de HLA-DR e moderado
aumento de CD83. Ja Goth et al. (2006) adaptaram o protocolo de obten¢do de DCs murinas
derivadas da medula éssea para um ambiente de baixa tensao de oxigénio (2%, 5% e 10% de O,).
Estes pesquisadores observaram que culturas a 5% ou 10% de oxigénio geraram uma
porcentagem maior de DCs maduras e imaturas e que estas células eram fenotipicamente e
funcionalmente equivalentes aquelas geradas em condi¢des convencionais usando oxigénio
ambiente. Concluiu-se desse modo, que a tensdo de oxigénio in vitro pode influenciar
significativamente o processo de maturagdo das DCs.
sk
Os dados aqui resumidos permitem concluir que a hipdxia é uma situacdo a que os
macréfagos e DCs se adaptam alterando o seu metabolismo, funcdes e fendtipo. Sendo assim, a
andlise do comportamento de DCs e macréfagos a hipoxia durante infecgdes € importante para
avaliar a relevancia dos mecanismos aqui discutidos na progressio de patologias e no

desenvolvimento de terapias.



20

OBJETIVOS
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Os objetivos deste trabalho relacionam-se a compreensdao do papel deletério e/ou
terapéutico da hipéxia em modelos in vitro de uma infeccdo intracelular, como a leishmaniose e a
andlise da ligacdo Leishmania-célula dendritica. Especificamente, nossos objetivos foram:

e Avaliar mudancas fenotipicas e funcionais de DCs humanas submetidas a ambiente com
reduzida pO, tais como: resisténcia/susceptibilidade a infeccdo com L. amazonensis,
resposta a LPS e a citocina IFN-y, producdo de citocina IL-12.

e Analisar o efeito de drogas leishmanicidas em culturas de DCs humanas infectadas com
L. amazonensis e mantidas sob condi¢des de hipéxia e normoxia.

e Investigar o processo de infec¢c@o, ou seja, os ligantes necessdrios para a infecgdo de DCs

por L. amazonensis.
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MATERIAIS E METODOS



Lista de compostos utilizados e procedéncias:
Anfotericina B

Anti-IgG humana conjugada com FITC
Azul de Evans

Bicarbonato de s6dio

GM-CSF recombinante humano
Gentamicina

Giemsa

Glucantime

Heparina

Hepes (Acido hidroeti Ipiperazina etanosulfirico)
Histopaque

IFN-y recombinante humano

IL4 recombinante humana
Lipopolissacarideo de E. coli

Manana

Meio ISCOVE’S

Meio RPMI 1640

Miltefosine

Soro fetal bovino

Tampao de dissociacdao

Tripan Blue

23

Si gmal
Sigma
Allkimia®
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Aventis’
Cristdlia*
Sigma
Sigma
R&Dsystems5
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Nutricell’
Cayman’
Nutricell
Sigma

Sigma



! Sigma Chemical Co, St Louis, Missouri, USA.
* Allkimia, Campinas, Sdo Paulo, Brasil.
3 Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil.

* Lab. Cristilia, Campinas, Sao Paulo, Brasil.

SR&D Systems Inc., Minneapolis, Minnesota, USA.

6 Nutricell, Campinas, Sao Paulo, Brasil.

7 Cayman, Ann Arbor, Michigan, USA.
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3.1 Obtencao e manuten¢ao do parasita.

O parasita utilizado em nosso trabalho foi a Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/73/M2269). Formas amastigotas foram mantidas em camundongos BALB/c através
da inoculagdo subcutdnea de 2x10° parasitas no coxim plantar da pata do animal. Os amastigotas
foram retirados de lesdes desenvolvidas nas patas, através de raspagem com bisturi estéril em
solucdo salina contendo Gentamicina (25 mg/l). A suspensdo obtida foi filtrada em gaze estéril
para a retirada de residuos teciduais (CANTOS et al., 1993). O mesmo procedimento foi utilizado
para a retirada de amastigotas das lesdes de camundongos C3H/nude. O nimero de amastigotas
foi contado em camara de Neubauer. Para a diferenciagdo em promastigotas, frascos de cultura
com amastigotas foram mantidos em meio RPMI 1640 (suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 10mM de HEPES e 25 mg/l Gentamicina) em estufa seca a temperatura de 26°C a 28°C.

Foram utilizados camundongos isogénicos das linhagens BALB/c e C3H/nude com 4
semanas. Os animais foram fornecidos pelo Centro Multi-Institucional de Bioterismo —
CEMIB/UNICAMP sob condicdo SPF (Specific Patogen Free) e mantidos sob as mesmas
condicdes no Biotério do Departamento de Parasitologia do Instituto de Biologia — UNICAMP
(trabalho autorizado pela Comissio de Etica em Experimentacio Animal do Istituto de

Biologia/UNICAMP, protocolo n° 770-1, de 17 de fevereiro de 2005.

3.2 Obtencao e cultivo de fagdcitos.

3.2.1 Obtenciao e cultivo de macréfagos e DCs humanas a partir de mondcitos do sangue
periférico.
Tanto para as culturas de DCs como para macréfagos, sangue periférico de voluntarios

sauddveis foi coletado em tubos a vdcuo contendo heparina sédica como anticoagulante
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(Vacuette). As aliquotas foram diluidas em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,5
para a separacdo da camada de células brancas por gradiente de Histopaque, segundo protocolo
do fabricante. A camada de leucdcitos coletada (na qual se encontram também os mondcitos) foi
lavada em PBS e ressuspensas em meio ISCOVE’S suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado a 56°C por 1 hora, 20 mM de Bicarbonato de sddio e 25 pg/ml de Gentamicina. O
nimero de células e viabilidade foram determinados por Tripan Blue em camara de Neubauer. O
calculo do nimero de mondcitos foi feito multiplicando-se o numero total de células pela
porcentagem de mondcitos e pela dilui¢do. Para posterior andlise microscopica, utilizamos 0,5 x
10° monécitos por laminula de 13 mm de didmetro colocadas em placa de 24 pogos (TRP) ou 0,1
x 10® monécitos/poco em laminas de culturas (Nunc). Para as andlises fenotipicas, utilizou-se
garrafas de cultura (TRP) de 25 cm? contendo 0,5 x 10° células/ml.

O cultivo de macréfagos humanos ja havia sido padronizado em nosso laboratério
(protocolo adaptado de BOSQUE et al., 1998 e DORTA, 1997). A diferenciacdo ocorreu ao
longo de 7 dias de cultura em estufa incubadora (37°C, 21% O,, 5% CO,). A troca de meio
ISCOVE’S nas culturas contendo células aderentes foi realizada as 24 horas e 96 horas do inicio
do cultivo (BOSQUE et al., 1998; DORTA, 1997).

Para as DCs, os mondcitos distribuidos em placas, laminas ou garrafas de cultura foram
incubados a 37°C, 21% O,, 5% CO, por 2 horas para aderéncia. Apds este periodo, as culturas
foram lavadas e as células aderentes cultivadas em meio ISCOVE’S suplementado com 10% de
soro fetal bovino, GM-CSF e IL-4 durante 7 ou 10 dias (NAIR et al., 1998), ndo havendo mais
troca de meio de cultura. Durante a padronizagdo de nosso protocolo foram utilizados GM-CSF e

IL-4 recombinante humanos e sobrenadantes de culturas celulares humanas produtoras de tais
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citocinas: H28 (producdo de IL-4 — ATCC: HTB9) e 5637 (producdo de GM-CSF — ATCC:
CCL-2). As condicdes testadas estdo descritas no item Resultados (Tabela 1).

Ap6s o periodo de cultura, os sobrenadantes foram colhidos e armazenados a —70°C e as
laminulas com as células foram fixadas em Metanol P.A. (15 minutos) e coradas com Giemsa por
10 minutos (GIORGIO et al., 1998). A andlise morfoldgica das culturas e a contagem de células
foram realizadas em microscépio Optico (Nikon modelo 50i, Melville, New York, USA) e
fotografadas através do sisttema Image Pro Plus 2000 (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). As imagens confirmaram a morfologia condizente a macréfagos e DCs

humanas.

3.2.2 Obtencao e cultivo de macréfagos peritoniais murinos e linhagem celular murina
J774.

Camundongos BALB/c foram sacrificados por deslocamento cervical e com o auxilio de
seringa estéril, injetou-se 15 ml de solugdo salina estéril acrescida de Gentamicina no peritonio
do animal. O abdémen foi massageado cuidadosamente e a pele rebatida; novamente introduziu-
se a seringa na cavidade peritonial para a retirada do exsudato, armazenando-o em frasco imerso
em banho de gelo. O nimero de células foi contado em camara de Neubauer, considerando que
50% a 60% das células obtidas constituiam-se de macréfagos (BARBIERI et al., 1993). As
células foram entdo distribuidas em placas de 24 pocos contendo laminulas de 13 mm de
didmetro a uma concentragio de 5 x 10° macréfagos/laminula e deixadas por 2 horas a
temperatura ambiente para aderéncia dos mesmos. Apds a adesdo, as células nao aderentes foram
retiradas e adicionou-se meio RPMI 1640. A cultura foi mantida em estufa incubadora a 37°C,

5% CO,, O, atmosférico durante 24 horas.
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Os macréfagos da linhagem J774 foram obtidos da American Type Culture Collection —
ATCC (Rockville, Maryland, USA) e mantidos em nosso laboratério nas condi¢des descritas por
Linares et al. (2000). As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado 10% de soro fetal
bovino em garrafas de cultura pldsticas de 25 cm” e mantidas em estufa incubadora a 37°C, 5%

CO,, O, atmosférico e repicadas a cada 7 dias.

3.3 Imunofenotipagem das culturas de DCs através de citometria de fluxo.

A andlise morfolégica das culturas foi complementada através de ensaio por
imunofenotipagem das culturas por citometria de fluxo para um grupo pré-determinado de
marcadores de superficie celular (MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; PICKL et
al., 1996; THOMAS et al., 1993). Para a andlise fenotipica, as DCs foram cultivadas em garrafas
de 25 cm® segundo metodologia descrita no subitem 3.2 de Materiais e Métodos. A andlise das
DCs foi gentilmente realizada pela Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, com colaboracao
dos Drs. Dimas T. Covas e Patricia Palma. As células foram coletadas através do Tampdo de
Dissociagc@o (Sigma), lavadas em meio ISCOVE’S e incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente com o0s seguintes anticorpos marcados com fluorocromos Ficoeritrina (PE) ou
Isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ainda Proteina clorofila peridinina (PerCP) (BD
Biosciences, San Jose, California, USA): anti-HLA-DR, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD123,
anti-CD86, anti-CD8&3, anti-CD1a, anti-CD11c, anti-CD14, anti-CD3, anti-CD19, anti-CD16,
anti-CD56. Os dltimos quatro anticorpos foram agrupados na anélise e descritos como “Lineage”.
Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE ou PerCP e IgG1+FITC. Foi utilizado aparelho FACsort
Cytometer (BD Biosciences) e os resultados analisados pelo programa CellQuest Software (BD

Biosciences). Os resultados foram avaliados quanto a porcentagem de células positivas para tais
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marcadores de superficie e apresentados em forma de ndmero (porcentagem) e histogramas

(intensidade média de fluorescéncia emitida para cada marcador).

3.4 Infeccao das culturas celulares com L. amazonensis.

Os protocolos para infeccao das linhagens humanas foram baseados nos trabalhos de
Marovich et al. (2000), McDowell et al. (2002) e Norsworthy et al. (2004).

DCs humanas foram infectadas com L. amazonensis no dia 7 de cultura e mantidos em
condicdes de normoxia (estufa incubadora a 37°C, 21% O,, 5% CO,) por 24, 48 ou 72 horas ou
em condi¢des de hipoxia (descricdo no subitem 3.6 de Materiais ¢ Métodos). As DCs foram
infectadas com formas amastigotas e promastigotas na propor¢do de 3 parasitas e 10 parasitas
para cada célula, respectivamente. Foram utilizados também promastigotas opsonizados com 5%
de soro normal humano (MAROVICH et al., 2000).

A infeccdo de macr6fagos humanos com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos BALB/c ja havia sido padronizada em nosso laboratério (ALBUQUERQUE,
2005).

Macréfagos peritoniais murinos e a linhagem murina de macréfagos J774 também foram
infectados com objetivo comparativo (propor¢do de 3 e 10 amastigotas para cada macréfago
peritonial e macrofago J774, respectivamente, durante 24 horas). Foram utilizados também
amastigotas retirados de camundongos C3H/nude para os ensaios de opsonizagdo dos parasitas e
bloqueio da infec¢cdo das DCs (descrito no subitem 3.10 de Materiais e Métodos).

Para avaliar o nimero de células, de parasitas e a porcentagem de infeccdo as laminulas
com células aderidas foram coradas por Giemsa, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e
Métodos, e avaliados em microscopia Optica. Os sobrenadantes das culturas infectadas também

foram colhidos e armazenados a —70°C.
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3.5 Protocolo de ativacao das culturas de DCs com LPS e IFN-y.

Inicialmente foram testados alguns periodos de ativacdo baseados em dados ja publicados
(McDOWELL et al., 2002; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998). No dia 6 de cultura, as
DCs (5 x 10° celulas/ml) foram incubadas com a linfocina recombinante humana IFN-y a 10
ng/ml e LPS a 100 ng/ml durante 8 ou 24 horas antes da infec¢do ou ainda junto com o parasita,
ou seja, no momento da infec¢do. Esta padronizacdo foi realizada apenas em condicdes
normoxicas. Com os resultados obtidos, os experimentos foram repetidos e padronizados com
LPS e IFN-y ambos a 100 ng/ml por um periodo de 24 horas. Em seguida as culturas foram
infectadas com amastigotas de BALB/c e submetidas ao microambiente hip6xico (subitem 3.6 de

Materiais e Métodos). Os sobrenadantes destas culturas foram colhidos e armazenados a —70°C.

3.6 O microambiente hipoxico e o cultivo das culturas de DCs humanas em hipdxia.

Para estabelecer o ambiente hipdxico utilizou-se uma camara incubadora modular
(Billups-Rothenberg, modelo MIC 101, Del Mar, California, USA). A camara foi preenchida
durante 15 minutos com uma mistura gasosa contendo 2% de O,, 5% de CO,, balanceada com
Nitrogénio (N) (White-Martins, Campinas, SP, Brasil). Em seguida, as mangueiras de entrada e
saida de géds foram fechadas e a camara contendo as placas de cultura foi mantida em estufa a
37°C, 5% de CO,, O, atmosférico. Para aferir o grau de hipéxia dentro da camara utilizou-se
analisador de gds com uma solu¢@o absorvente de oxigénio (Fyrite — Bacharach Inc., Pittsburgh,
Pennsylvania, USA). A concentra¢do de O, dentro da camara foi de 6%. A tensdo de oxigénio no
meio de cultura foi de 37 mmHg para a condi¢c@o de hipdxia e de 150 mmHg para norméxia (O2
Analyzer YSI/53, Yellow Springs Instruments Inc., Yellow Springs, Ohio, USA) conforme

analisado em nosso laboratério e descrito por Colhone et al. (2004). O pH do meio de cultura foi
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de 7.4 e ndo apresentou alteragdes significativas durante o curso dos experimentos. Assim, as
células expostas a condi¢do de 6% de O,, 5% de CO,, balanceado com N, foi referida como
hip6xia e a exposicdo a 21% O,, 5% CO,, balanceado com N, referida como normoxia.
Diferentes tempos e intervalos de exposi¢do a hipoxia foram testados, conforme serd
exposto em Resultados. Culturas controles de DCs foram mantidas em ambiente normoéxico

(estufa incubadora a 37°C, 21% O,, 5% CO,) durante todo o decorrer do experimento.

3.7 Avaliacao da producao de IL-12 pelas culturas de DCs humanas.

A pesquisa de IL-12 foi feita no sobrenadante das culturas de DCs humanas obtidas de
acordo com os subitens 3.2, 3.4 e 3.5 de Materiais e Métodos. A quantificacdo de IL-12 foi
determinada através do “kit” para ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) BD OptEIA
Set Human IL-12 (p70) (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, California, USA) conforme
descricao do fabricante. A densidade Optica foi medida a 450 nm no leitor de microplacas de
ELISA Synergy HT Multi-Detector Microplate Reader (Bio-Tek, Winooski, Vermount, USA).
Os valores de absorbancia foram convertidos em pg/ml através do programa KC4 (Bio-Tek). As

amostras foram analisadas em triplicata em 4 dosagens separadas.

3.8 Avaliacdo in vitro dos efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L.
amazonensis e mantidas sob as condicoes de hipoxia e norméxia.

Os ensaios foram adaptados dos protocolos de Callahan et al. (1997), Escobar et al. (2002),
Verma & Dey (2004) e Azzouz et al. (2005) e realizados com as drogas Anfotericina B, Glucantime
(Antimoniato de meglumina) e Miltefosine. No momento do uso, as drogas foram preparadas em
solugdo PBS estéril (para Anfotericina B e Miltefosine) ou meio ISCOVE’S (para Glucantime) nas

diferentes concentragdes testadas. Culturas de DCs humanas foram preparadas e infectadas com
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amastigotas de L. amazonensis como descrito nos subitens 3.2 e 3.4 de Materiais e Métodos. Apés 24
horas de infec¢do em normoxia, as culturas foram lavadas e incubadas com meio fresco contendo as
citocinas recombinantes GM-CSF e IL-4 e diferentes concentracdes das drogas (Anfotericina B,
Glucantime e Miltefosine). As culturas foram mantidas sob condi¢cdes de norméxia e hipdxia durante
48 horas. Apés este periodo, as laminulas foram coradas por Giemsa e avaliadas em microscopia
Optica, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos. A atividade de cada composto foi
determinada através do indice de infec¢do que € a porcentagem de DCs infectadas multiplicada pelo
nimero médio de amastigotas por DC infectada (PEREIRA et al., 2005).

Através dos indices de infec¢@o, o valor correspondente a ICsy (a concentragdo da droga
que diminuiu o indice de infec¢do em 50%) de cada droga pode ser calculado. Os dados sob
ambas as condi¢des, normodxia e hipdxia, foram submetidos a andlise de regressio Probit

utilizando-se o programa POLO-PC (LeOra Software 1987, Berkeley, Califérnia, USA) para se

estabelecer o valor da ICs.

3.9 Avaliacdo da viabilidade das DCs humanas expostas a hipoxia e as drogas
leishmanicidas.

A viabilidade das DCs humanas foi determinada através do teste de MTT [3-(4,5-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] (MOSMANN, 1983). As DCs humanas
foram cultivadas em placas de 96 pocos (TRP) a 3 x 10* células/pogo e mantidas em hipéxia ou
normoxia por 24 horas ou 48 horas na presenga ou ndo das drogas Anfotericina B (0,3 pg/ml),
Glucantime (25 pg/ml) e Miltefosine (5 uM). Em cada pogo, foi adicionado 10% de solugdo de
MTT e as placas foram incubadas a 37°C por 4 horas. Apés este periodo, foi retirado todo o meio

de cultura e adicionado 100uL de isopropanol por 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo. A
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viabilidade celular foi medida em 490 nm e 650 nm. Foi utilizado como controle positivo DCs

cultivadas em normoxia e lisadas com H,O, 30% (60 mM, 24 horas).

3.10 Analise da interacao Leishmania-DC.

3.10.1 Soros utilizados nos ensaios de opsonizaciao dos parasitas.

Utilizamos soro normal humano (SNH) obtido de individuos saudaveis e soros de
pacientes com leishmaniose (SIH) gentilmente cedido pela Dra Clara Barbieri (Unifesp/EPM-Sao
Paulo). Os soros foram diluidos de acordo com o titulo obtido através de reacdes de
imunofluorescéncia indireta (ver subitem 3.10.2 de Materiais e Métodos), sendo de 1:10 para

SNH e 1:80.000 para os soros SIH.

3.10.2 Reacoes de imunofluorescéncia indireta (IFI) para obtencao do titulo de anticorpos
dos soros utilizados.

Laminas de microscopia para IFI (Glasstécnica) foram preparadas contendo promastigotas
de cultura e amastigotas retirados de lesdo de camundongos C3H/nude. Os parasitas foram
lavados 2 vezes com tampao PBS (650 g/10 minutos) e fixados com formalina 2% sob agitacdo
durante 10 minutos. Apés 2 lavagens com PBS, cerca de 10’ parasitas foram adicionados as
laminas. Apds secagem, as laminas foram acondicionadas em papel laminado e armazenadas a -
20°C.

Para a reacdo de IFI, foram utilizados os soros descritos no subitem 3.10.1 de Materiais e
Métodos e as dilui¢des (1:10 até 1:5.120 e quando necessdrio, até 1:160.000) foram feitas em

tampao PBS. Adicionou-se 10 pl dos soros diluidos em cada poco da lamina contendo os
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parasitas e incubou-se a reacdo durante 30 minutos a 37°C em camara imida. Em seguida, a
lamina foi lavada por imersdao com tampao PBS, 3 vezes durante 5 minutos. Apds secagem, foi
adicionado 10ul do conjugado (anti-imunoglobulina marcada com FITC) diluido 1:20 em solu¢do
de Azul de Evans 0,001% e novamente incubou-se durante 30 minutos a 37°C em camara tmida.
Em seguida, a lamina foi lavada com tampao PBS, 3 vezes durante 5 minutos. Sobre a lamina
seca colocou-se algumas gotas de glicerina tamponada (90% em PBS) e vedou-se com uma
laminula para observacdo em microscopio de fluorescéncia (Nikon modelo 50i, Melville, New

York, USA).

3.10.3 Tratamento de soros humanos para inativacio do Complemento e deplecio de
anticorpos especificos e nao especificos.

Para a inativacdo do Complemento (A), os soros ja diluidos foram incubados por 1 hora a
56°C e em seguida armazenados a —20°C (KELLY et al., 2005). Para a retirada de anticorpos
especificos e nio especificos (ads), 10’ promastigotas foram adicionados a 1 ml de soro j4 diluido
e incubados por 2 horas a 4°C. Apds centrifugacio de 10 minutos a 650 g, colheu-se o
sobrenadante (soro sem anticorpos) e armazenou-se a —20°C. Para a deple¢do de ambos (A/ads),
primeiramente fez-se a incubag@o a 56°C e em seguida a incubacdo com os promastigotas, como
descrito acima. Para confirmar a retirada dos anticorpos, os soros foram testados quanto a sua

positividade através de rea¢des de imunofluorescéncia.

3.10.4 Opsonizacao dos amastigotas com soros humanos.
Os amastigotas “nude” foram opsonizados com soro normal humano (SNH) diluido 1:10,

SNH 1:10 inativado (ASNH), SNH 1:10 depletado de anticorpos (adsSNH), e SNH 1:10
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inativado e depletado de Ac (A/adsSNH), soro infectado humano (SIH) diluido 1:80.000, SIH
1:80.000 inativado (ASIH), SIH 1:80.000 depletado de Ac (adsSIH) e SIH 1:80.000 inativado e
depletado de Ac (A/adsSIH). Cerca de 10° amastigotas foram ressuspensos em 500 pl dos
respectivos soros e incubados a 4°C durante 1 hora. Os parasitas foram centrifugados a 4°C/650
g/10 minutos, o soro descartado e o sedimento ressuspenso em meio ISCOVE’S e entdo
adicionado as culturas de DCs na propor¢do 3:1 (parasita:célula) por 24 horas em estufa a 37°C,
5% COa,. Para avaliar o nimero de células, de parasitas e a porcentagem de infec¢do as laminulas
de tais culturas foram coradas por Giemsa, como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos,

e avaliados em microscopia Optica.

3.10.5 Bloqueio de receptores de manose-fucose das DCs utilizando manana.

O receptor do tipo lectina manose-fucose presente nos macréfagos foi avaliado em relagao
a sua importancia na entrada do parasita nas DCs. Para tanto, foram realizados ensaios utilizando
manana soldvel de S. cerevisiae. Os ensaios foram baseados nos protocolos de Cantos et al
(1993), Colmenares et al (2002) e Campos et al. (2006). No dia 7 de cultura, as DCs foram
tratadas com 5, 100 e 750 pug/ml de manana soldvel (diluida em PBS) durante 30 minutos a 37°C.
Em seguida, foi feita a infec¢do com amastigotas retirados de lesdes de camundongos BALB/c e
C3H/nude durante 2,5 horas e 24 horas. Para avaliar o nimero de células, de parasitas e a
porcentagem de infec¢@o as laminulas de tais culturas foram coradas por Giemsa, como descrito

no subitem 3.2 de Materiais e Métodos, e avaliados em microscopia Optica.
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3.10.6 Tratamento dos amastigotas de L. amazonensis com heparina.

Amastigotas retirados de lesdes de camundongos BALB/c foram pré-tratados com
heparina a 10 pg/ml (10° amastigotas/500 ul da heparina). Apés a incubacio dos parasitas com
heparina por 20 minutos em gelo, estes foram lavados 2 vezes com meio de cultura (10 minutos a
650 g), adicionados a monocamada de DCs na propor¢ao 3:1 (parasita:célula) e as culturas
incubadas por 2,5 horas e 24 horas (LOVE et al., 1993). Para avaliar o nimero de células, de

parasitas e a porcentagem de infec¢do as laminulas de tais culturas foram coradas por Giemsa,

como descrito no subitem 3.2 de Materiais e Métodos, e avaliados em microscopia Optica.

3.11 Analise estatistica.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata (com cerca de 600 células contadas
em microscopio Optico) e repetidos no minimo duas vezes para garantir a reprodutibilidade. As
médias e desvios padrio foram comparados pelo teste 7-Student para duas amostras
independentes utilizando o programa Microcal Origin 6,0 para Windows. Os valores foram

considerados estatisticamente diferentes quando p foi < 0,01 e em alguns casos quando p < 0,05.
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4.1 O modelo experimental para o estudo da hipoxia.
A primeira parte de apresentacdo dos resultados envolve a avaliacdo dos efeitos da

hip6xia in vitro em DCs infectadas com L. amazonensis.

4.1.1 Padronizacao do cultivo de DCs humanas a partir de monécitos do sangue periférico.
Para se estabelecer um protocolo de obtencdo e cultivo de DCs humanas em nosso
laboratério foram testadas algumas condi¢cdes de cultivo baseadas em dados da literatura
(BENDER et al., 1996; KODAIRA et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; MAROVICH et al.,
2000; NAIR et al., 1998; PICKL et al., 1996;). As condic¢des testadas estdo descritas na Tabela 1
e os resultados apresentados na Figura 1. De acordo com a Tabela 1, as células foram cultivadas
com GM-CSF e IL-4 recombinantes em diferentes propor¢des durante 7 ou 10 dias (condigdes 1,
2 e 3). Nas condigdes 4 e 5, o uso dos sobrenadantes das linhagens H28 e 5637 foi alternado com
as proteinas recombinantes. Na condicao 6, utilizou-se apenas os sobrenandantes como fonte das
citocinas IL4 e GM-CSF a fim de verificar se as células H28 e 5637 poderiam ser fonte
alternativa das citocinas. As porcentagens de células “DC-like” representam a populacido de
células presente na cultura com morfologia caracteristica de DCs, analisadas sob microscopia
optica (Figura 1). Pode-se observar que, as condicdes 4, 5 e 6, as quais envolvem uso dos
sobrenadantes de H28 e 5637, ndo foram eficientes na diferenciacdo dos mondcitos. Ja as
condicoes 1, 2 e 3 foram eficientes neste processo de diferenciagdo, sendo a condi¢dao 1 (250
ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh) a mais eficiente durante um periodo de 7 dias (70% das
células em cultura apresentaram morfologia condizente a DCs). Vale salientar que mondcitos
cultivados durante 7 dias sem a adicdo de qualquer citocina ou sobrenadante das culturas
celulares citadas diferenciaram-se em macréfagos. Na Figura 2 observamos as projecdes finas e

longas da membrana citoplasmadtica, caracteristica da qual surgiu o termo célula “dendritica”.
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Para confirmar que estas células eram DCs, foi realizada uma imunofenotipagem das células

obtidas sob a condi¢do 1.

Tabela 1 - Condig¢des de cultivo de mondcitos do sangue periférico humano para diferenciacdo

em células dendriticas. A cultura foi feita utilizando-se meio ISCOVE’S com 10% de soro fetal

bovino.
Condigoes Dias de cultura
1. 250 ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh 7
2.250 ng/ml IL4 rh + 50 ng/ml GM-CSF rh 10
3.500 ng/ml IL4 rh + 1000 ng/ml GM-CSF rh 7
4. Sobrenadante de H28 (IL-4) (250 ul) + 50 ng/ml GM-CSF rh 7
5. Sobrenadante de 5637 (GM-CSF) (250 ul) + 250 ng/ml IL4 rh 7

6. Sobrenadante de H28 (250 ul) + Sobrenadante de 5637 (250 pl) 7
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Figura 1. Porcentagem de células “DC-like”” obtidas apés cultivo de monécitos humanos.
Cerca de 0,5 x 10° células/ml cultivadas nas condi¢des descritas na Tabela 1 foram analisadas
quanto a morfologia sob microscopia dptica e definidas como “DC-like”. Os nimeros referentes
as condigdes de cultura citadas sdo semelhantes aquelas da Tabela 1. Os valores representam a

porcentagem média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).
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Figura 2. Fotomicrografia de DCs humanas. As DCs foram obtidas a partir de mondcitos do

sangue periférico humano e cultivadas durante 7 dias em estufa incubadora (37°C, 21% O,, 5%
CO,) em meio ISCOVE’S suplementado com 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh. No
dia 7 de cultura as laminulas contendo as culturas foram coradas por Giemsa e analisadas em

microscépio 6ptico. Aumentos de 1000x (A, B, C) e 200x (D).
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4.1.2 Imunofenotipagem das culturas de DCs e macréfagos humanos através de citometria
de fluxo.

Para confirmar a presenga de DCs em culturas cultivadas durante 7 dias na presenga de 50
ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de 1L4 rh foi realizada imunofenotipagem por citometria de
fluxo para um grupo pré-determinado de marcadores de superficie celular (anti-HLA-DR, anti-
CD40, anti-CD80, anti-CD123, anti-CD&86, anti-CD83, anti-CD1a, anti-CD1 1c, anti-CD14, anti-
CD3, anti-CD19, anti-CD16, anti-CD56). Os resultados obtidos, apresentados na Figura 3, foram
avaliados quanto a porcentagem de células positivas para os marcadores de superficie e expressos
em forma de nimero (porcentagem) e histogramas. Nas andlises, o anticorpo anti HLA-DR foi
marcado com PerCP e os demais com PE ou FITC. Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE,
IgG2a+PerCP e IgG1+FITC, mostrados nos histogramas em cinza. Observamos que as células
sdo positivas para HLA-DR (93%), CD80 (60%), CD86 (51%), CD83 (1,3%), CDIl1c (46%),
CD123 (3,1%) e CDla (56%) e negativas para CD3, CDI14, CD19, CD56, CD16 e CD40,
indicando auséncia de linfécitos B, linfécitos T, mondcitos e células NK. Diante destes
resultados, nos certificamos de que as células cultivadas sob a condi¢do 1 da Tabela 1 (50 ng/ml
de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh) desenvolveram perfil de DCs e ndo sdao macréfagos
humanos.

Paralelamente, foi realizada também a imunofenotipagem de culturas de macréfagos
humanos. A andlise confirmou a presenca de macréfagos, sendo positivos para HLA-DR (99%),

CD14 (92%), CD11c (97%) e CD25 (15%) e negativos para CD3, CD19 e CD56.
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Figura 3. Caracterizacao fenotipica de DCs cultivadas na presenca de 250 ng de IL4 rh e 50
ng de GM-CSF rh. As células cultivadas durante 7 dias na presenca das citocinas
recombinantes, foram colhidas e analisadas por citometria de fluxo. As células foram marcadas
com um painel de anticorpos: anti-HLA-DR, anti-CD40, anti-CD80, anti-CD123, anti-CD86,
anti-CD83, anti-CD1a, anti-CD11c¢c, anti-CD14, anti-CD3, anti-CD19, anti-CD16, anti-CD56. Os
isotipos controles sdo mostrados em cinza. Os resultados sdo de um experimento representativo.
A abscissa representa a intensidade de fluorescéncia (escala logjp) e a ordenada o respectivo

ndmero de células.
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4.1.3 Infeccao de DCs e macréfagos humanos com L. amazonensis.

Ap6s selecao do protocolo de obtengdo e cultivo das DCs (condig¢do 1: 50 ng/ml de GM-
CSF th e 250 ng/ml de IL4 th durante 7 dias), avaliou-se o curso de infec¢do das DCs com
amastigotas retirados das lesdes de camundongos infectados BALB/c na propor¢ao 3:1
(parasita:célula) durante diferentes tempos e promastigotas em fase estaciondria na propor¢ao
10:1 (parasita:célula) opsonizados ou ndo com 5% de soro normal humano. A infec¢do com
amastigotas retirados de C3H/nude serdo descritas em item separado (subitem 4.3 de Resultados).

Na Figura 4A estdo apresentadas as porcentagens de DCs infectadas com amastigotas,
retirados de BALB/c, durante os periodos de 2,5, 24, 48 e 72 horas e na Figura 4B, o nimero de
amastigotas por DC infectada. Noés observamos que amastigotas infectaram as DCs
eficientemente apos 2,5 horas (60% de DCs infectadas e 4,5 amastigotas/DC), 24 horas (67% de
DCs infectadas e 5,1 amastigotas/DC), 48 horas (69% de DCs infectadas e 6 amastigotas/DC) e
72 horas (63% de DCs infectadas e 5,8 amastigotas/DC). Dados do periodo de 96 horas foram
excluidos, pois a porcentagem de infec¢@o caiu e as culturas estavam deterioradas. As DCs ndo
sobreviveram apds este periodo porque nestas culturas ndo ocorreu troca de meio e nem adicao de
meio fresco e/ou citocinas. Concluimos entdo, que as DCs sdo capazes de manter a infecc¢do
durante periodos de até 72 horas e optamos como tempo de infeccdo padrdao o periodo de 24

horas.
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Figura 4. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis. Células cultivadas
segundo a condi¢do 1 (50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh, em estufa incubadora a
37°C, 21% O,, 5% CO,) foram infectadas com amastigotas (3 parasitas: 1 célula) retirados de
lesdes de camundongos BALB/c, durante periodos de 2,5 horas, 24 horas, 48 horas e 72 horas.
Ap6s estes periodos, as laminulas foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em
microscopio 6ptico. A) porcentagem de DCs infectadas e B) nimero de amastigotas por DC

infectada. Os dados representam a média * desvio padriao de 3 experimentos independentes.
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Nas Figuras 5A e 5B, estdo representados os dados de infeccio de DCs com
promastigotas (fase estaciondria) de L. amazonensis. A infeccdo foi realizada durante um periodo
de 24 horas. Os promastigotas infectaram cerca de 30% das DCs com uma média de 3,5
promastigotas/DC infectada. Quando os promastigotas passaram por uma opsoniza¢do prévia
com 5% de soro normal humano, a porcentagem de DCs infectadas aumentou para 40%. De
acordo com estes resultados, concluimos que as formas amastigotas foram mais infectantes que
as formas promastigotas, sendo as primeiras escolhidas para os experimentos seguintes. A Figura

6 apresenta as DCs infectadas com os amastigotas localizados no vacuolo parasitéforo da célula.
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Figura 5. Infeccio de DCs humanas com promastigotas de L. amazonensis. Células
cultivadas segundo a condi¢ao 1 (50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh, em estufa
incubadora a 37°C, 21% O,, 5% CQO,) foram infectadas com promastigotas opsonizados (pro ops)
ou ndo (pro) com soro normal humano na propor¢do 10:1 (parasita:célula). Apés 24 horas as
laminulas foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscopio Optico. A)
porcentagem de DCs infectadas e B) nimero de amastigotas por DC infectada. Os dados

representam a média & desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).
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Figura 6. Fotomicrografia de DCs humanas infectadas com amastigotas de L. amazonensis.
DCs foram obtidas a partir de mondcitos do sangue periférico humano e cultivadas durante 7 dias
em estufa incubadora (37°C, 21% O,, 5% CO,) em meio ISCOVE’S suplementado com 50 ng/ml
de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL4 rh. A e B: no dia 7 de cultura, as células foram infectadas
durante 24 horas com amastigotas. As laminulas com as DCs aderidas foram depois coradas por

Giemsa e analisadas em microscopio 6ptico. Aumentos de 1000x (A e B).
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4.1.4 Avaliacao dos efeitos da hipoxia na infeccio de DCs humanas com amastigotas de L.
amazonensis.

Com o objetivo de avaliar o efeito do microambiente hipéxico na infec¢ao de DCs com L.
amazonensis, as células foram infectadas durante 24 horas em ambiente hipéxico (6% de O;) ou
normoéxico (21% de O,). Foram avaliados trés protocolos de infec¢do com L. amazonensis em
DCs humanas em hipdxia, baseados nos trabalhos ja publicados pelo grupo (COLHONE et al.,
2004; DEGROSSOLI et al., 2004): condi¢do I) hipéxia de 24 horas seguida de infec¢do durante
24 horas em norméxia; condigdo II) infeccao de 24 horas em hipdxia e condigdo III) hipdxia de
24 horas seguida de infec¢do durante 24 horas também em hipdxia. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 7. Observou-se que as porcentagens de infeccdo das DCs mantidas em
hipéxia segundo as condigdes II e III foram significativamente menores (cerca de 48% e 43%,
respectivamente) quando comparado a porcentagem de infec¢do de DCs mantidas em ambiente
norméxico (cerca de 70%). Houve assim uma reducdo das células infectadas de
aproximadamente 22% e 27%, respectivamente, quando as DCs foram mantidas em hipdxia
(Figura 7A). Quanto ao nimero de amastigotas, também se observou uma reducao nas culturas de
DCs infectadas em hipéxia (4,2 e 5,6 amastigotas por DC infectada em ambiente hipdxico e
normoxico, respectivamente) (Figura 7B). Estes resultados sugerem que DCs pré-expostas
durante 24 horas a hip6xia e em seguida infectadas durante 24 horas em hipdxia reduzem a
porcentagem de infec¢do e devem destruir os amastigotas intracelulares de L. amazonensis.
Também se observou que as condi¢des II e III apresentaram resultados similares, sendo que a
condicdo II deve se aproximar mais das condi¢des observadas em uma situagdo in vivo, isto €,
somente apos a infec¢@o o individuo desenvolvera lesdes que levardo a hipoxia tercidual e assim

suas células entrardo em contato com o ambiente de baixa oxigenagdo. Diante destes resultados e
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dados ja obtidos pelo grupo (COLHONE et al., 2004; DEGROSSOLI et al., 2004), a condigdo II

foi escolhida para o desenvolvimento dos demais experimentos que utilizardo hipdxia.
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Figura 7. Efeito de um periodo de hipoxia de 24 horas em DCs humanas infectadas com
amastigotas de L. amazonensis. As DCs (0,5 x lOé/ml) foram infectadas com amastigotas na
propor¢do de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em ambiente hipéxico ou norméxico segundo as
condicdes testadas. Condi¢do I: hipoxia de 24 horas seguida de infeccdo durante 24 horas em
normoéxia; condicdo II: infec¢do de 24 horas em hipdxia e condi¢do III: hipéxia de 24 horas
seguida de infec¢do durante 24 horas também em hipdxia. A porcentagem de células infectadas
foi determinada em laminulas coradas com Giemsa. Os nimeros referentes as condigdes de

cultura citadas sdao semelhantes aquelas descritas no subitem 4.1.4 de Resultados. A)
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porcentagem de DCs infectadas e B) nimero de amastigotas por DC infectada. Os dados

representam a média * o desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).

Tendo sido a condi¢do II a escolhida para os experimentos seguintes, avaliamos se a
diminui¢do na infec¢do estava relacionada com a diminui¢do da entrada do parasita nas DCs. As
Figuras 8A e 8B mostram que ap6s um curto periodo de infec¢do (2,5 horas) em hipdxia, a
porcentagem de células infectadas é praticamente igual (cerca de 59%) a condi¢do de normdxia
(cerca de 60%), ou seja, os parasitas conseguiram penetrar nas células normalmente. Concluimos
entdo que a hipoxia ndo afeta a entrada do parasita nas DCs mas deve exercer algum efeito nas

células parasitadas.
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Figura 8. Efeito de um periodo de hip6xia de 2,5 horas em DCs humanas infectadas com
amastigotas de L. amazonensis. As DCs (0,5 x 106/m1) foram infectadas com amastigotas na
propor¢do de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em ambiente hipéxico ou normoéxico durante 2,5
horas. A porcentagem de células infectadas foi determinada em laminulas coradas com Giemsa.
A) porcentagem de DCs infectadas e B) nimero de amastigotas por DC infectada. Os dados

representam a média * o desvio padrio de 3 experimentos independentes (p<0,01).
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4.1.5 Avaliacdo dos efeitos ativadores de LPS e IFN-y na infeccao de DCs com amastigotas
de L. amazonensis em condicoes normoxicas e hipoxicas.

Sabe-se que LPS e IFN-y ativam macréfagos e conseqiientemente diminuem a infec¢ao
destas células por amastigotas de L. amazonensis tanto em condigdes normdxicas quanto
hipéxicas, como ja publicado pelo grupo (COLHONE et al., 2004). N6s também analisamos a
infeccdo de DCs humanas previamente ativadas com LPS e IFN-y e expostas ou ndo a hipoxia.
Para tal ativagdo foram utilizados protocolos previamente descritos na literatura (McDOWELL et
al., 2002; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998) e testadas as seguintes condicdes:
variagdo no tempo de ativacdo e na concentracdo de IFN-y. Os resultados obtidos estdo
apresentados nas Figuras 9 e 10. Na Figura 9 estdo apresentados os resultados com diferentes
tempos de ativacdo de culturas de DCs. Estas variagdes de tempo (ativacdo prévia de 24 horas, 8
horas ou ativacdo junto com a adicdo do parasita) foram realizadas somente em condigdes
normoxicas utilizando LPS a 100 ng/ml e IFN-y a 10 ng/ml. Como pode ser visto na Figura 9A,
no periodo de 24 horas de ativacdo, a porcentagem de infec¢do das DCs foi reduzida (cerca de
30%). O nimero de amastigotas por DC infectada, no entanto, diminuiu nos periodos testados
quando comparados ao controle (células ndo ativadas) (Figura 9B).

Outros experimentos utilizando um periodo de 24 horas de ativagdo com LPS e IFN-y,
ambos na concentracdo de 100 ng/ml (MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998) foram
realizadas nas condi¢des de hipéxia e norméxia. Os resultados estdo apresentados na Figura 10.
DCs previamente ativadas com LPS (100 ng/ml) e IFN-y (100 ng/ml) durante 24 horas sdo
capazes de reduzir a porcentagem de infec¢do em ambiente norméxico (reducdo de cerca de
32%) (Figura 10A). A exposicdo das culturas ao microambiente hipéxico também levou a

reduc@o da porcentagem de infeccdo das DCs (cerca de 30%), mas a hipéxia ndo foi capaz de
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potencializar o efeito leishmanicida observado nas DCs ativadas (Figura 10A). Observamos que
DCs ativadas com LPS e IFN-y em hipdxia reduzem a porcentagem de células infectadas tdo
efetivamente quanto DCs ativadas com LPS e IFN-y em norméxia. Em relacio ao nimero de
amastigotas por célula infectada observou-se que DCs sob condicdes hipdxicas mostraram
significativa diminui¢do no ndmero de parasitas por célula quando comparado as culturas de DCs
sob condi¢des normoxicas (Figura 10B). Pode-se observar ainda que o nimero de parasitas por
célula é semelhante em DCs ativadas com LPS e IFN-y e ndo ativadas em hipoxia (Figura 10B).
Concluimos que a hipéxia ndo potencializa o efeito dos ativadores LPS e IFN-y em DCs

infectadas com o parasita.
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Figura 9. Ativacdo de DCs humanas com LPS e IFN-y infectadas com amastigotas de L.
amazonensis em ambiente norméxico. As DCs (5x10°/ml) foram tratadas ou ndo (s/ativacdo)
com IFN-y (10 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) durante 24 horas (24h), 8 horas (8h) ou no momento da
infeccdo (Oh). Em seguida, as culturas foram infectadas com amastigotas na proporciao de 3:1
(parasita:célula) e mantidas em normdxia por 24 horas. A porcentagem de células infectadas foi
determinada em laminulas coradas por Giemsa. A) porcentagem de DCs infectadas e B) nimero
de amastigotas por DC infectada. Os valores representam a média * desvio padrio de 3

experimentos independentes (*p<0,01).
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Figura 10. Ativacdo de células DCs com LPS e IFN-y, infectadas com amastigotas de L.
amazonensis em ambiente normoéxico e hipoxico. As DCs (5 x 10°/ml) foram tratadas com
IFN-y (100 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) durante 24 horas (ativ) ou mantidas sem estimulo (ctr).
Ap6s este periodo, as culturas foram infectadas com amastigotas na proporcio de 3:1
(parasita:célula) e mantidas em norméxia ou hipéxia durante 24 horas. A porcentagem de células
infectadas foi determinada em laminulas coradas por Giemsa. A) porcentagem de DCs infectadas
e B) nimero de amastigotas por DC infectada. Os valores representam a media * desvio padrao

de 3 experimentos independentes (*p<0,01).
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4.1.6 Analise da viabilidade de DCs humanas em condicoes hipdxicas.

Considerando que o nimero de DCs infectadas foi reduzido em hipéxia (Figura 7 e Figura
10), avaliamos se este fendmeno devia-se a alteracdes na viabilidade das DCs sob hipdxia, e sem
nenhum efeito do microambiente nos mecanismos leishmanicidas das DCs. Para isso, utilizou-se
o ensaio do MTT para analisar a viabilidade das DCs mantidas em norméxia ou hipdxia. Foi
utilizado como controle DCs cultivadas em norméxia e mortas por peréxido de hidrogénio
(H20,). A Figura 11 apresenta os resultados em forma de densidade Optica das culturas; quanto
menor a densidade Optica, menor o nimero de células vidveis. Nestes experimentos nao se
observou diferencga significativa na viabilidade das células cultivadas em norméxia ou hipdxia
durante 24 horas (condicdo II), indicando que as DCs ndo sofrem efeitos toxicos relacionados a

baixa concentracao de oxigénio testada.
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Figura 11. Efeito da hipéxia na viabilidade das DCs humanas. As DCs (3 x 10*/poco) foram
submetidas a hipéxia ou norméxia durante 24 horas. A viabilidade foi avaliada pelo teste do
MTT. O controle representa DCs que sofreram ac@o oxidativa prévia de H,O, (60 mM) durante
24 horas. Os valores representam a média + o desvio padrao de 3 experimentos independentes

(*p<0,01).
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4.1.7 Imunofenotipagem das culturas de DCs em condicoes hipoxicas.

Estes testes foram realizados com o objetivo de avaliar se DCs cultivadas sob hipdxia
sofrem mudangas fenotipicas. Nestas andlises foram utilizados os fluorocromos PerCP para HLA
e PE ou FITC para os demais marcadores. Os isotipos utilizados foram IgG2a+PE, IgG2a+PerCP
e IgG1+FITC, mostrados nos histogramas em cinza claro (Figura 12). Os marcadores de
superficie escolhidos para a imunofenotipagem das DCs foram HLA-DR, CD80, CD86, CD83,
CDla, CDll1c, CD40, CD14, CD56, CD16, CD3, CD19. As imunofenotipagens foram realizadas
com DCs mantidas em hip6xia (6% de O, por 24 horas) tendo como controle as células mantidas
em normoéxia (21% de O,) e os resultados estdo apresentados através de histogramas sobrepostos
(Figura 12). Novamente pudemos observar que as DCs (cultivadas em normoéxia) sdo positivas
para HLA, CD80, CD86, CD83, CDl1c e CDla e negativas para CD3, CDI14, CD19, CD56,
CD16 e CD40, conforme ja demonstrado na Figura 3.

Para uma melhor visualizacio e comparacdo dos resultados obtidos em normédxia e
hipdxia, estes foram apresentados também através da porcentagem de células positivas para cada
marcador, onde os nimeros representam a porcentagem média de trés imunofenotipagens
representativas em condi¢des hipdxicas e norméxicas (Tabela 2). Os resultados mostram que as
culturas que passaram pela condi¢do de hipdxia apresentaram alteragdes em relagdo a alguns
marcadores. N6s observamos uma redugdo na intensidade de fluorescéncia das moléculas co-
estimulatérias CD80 e CD86 nas culturas submetidas a hipdéxia (Figura 12). A Tabela 2 mostra
uma reducdo nos niveis de expressdo celular de cerca de 26% e 51% para CD80 e CDS6,
respectivamente. A hipdxia também afetou os niveis de expressio da molécula CDla. Uma
reducdo significativa de 17% (Tabela 2) pode ser observada também no histograma da Figura 12.
Diante destes resultados, pudemos concluir que a hipdxia altera a expressdo dos seguintes

marcadores de superficie celular: CD80, CD86 e CD]a.
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Figura 12. Analise fenotipica de DCs cultivadas sob condicoes norméxicas e hipdxicas. As
células foram cultivadas por 7 dias na presenga de GM-CSF e IL4 quando entdo foram expostas
ao microambiente hipoxico (6% O,) ou normoéxico (21% O,) por 24 horas; em seguida foram
colhidas e analisadas por citometria de fluxo. As células foram marcadas com um painel de
anticorpos descritos no subitem 3.3 de Materiais e Métodos. Nos histogramas estdo apresentados
os isotipos controles (cinza claro) e os marcadores de superficie em DCs mantidas em normoéxia
(negrito) e expostas a hipdxia (cinza escuro). “Lineage” refere-se aos anticorpos anti-CD3, anti-
C19, anti-CD16 e anti-CD56. Resultados de um experimento representativo. A abscissa
representa a intensidade de fluorescéncia (escala logjo) e a ordenada o respectivo nimero de

células.
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Tabela 2 - Comparaciao dos valores obtidos nas imunofenotipagens das DCs por citometria de
fluxo. Os ndmeros correspondem as porcentagens médias de células positivas para cada marcador
mencionado. As células foram cultivadas por 7 dias na presenca de GM-CSF e IL4 e entdo foram
expostas ao microambiente hipéxico (6% O, durante 24 horas) ou norméxico (21% O,). Estdo

apresentadas as médias de 3 experimentos representativos de 5 realizados (*p<0,05).

Valores em porcentagem (%)
Ac anti normoxia hipéxia
HLA 93 91
CD80 50 37*
CD86 64 31*
CDS83 1,7 2,0
CDla 56 46%*
CDll1c 63 61
CD123 3 33
CD14 0,6 1,1
CD40 0,3 04
Lineage (CD3, CD16, CD19, CD56) 0,9 1,1
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4.1.8 Avaliaciao da producio de IL.-12 pelas culturas de DCs humanas.

Virios estudos t€m documentado que DCs humanas e murinas sdo capazes de produzir
IL-12. Sabe-se também que a producdo desta citocina pelas DCs é maior na presenca de
estimulos como LPS, IFN-y, CD40L e parasitas intracelulares (SARTORI et al., 1997; VON
STEBUT et al., 1998). Além desses fatores/estimulos, a produgdo de IL-12 pelas DCs murinas
pode também ser modulada pela tensdo de oxigénio local MURATA et al., 2002).

Inicialmente avaliamos se as DCs humanas cultivadas de acordo com nosso protocolo
seriam capazes de produzir IL-12 p70, a molécula bioativa de IL-12. Nossas andlises por ELISA
nao detectaram produc¢do de IL-12 p70 tanto em norméxia como em hipdxia (Figura 13). Nao
descartamos a possibilidade de producdo abaixo dos niveis de detec¢dao do kit utilizado (7,8
pg/ml). Em seguida, investigamos se as culturas de DCs humanas produziriam IL-12 diante de
estimulo com LPS e IFN-y (item 3.5 de Materiais e Métodos). Na Figura 13 observa-se producao
de IL-12 em norméxia e um aumento significativo desta quando as culturas foram submetidas a
hipéxia.

De acordo com os dados da Figura 13, somente a presenca do parasita nao foi suficiente
para a producdo de niveis detectdveis de IL-12 em microambiente hipéxico ou norméxico. No
entanto, quando as culturas infectadas foram previamente estimuladas com LPS e IFN-y, ocorreu
producdo de IL-12 p70. Tal producdo foi maior do que em culturas ndo infectadas apenas
estimuladas com LPS e IFN-y. Nesta situacdo ativagdo/infecc¢do, a hipéxia diminuiu o nivel de
IL-12 produzido quando comparado a situagdo ativacdo/infec¢do em norméxia. Estes resultados

sugerem que a hipdxia influencia a produgdo de IL-12 diante da ativagado e infec¢do das DCs.
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Figura 13. Producao de IL-12p70 por DCs humanas em norméxia e hipéoxia. As DCs (5 x
10°/ml) foram tratadas com IFN-y (100 ng/ml) e LPS (100 ng/ml) (LPS+IFN) durante 24 horas
ou mantidas sem estimulo (controle). Apds este periodo, as culturas foram infectadas ou ndo com
amastigotas de L. amazonensis (L. amazon) na propor¢ao de 3:1 (parasita:célula) e mantidas em
norméxia ou hipoxia durante 24 horas. Apds este periodo o sobrenandante das culturas foi
colhido e IL-12 p70 foi quantificada através de ELISA. Resultados de uma andlise representativa

em triplicata de 4 realizadas. Comparacio realizada entre norméxia vs hipoxia (¥p<0,01).
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4.2 Avaliacdo dos efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L.
amazonensis e mantidas sob as condicoes de hipéxia ou normoxia.

Nesta segunda parte do nosso trabalho estdo apresentados os resultados da avaliagdo dos
efeitos das drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L. amazonensis e mantidas
sob condig¢des de hipdxia ou normoxia.

As principais drogas utilizadas no tratamento da leishmaniose cutdnea, mucocutanea e
visceral sd@o os antimoniais pentavalentes, os antibidticos como a Anfotericina B e mais
recentemente, o Miltefosine, inicilamente descrito como droga anticancer. Os alvos dessas drogas
sd0 os amastigotas intracelulares que se dividem e sobrevivem em células do sistema fagocitario
(CROFT & COOMBS, 2003). Nao ha dados na literatura mostrando os efeitos dessas drogas
leishmanicidas sobre DCs e Leishmania. Além disso, alguns trabalhos mostraram que baixas
tensdes de O, podem afetar a eficicia de drogas antitumorais (KOCH et al., 2003; YUN et al.,
2004). Avaliamos, entdo, o efeito das drogas Anfotericina B, Glucantime (antimoniato de
meglumina) e Miltefosine em amastigotas intracelulares de L. amazonensis em DCs sob
condicdes de normoéxia ou hipdxia. Os resultados obtidos sdo apresentados como indice de
infeccdo (ver subitem 3.8 de Materiais e Métodos). O tratamento durante 48 horas com as
diferentes drogas em ambiente normdxico resultou em um efeito leishmanicida dose-dependente
(Figura 14). A sensibilidade as drogas foi baseada na inibi¢ao do crescimento do parasita dentro
da célula e na porcentagem de células infectadas, resultando em indices de infeccio menores
quanto maior a dose utilizada de cada droga. A Anfotericina B foi téxica para os amastigotas de
L. amazonensis nas concentragdes de 0,015 pg/ml, 0,15 pg/ml e 0,3 pg/ml em normdxia e nao
apresentou acdo leishmanicida em hipéxia (Figura 14A). O Glucantime foi téxico para

Leishmania nas concentracdes de 1,5 pug/ml, 5 pg/ml e 25 pug/ml em normoéxia e em hipdxia
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somente a concentracdo de 25 pg/ml apresentou acdo leishmanicida (Figura 14B). O Miltefosine
foi toxico para o parasita nas concentragdes de 0,5 uM, 1,5 uM e 5 uM, tanto em normoéxia como
em hipéxia (Figura 14C).

Baseado nos gréficos de dose-resposta das drogas, a ICsy de cada composto pdde ser
determinada pela andlise de regressdo através do programa Probit (subitem 3.8 de Materiais e
Métodos). Os resultados sdo expressos em microgramas por mililitro ou em micromolar de 1
experimento representativo (Tabela 3). O tratamento com as diferentes drogas resultou em uma
inibicdo da proliferacdo de amastigotas internalizados pelas DCs em norméxia com ICsy de 0,05
pg/ml para Anfotericina B, 0,69 pg/ml para Glucantime e 0,83 uM para Miltefosine. Sob
condicdes hipdxicas, a droga Glucantime foi menos efetiva, a ICsp aumentou para 10,87 pg/ml
quando comparada ao valor obtido em norméxia (0,69 pg/ml). No caso do Miltefosine, a hipxia
potencializou sua a¢do diminuindo sua ICsy para 0,69 UM quando comparada ao valor obtido em
normoéxia (0,83 wg/ml). Como a hipdxia anulou a a¢do de Anfotericina B, sua ICsy nesta condi¢ao
ndo pode ser calculada.

As doses escolhidas para nossos experimentos foram baseadas em trabalhos de Santa-Rita
et al. (2004), Escobar et al. (2002) e Callahan et al. (1997). Alguns ajustes foram necessarios ja
que existem diferengas na sensibilidade das espécies de Leishmania e entre as células utilizadas
(CALLAHAN et al., 1997; ESCOBAR et al., 2002). As concentrac¢des de 0,3 pg/ml, 25 pg/ml e 5
UM de Anfotericina B, Antiménio e Miltefosine, respectivamente, ndo causaram danos as DCs,
como avaliado pelo teste de MTT (Figura 15). A Figura 15 apresenta os resultados expressos
através de densidade Optica, sendo que quanto menor a densidade Optica, menor o nimero de
células vidveis. Foi utilizado como controle positivo, DCs cultivadas em norméxia e tratadas com

H,0,. Observou-se que nao hd diferenga significativa na viabilidade das células cultivadas em
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norméxia ou hipdxia durante 48 horas na presenca das drogas em concentracdes onde se
observou efeito para o parasita e aparentemente nenhum efeito téxico nas células (0,3 pg/ml, 25
pg/ml e 5 uM de Anfotericina B, Antimonio e Miltefosine, respectivamente). Assim, valores
mais altos destas drogas, foram rejeitados para os ensaios de infeccao.

Nossos resultados com Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine aplicados a culturas de
DCs humanas infectadas com L. amazonensis sdo inéditos e contribuem para estudos sobre
interacdo droga/parasita tanto in vitro como in vivo e para o desenvolvimento de terapias mais

potentes e alternativas para a leishmaniose.
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Figura 14. Efeitos de drogas leishmanicidas em DCs humanas infectadas com L.
amazonensis e mantidas sob as condicoes de hipéxia e norméxia. As DCs (0,5 x 10%ml)
foram infectadas com amastigotas na propor¢ao 3:1 (parasita:célula) por 24 horas. Apds este
periodo as culturas foram lavadas e submetidas a hip6xia ou norméxia durante 48 horas na
presenca de Anfotericina B, antimoniato de meglumina (Glucantime) e Miltefosine ou apenas
meio de cultura (concentracdo zero). Os resultados de um experimento representativo de 4
realizados estdo apresentados. Comparacido entre tratado vs ndo tratado em normoéxia (*) e

hipéxia (**) (p<0,01).

Tabela 3 — Sensibilidade de amastigotas de L. amazonensis internalizados por DCs humanas aos
agentes leishmanicidas em norméxia e em hipdxia. Estdo apresentados os valores de uma andlise

representativa das ICsos das drogas apds 48 horas em cultura de DCs infectadas.

ICs*
normoéxia hipéxia
Anfotericina B (ug/ml) 0,05 —
Glucantime” (pg/ml) 0,69 10,87
Miltefosine (WM) 0,83 0,69

* ensaio descrito no subitem 3.8 de Materiais e Métodos.
® valores de antimoniato de meglumina.

“ndo foi observado efeito de Anfotericina B em hipdxia.
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Figura 15. Efeito de Anfotericina B, Glucantime (antimonio) e Miltefosine em DCs
humanas sob condicdes de norméxia e hipéxia. As DCs (3 x 10*/poco) foram submetidas 2
hipéxia ou normoéxia durante 48 horas na presenga de 0,3 pg/ml de Anfotericina B, 25 pug/ml de
antimoniato de meglumina (Glucantime) e 5 uM de Miltefosine ou apenas meio de cultura (s/
droga). A viabilidade foi avaliada pelo teste do MTT. O controle positivo representa DCs
previamente incubadas com 60 mM de H,0O,. Os valores representam a média de um experimento

representativo realizado em triplicata £ o desvio padrdo (*p<0,01).
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4.3 Interacao Leishmania-DC.

Nesta terceira e dltima parte de nosso trabalho estdo apresentados os resultados sobre a
andlise do processo de infec¢do, ou seja, avaliamos os ligantes necessdrios para a infeccdo in
vitro de DCs humanas por amastigotas de L. amazonensis. Artigo com estes dados foi aceito para
publicagdo no periddico Experimental Parasitology (ver Anexo). Para este estudo foram
utilizados amastigotas retirados de lesdes de camundongos C3H/nude. Parasitas originados destas

lesdes apresentam-se pouco opsonizados (PRINA et al., 2004).

4.3.1 Infeccao de fagocitos por amastigotas de L. amazonensis.

Para avaliarmos se a entrada de amastigotas em DCs estd relacionada a opsonizagdo desta
forma parasitdria, foram realizados experimentos com amastigotas de C3H/nude (ndo apresentam
anticorpos em sua superficie) comparando-se com amastigotas de BALB/c (naturalmente
opsonizados) (TERABE, 1999). Observamos que amastigotas de BALB/c sdo mais infectantes
(Figura 16). Dados semelhantes, isto €, maior infectividade de amastigotas de BALB/c também
foram observados em macréfagos humanos, macréfagos peritoniais murinos e linhagem J774
(aproximadamente 30%, 54% e 14% de redugdo na infeccdo quando usados amastigotas nude,
respectivamente) (Figura 16).

Avaliamos também se diferentes tipos de opsonizagdo alteram a infectividade dos
amastigotas testados frente a DCs e macréfagos humanos. Na Figura 17A, estdo apresentados os
dados comparativos de infeccdo de DCs e macréfagos humanos com amastigotas retirados de
lesdes de camundongos C3H/ nude que foram ou ndo opsonizados com soro imune murino
(SIM), soro normal humano (SNH) e soro de paciente com leishmaniose (SIH). A Figura 17B

apresenta o nimero de parasitas por célula infectada. Nés concluimos que a opsonizagdo com
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soro humano, tanto SHN quanto SIH, foi bastante efetiva para aumentar a entrada de amastigotas

nude tanto em DCs como em macréfagos humanos.
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Figura 16. Infeccio de DCs humanas e macroéfagos de diferentes linhagens celulares com

amastigotas de L. amazonensis. As DCs humanas (DCs), macréfagos humanos (MOh),

macréfagos peritoniais (MOp) e macréfagos J774 (J774) foram infectados na proporcao 3:1

(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora com amastigotas retirados de lesdes de

camundongos BALB/c (Am B/c) ou de C3H/nude (Am nude). Apds 24 horas de incubagdo, as

laminulas contendo as células foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscopio

optico. Os dados representam a média de 3 experimentos representativos * o desvio padrio

(*p<0,01).
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Figura 17. Infeccao de DCs e macréfagos humanos com amastigotas de L. amazonensis
retirados de camundongos C3H/nude. As células foram infectadas na propor¢do 3:1
(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora. Os amastigotas foram ou ndo (Am nude)
opsonizados previamente com soro de camundongo infectado com L. amazonensis (SIM), soro
normal humano (SNH) e soro de paciente com leishmaniose (SIH). Apds a incubagdo, as
laminulas contendo as células foram lavadas, coradas por Giemsa e analisadas em microscopio
optico. Como controle, foi realizada infec¢do com amastigotas retirados de BALB/c (Am B/c).
A) porcentagem de células infectadas e B) nimero de amastigotas por célula infectada. Os dados

representam a média * o desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).
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4.3.2 Opsonizacao dos amastigotas de L. amazonensis com soros humanos.

De acordo com as reagdes de imunofluorescéncia utilizando 1dminas com amastigotas de
C3H/nude (Am nude), foram determinados os titulos de anticorpos dos soros (1:10 para o soro
normal humano e 1:80000 para o soro de paciente com leishmaniose). Na Figura 18, estdo
apresentados os dados comparativos de infec¢do das DCs com amastigotas retirados de lesdes de
camundongos C3H/nude que foram ou ndo opsonizados com SNH, SNH inativado, SNH
depletado de anticorpos (Ac), SNH inativado e depletado de Ac, SIH, SIH inativado, SIH
depletado de Ac e SIH inativado e depletado de Ac. N6s concluimos que a opsonizacdo com soro
humano normal ou infectado, foi efetiva para aumentar a entrada de amastigotas “nude” nas DCs.
Resultados semelhantes foram obtidos com diferentes soros humanos normais e de outros
pacientes com leishmaniose (dados ndo mostrados). Observamos que a inativagdo do soro e/ou
deplecdo de anticorpos, diminuem a entrada do parasita na célula (cerca de 25%). Entretanto,
quando se retira simultaneamente complemento e anticorpos, a diminui¢do na porcentagem de
infecgdo € significativa (reducio de cerca de 42%) (Figura 18). Assim, a retirada de um ou outro
componente provocou redu¢do ndo significativa da porcentagem de infeccdo das células. O
nimero de amastigotas por DC infectada foi menor que o controle (Am nude) apenas com SIH

inativado e depletado (dados nao mostrados).
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Figura 18. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos C3H/nude. As DCs foram infectadas na propor¢do 3:1 (parasita:célula) durante
24 horas em estufa incubadora. Os amastigotas nude foram ou ndo (Am nude) opsonizados
previamente com soro normal humano (SNH) e soro infectado humano (SIH), SNH inativado
(ASNH), SNH sem anticorpos (adsSNH), SNH inativado e sem anticorpos (A/adsSNH, SIH
inativado (ASIH), SIH sem anticorpos (adsSIH) e SIH inativado e sem anticorpos (A/adsSIH).
ApO6s a incubagdo, as laminula foram coradas por Giemsa e analisadas em microscépio 6ptico. O

SNH foi diluido 1:10 e o SIH 1: 80.000. Os dados representam a média + desvio padrdo de 3

experimentos representativos (*p<0,01).
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4.3.3 Bloqueio de receptores de manose-fucose das DCs utilizando manana.

Considerando que as DCs apresentam receptores do tipo lectina na superficie celular e
que estes estdo envolvidos com a entrada de amastigotas de Leishmania na célula hospedeira
(COLMENARES et al., 2002), foram realizados ensaios com manana solivel de Saccharomyces
cerevisiae. O objetivo foi avaliar se ocorre bloqueio de receptores de manose-fucose
supostamente envolvidos na entrada do parasita na DCs humanas e conseqiiente reducido na
porcentagem de infec¢do destas células. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Figura 19 e
20. Inicialmente analisamos a infec¢cdo por 24 horas das DCs previamente tratadas com manana,
como apresentados na Figura 19. Como pode ser visto, ndo houve alteracdo na porcentagem de
infeccdo das DCs tanto com amastigotas retirados de camundongos BALB/c quanto com
amastigotas “nude”, independente da dose utilizada da manana (Figura 19A). Também nao foi
verificada nenhuma alteracio no ndmero de amastigotas por célula infectada (Figura 19B).
Baseados nos protocolos e resultados de Campos et al. (2006) e Colmenares et al. (2002) com
macréfagos, o tempo de infecgdo das DCs foi reduzido de 24 para 2,5 horas de infec¢do e a
concentracdo de manana usada foi de 750 pg/ml. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 20. Pode-se observar uma reducdo significativa (diminui¢do de cerca de 50%) na
porcentagem de infeccdo das DCs tratadas com manana e infectadas com amastigotas retirados de
camundongos BALB/c (Figura 20A). Porém, ndo houve alteragdo na porcentagem de infecc¢ao
das DCs tratadas quando utilizamos amastigotas “nude”. O nimero de amastigotas por célula
infectada ndo se alterou em nenhuma das situacdes, sugerindo que o tratamento com manana nao
afetou a capacidade de multiplicacdo dos amastigotas que conseguiram ser internalizados pelas

DCs (Figura 20B).
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Diante destes resultados, investigamos se os receptores de manose-fucose seriam
utilizados para a entrada de formas promastigotas do parasita, forma menos opsonizada que os
amastigotas retirados da lesdo e semelhantes aos amastigotas “nude”. As culturas foram tratadas
com 750 pg/ml de manana e infectadas com promastigotas em fase estaciondria durante 24 horas.
Na Figura 21A, observamos diminuicdo da porcentagem de DCs infectadas (cerca de 26%),
indicando que a manana bloqueou os receptores de manose-fucose reduzindo a entrada do
parasita. Houve também reducdo do nimero de parasitas intracelulares, reflexo da fagocitose
retardada pela manana (Figura 21B).

Estes dados indicam que as formas promastigotas de L. amazonensis utilizam os

receptores de manose-fucose para invadirem DCs humanas.
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Figura 19. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos BALB/c e C3H/nude. As culturas foram pré-tratadas com 5, 100 ou 750 pg/ml de
manana durante 30 minutos e em seguida as células foram infectadas na proporcio 3:1
(parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora. Apds a incubagdo, as laminulas foram
coradas por Giemsa e analisadas em microscopio Optico. Culturas ndo tratadas com manana
foram utilizadas como controle (ctr). A) porcentagem de DCs infectadas e B) nimero de
amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média * desvio padrdo de 3 experimentos

independentes (*p<0,01).
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Figura 20. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos BALB/c e C3H/nude. As culturas foram pré-tratadas com 750 pug/ml de manana
durante 30 minutos e em seguida as células foram infectadas na propor¢do 3:1 (parasita:célula)
durante 2,5 horas em estufa incubadora. Apds a incubagdo, as laminulas foram coradas por
Giemsa e analisadas em microscépio Optico. Culturas ndo tratadas com manana foram utilizadas
como controle (ctr). A) porcentagem de DCs infectadas e B) ndmero de amastigotas por DC
infectada. Os dados representam a média + desvio padrdo de 3 experimentos independentes

(*p<0,01).
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Figura 21. Infeccio de DCs humanas com promastigotas de L. amazonensis. As culturas

foram pré-tratadas com 750 pg/ml de manana (man) durante 30 minutos e em seguida as células

foram infectadas na propor¢cdo 10:1 (parasita:célula) durante 24 horas em estufa incubadora.

ApO6s a incubagdo, as laminulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscépio optico.

Culturas ndo tratadas com manana foram utilizadas como controle (ctr). A) porcentagem de DCs

infectadas e B) nimero de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média * desvio

padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).
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4.3.4 Tratamento dos amastigotas de L. amazonensis com heparina.

Trabalhos de Love et al (1993) e Peters et al (1995), indicam que amastigotas de
Leishmania sdo capazes de se ligar em heparina, o que afetaria a sua ligacdo nas células
fagocitdrias no momento da co-cultura. Assim, analisamos infec¢des por periodos de 2,5 horas e
24 horas com amastigotas tratados com heparina, isolados de camundongos BALB/c e C3H/nude
(Figuras 22 e 23, respectivamente). Na Figura 22 A, observamos reducio significativa de 65% na
porcentagem de infec¢do das DCs quando os amastigotas de BALB/c foram tratados com 100
pg/ml de heparina durante 24 horas, resultado semelhante ao obtido com o tempo de infeccio de
2,5 horas. Uma diminuicdo foi observada no nimero de amastigotas por célula infectada no
periodo de 24 horas, inexistente no periodo de 2,5 horas, sugerindo que € necessario um periodo
maior de infecc@o para se observar o reflexo do bloqueio na fagocitose (Figura 22B).

Baseados nos dados obtidos com amastigotas de BALB/c, nds investigamos se
amastigotas “nude” teriam atividade “ligadora” de heparina que facilitariam sua entrada na célula
hospedeira (LOVE et al., 1993). Uma reducdo significativa de 50% na porcentagem de DCs
infectadas foi observada quando os amastigotas “nude” foram pré-tratados com 100 pg/ml de
heparina (Figura 23A). Como visto com os amastigotas de BALB/c, apenas no periodo de 24
horas de infec¢do observamos redugdo significativa também no nimero de amastigotas por DC

infectada (Figura 23B).
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Figura 22. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos BALB/c. Os amastigotas foram pré-tratados com heparina (100 pg/ml) e
adicionados a monocamada de DCs na proporcdo 3:1 (parasita:célula) durante 2,5 e 24 horas.
ApO6s a incubagdo, as laminulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscépio optico.
Como controle, foram utilizados amastigotas ndo tratados com heparina (ctr). A) porcentagem de
DCs infectadas e B) niimero de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média +

desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).



85

100
90 +
80 -
70 A
60 -
50 )
40 - O heparina
30 A
20 -
10 A

Octr

HH

HH

Hi
*

porcentagem de DCs infectadas

2,5h 24h

Octr

O heparina

N
|
Hi

[\
|
Hi

n° de amastigotas/DC infectada

I

2,5h 24h

Figura 23. Infeccdo de DCs humanas com amastigotas de L. amazonensis retirados de
camundongos C3H/nude. Os amastigotas “nude” foram pré-tratados com heparina (100 pg/ml)
e adicionados a monocamada de DCs na proporcdo 3:1 (parasita:célula) durante 2,5 e 24 horas.
ApO6s a incubagdo, as laminulas foram coradas por Giemsa e analisadas em microscépio optico.
Como controle, foram utilizados amastigotas ndo tratados com heparina (ctr). A) porcentagem de
DCs infectadas e B) niimero de amastigotas por DC infectada. Os dados representam a média +

desvio padrdo de 3 experimentos independentes (*p<0,01).



86

DISCUSSAO



87

As DCs sao elementos chaves do sistema imune funcionando como células apresentadoras
de antigenos profissionais para linfocitos T, tanto in vivo como in vitro (BRANDONISIO et al.,
2004). A habilidade das DCs de agirem como apresentadoras profissionais na indu¢do da resposta
de linfécitos T a uma variedade de antigenos pode ser atribuida a sua capacidade de expressar
altos niveis de moléculas co-estimulatorias e/ou acessdrias. Recentemente, t€m se dado énfase ao
estudo deste tipo celular, principalmente no contexto das infec¢des. DCs ativadas podem produzir
IL-12 regulando a resposta imune celular, um processo critico para conter infeccdes por
patégenos intracelulares como € o caso da Leishmania (AW ASTHI et al., 2004; BRANDONISIO
etal., 2004).

O estado redox da célula mostrou ser um importante mediador da comunicagido bi-
direcional DC-célula T (GOTH et al., 2006), a qual envolve moléculas de superficie como CDS80,
CD86 e HLA. Trabalhos como o de Qu et al. (2005) mostraram que a hip6xia pode afetar o
processo de maturag@o e a capacidade migratéria das DCs humanas. Lahat et al. (2003) também
verificaram que a hipéxia reduzia a expressdo de CD80 em mondcitos humanos e estimulava a

producdo de TNF-o pelos mesmos. Além disso, a tensdo de O, ambiente ou a concentracdo de

moléculas redutoras no meio de cultura pode influenciar a secrecio de citocinas como INF-y e
IL-12 (MURATA et al., 2002) e aumentar a expressdo de FCR1 (NOVAK et al., 2002) pelas
DCs. Mais recentemente, Goth et al. (2006) descreveram um protocolo no qual DCs derivadas da
medula dssea murina cultivadas em ambiente com 5% de oxigénio geraram significantemente
mais DCs imaturas e maduras do que as condi¢des convencionais usando oxigénio ambiente
(21% de O,). Estes dados sugerem que a hipdxia pode afetar o fendtipo e fungdes celulares e

conseqiientemente a resposta inflamatéria. Assim, neste trabalho analisamos os efeitos da hipdxia
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na resisténcia/susceptibilidade de DCs humanas a L. amazonensis e também a interacdo

DCl/parasita.

5.1 As culturas de DCs humanas.

As DCs podem ser isoladas a partir de culturas de sangue periférico humano e conduzidas
na presenca das citocinas IL-4 e GM-CSF para estudos de DCs humanas (BENDER et al., 1996;
KODAIRA et al., 2000; MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002; NAIR et al., 1998;
PICKL et al., 1996; SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994). Em nosso trabalho, foram
avaliados alguns protocolos de obtengdo de DCs humanas a partir de mondcitos do sangue
periférico obtido de individuos sadios. Dentre os protocolos avaliados (Tabela 1), o cultivo dos
mondcitos sanguineos com 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 ng/ml de IL-4 rh durante 7 dias, sem
troca de meio de cultura e/ou adi¢do das citocinas, foi o que se mostrou mais eficiente na
diferenciacdo dos mondcitos com 70% das células em cultura apresentando morfologia
condizente a DCs humanas (Figuras 1 e 2). As condi¢cdes que empregaram os sobrenadantes das
culturas H28 e 5637 como fonte alternativa de IL-4 e GM-CSF, respectivamente (Tabela 1), ndo
foram eficientes no processo de diferenciacdo (Figura 1). As linhagens humanas H28 e 5637
produzem e secretam IL-4 e GM-CSF, respectivamente (QUENTMEIER et al.,, 1997;
SEVERINSON et al., 1987). As razdes para a baixa diferenciacdo em DCs nas culturas com estes
sobrenadantes ndo sdo conhecidas, mas podemos supor uma baixa produ¢do ou concentracao das
citocinas nos sobrenadantes das culturas dessas linhagens celulares. Quanto a estabilidade das
culturas de DCs cultivadas com IL-4 e GM-CSF recombinantes, esta diminui ap6s 10 dias de
cultivo, visto que a expressao dos principais marcadores de superficie celular para DCs (HLA,

CD80, CD86, CD1a, CD83) decaiu significativamente nestas células (dados ndo mostrados).
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A andlise fenotipica das DCs obtidas de acordo com a condi¢do 1 (250 ng/ml de IL-4 e 50
ng/ml de GM-CSF) mostraram perfil comprobatério deste tipo celular (Figura 3). As células
expressaram altos niveis de moléculas de HLA-DR (93%) bem como de moléculas acessorias
como CD80 (60%), CD86 (51%) e CDla (56%). A imunofenotipagem também indicou auséncia
de células como linf6citos, mondcitos e células NK, avaliada pela baixa porcentagem dos
marcadores CD14, CD3, CD19 e CD54. O marcador CD83, especifico da linhagem de DCs, teve
uma expressao baixissima (1,3%). Dados da literatura indicam que DCs humanas cultivadas a
partir de mondcitos do sangue periférico na presenga de GM-CSF e IL-4 por 6 a 7 dias podem ser
consideradas DCs imaturas (ROMANI et al., 1996). Embora elas tenham adquirido niveis
relativamente altos de HLA e de moléculas co-estimulatérias e de adesdo elas ainda apresentam
baixa expressao de marcadores da diferenciagdo final, como a molécula CD83 (BENDER et al.,
1996; ROMANTI et al., 1996). A maioria dos protocolos de obten¢do de DCs humanas disponiveis
na literatura envolve a troca de meio de cultura e das citocinas GM-CSF e IL-4 recombinantes a
cada dois dias (BENDER et al., 1996; MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002;
ROMANI et al., 1996; ZHOU & TEDDER, 1996). Outros protocolos utilizam plasma humano ao
invés de soro fetal bovino como suplemento do meio de cultura (BENDER et al., 1996). Roy et
al. (2004) verificaram ainda que somente a presenca de IL-4, sem o envolvimento de GM-CSF
enddgeno, foi capaz de induzir a diferenciagio dos mondcitos em DCs CD83". No entanto, a
expressao de CDla (cerca de 10%) foi menor quando comparada com culturas suplementadas
com IL-4 e GM-CSF (53% das células expressando CD1a), um resultado que se assemelha aos
nossos dados apresentados na Figura 3. Nossos resultados (Figura 3 e Tabela 1) também foram
semelhantes aqueles nos quais as DCs foram obtidas mediante troca de meio ao longo do periodo

de cultura. Segundo o trabalho de Marovich et al. (2000), as culturas em que as citocinas eram
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adicionadas em dias intercalados, as DCs foram rotineiramente positivas para HLA (95%), CD80
(20%) e CD1a (90%).

Sendo assim, o protocolo escolhido e padronizado neste trabalho, para obtencao de DCs
humanas, gerou células com fendtipo, morfologia e capacidade infectiva caracteristicos de DC.
Além de eficiente, o protocolo pode ser considerado pratico e menos dispendioso para obtengao

das DCs humanas a partir de mondcitos do sangue periférico.

5.2 A infec¢ao das DCs humanas com L. amazonensis.

As DCs apresentam capacidade fagocitica e macropinocitica desenvolvida
(BRANDONISIO et al., 2004). Padronizado o método de obtenc¢do das DCs, as culturas foram
infectadas com amastigotas e promastigotas de L. amazonensis. As DCs fagocitaram ambas as
formas do parasita (Figuras 4 e 5). A média de infeccdo das DCs humanas foi em torno de 60-
70% para amastigotas, com a média de 5-6 parasitas por célula infectada (Figura 4). As culturas
de DCs sdo capazes de manter a infecc¢do por até 72 horas. A Figura 6 ilustrou DCs humanas com
as formas amastigotas de L. amazonensis localizados no vacuolo parasitéforo da célula. Muitas
das células infectadas contém mais de um parasita, e a maioria destas formas estdo localizadas
perifericamente dentro da célula. As 96 horas, as DCs foram perdendo a viabilidade. Bender et al.
(1996) também observaram deterioracdo semelhante de DCs humanas cultivadas por mais de 10
dias sem adicdo ou troca de meio fresco e/ou citocinas. Assim, a razdo pela qual ndo
conseguimos avaliar a infec¢@o neste periodo deve-se a morte de DCs.

As infeccoes de DCs com formas promastigotas obtidas de culturas em fase estaciondria
apresentaram porcentagem de infeccdo em torno de 30% com uma média de 3,5 parasitas por
célula, e no caso de parasitas opsonizados com soro normal humano a infec¢do subiu para 40%

com média de 5 parasitas por célula infectada, mostrando que a opsonizacdo com anticorpos
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presentes normalmente no soro facilita a fagocitose (Figura 5). Estes dados sdo semelhantes
aqueles obtidos com macréfagos humanos em que amastigotas também sdao mais infectivos que

promastigotas (ALBUQUERQUE, 2005).

5.3 A exposicao das DCs ao microambiente hipéxico.

Considerando que, nossos dados demonstraram que mondcitos do sangue periférico
cultivados na presenca de 50 ng/ml de GM-CSF rh e 250 g/ml de IL-4 rth durante 7 dias
desenvolveram morfologia de células dendriticas (“DC-like”) e expressaram marcadores de
superficie preferencialmente expressos em DCs e que estas células apresentaram capacidade
infectiva para ambos os estdgios de L. amazonensis (promastigotas e amastigotas), investigamos
entdo os efeitos da hipdxia na resisténcia/suscetibilidade de DCs humanas a L. amazonensis.

Nas leishmanioses cutineas causadas por L. braziliensis ou por L. amazonensis, a
inflamacdo ativa (migragcdo de células mononucleares), a destruicdo tecidual (induzida por células
inflamatérias), as infec¢des secunddrias e as tentativas de reparo tecidual ocorrem
simultaneamente e tem caracteristicas que levam a hipdxia tecidual (ARRAIS-SILVA et al.,
2005; GIORGIO et al., 1998; WEIGLE & SARAVIA, 1996). Sob a condi¢cdo de hipdxia
escolhida (infec¢do de 24 horas em hipdxia), fornecemos evidéncias de que as culturas de DCs
expostas a hipéxia e infectadas com L. amazonensis t€m reducdo na porcentagem de células
infectadas (Figura 7A) e no ndimero de parasitas intracelulares (Figura 7B). Dentre as condicdes
de hipdxia testadas (Figura 7), as condigdes Il e III apresentaram efeitos similares na infeccio das
células, isto €, reducao de 22% e 27% da infec¢do, respectivamente. Mas a condicao II (infec¢ao
de 24 horas em hipdxia) € a que deve se aproximar mais da situagao in vivo, isto €, somente apOs
a infeccdo o individuo desenvolvera lesdes que levardo a uma hip6xia tecidual com suas células

entrando em contato com ambientes de baixa oxigenagao.
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Na literatura, informagdes relacionadas aos efeitos da hipdéxia na infec¢io de DCs por
microrganismos ndo estdo disponiveis ou sdo insuficientes para comparagdo com os resultados
obtidos. Recentemente, Colhone et al. (2004) forneceram as primeiras evidéncias de que a
hipéxia (6% O,) poderia alterar a suscetibilidade de macréfagos a infec¢do por L. amazonensis.
De fato, macréfagos de diferentes linhagens expostos a hipdxia e infectados com L. amazonensis
mostraram reducdo na porcentagem de células infectadas. Os autores também mostraram que
macréfagos e parasitas, isoladamente ndo perdem a viabilidade em hip6xia (COLHONE et al.,
2004). Degrossoli et al. (2004) também mostraram que macréfagos primarios murinos e linhagem
J774 expostos a hipoxia foram eficientemente infectados com L. amazonensis, mas apds 24 horas
em hipdxia ocorreu reducdo na porcentagem de células infectadas e no nimero de parasitas
intracelulares, indicando que a hipdxia induziu macréfagos a matarem os parasitas. Os
mecanismos leishmanicidas dos macréfagos em hipdxia ndo sdo conhecidos. Em nossos estudos,
mostramos que a reduc@o nas porcentagens de infec¢ao ndo € devido ao fato de que o parasita ndo
penetra nas DCs em microambiente hipéxico. A Figura 8 confirmou que a infec¢do ocorreu de
forma eficiente e apds 2,5 horas de infec¢ao em hipdxia a porcentagem de infecg¢ao era igual a de
normoéxia (59% x 70%, respectivamente) sugerindo que os parasitas conseguiram penetrar nas
células igualmente em normodxia e hipéxia. Concluimos entdo que a hipdxia ndo afeta a entrada
do parasita na DC o que sugere que a hipdxia estd exercendo algum efeito nas DCs. Uma série de
experimentos foram realizados com o objetivo de estudar os mecanismos leishmanicidas de DCs
em hipoxia: a possivel ativagdo e sinergia com LPS + IFN-y e a producdo de IL-12.

Sabe-se que mondcitos do sangue periférico ddo origem a DCs imaturas apds cultura de 7
dias com GM-CSF e IL-4. Estas células imaturas tornam-se maduras apds estimulacio com

componentes microbianos como o LPS, citocinas como TNF-a, IL1 e IFN-y ou ainda induzido
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pela ligacdo de receptores como o CD40 (ROY et al., 2004). LPS e IFN-y também ativam
macréfagos que conseqiientemente tém a infecg@o reduzida com amastigotas de L. amazonensis,
tanto em condi¢des normdxicas quanto hipdxicas, como ja publicado pelo grupo (COLHONE et
al., 2004). Assim, avaliamos a capacidade de ativacdo das DCs com LPS e IFN-vy frente infec¢ao
com amastigotas de em hipdxia e normoéxia. Inicialmente foi feita uma padroniza¢do do tempo de
ativacdo como descrito no subitem 3.5 de Materiais e Métodos. A Figura 9 mostrou que apenas
24 horas de ativagdo prévia foi capaz de reduzir a porcentagem de infeccdo das DCs com
amastigotas em cerca de 70% (controle) para 47%. O mesmo periodo de ativacdo ja havia sido
selecionado pelo grupo para experimentos com linhagens de macréfagos (COLHONE et al.,
2004; DEGROSSOLI et al., 2004). Passamos a testar uma concentragdo de 100 ng/ml de IFN-y
baseado em trabalhos ja publicados com DCs humanas (MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al.,
1998) e a utilizar também culturas ativadas e expostas a0 microambiente hipdxico.

Células dendriticas previamente ativadas com LPS (100 ng/ml) e INF-y (100 ng/ml)
durante 24 horas sdo capazes de reduzir a porcentagem de infec¢do em ambiente normoéxico (de
70% para 49%) (Figura 10) assim como DCs expostas a hipoxia (de 70% para 48%). Sabendo
que as duas condig¢des, ativagao celular e exposi¢ao a hipdxia, diminuiriam a infec¢ao das DCs,
investigamos se a aplicacdo concomitante destas duas condi¢cdes geraria um efeito sinergistico,
potencializando a capacidade leishmanicida observada em DCs ativadas em norméxia. A Figura
10A mostrou que a hipéxia ndo foi capaz de potencializar o efeito leishmanicida observado em
DCs nido ativadas e submetidas a hipéxia. Observamos que DCs ativadas com LPS e INF-y em
hipdxia reduzem a porcentagem de células infectadas tdo efetivamente quanto DCs ativadas com
LPS e INF-y em normoéxia. Nossos resultados condizem com os resultados ja obtidos pelo nosso

grupo com linhagens de macréfagos tumorais U937 e macréfagos peritoniais murinos
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(COLHONE et al., 2004). No presente, ndo podemos explicar o porqué deste efeito ndo
sinergistico, mas sugerimos que os parasitas intracelulares apresentam mecanismos de defesa
contra a célula hospedeira; mesmo quando ativados, com LPS + INF-y ou hipdxia, parte destes
parasitas resiste e sobrevive.

Nos precisdvamos avaliar se a reducdo na infec¢do observada durante a hipdxia nao
estaria relacionada a uma menor viabilidade das DCs, o que explicaria a baixa porcentagem de
infeccdo, e para este fim utilizamos o teste de MTT. Segundo Mosmann (1983), através deste
teste € possivel diferenciar células vivas de células mortas sendo de ampla aplicabilidade para
medidas de sobrevivéncia e proliferacdo de vdrios tipos celulares via atividade mitocondrial
encontrada apenas nas células vivas. Em nossos experimentos (Figura 11) observamos que as
DCs nao apresentaram diferencgas significativas na viabilidade quando cultivadas em ambiente
hipéxico e norméxico.

Dado que as culturas de DCs expostas a hipdxia permaneceram vidveis, avaliamos
também o seu perfil fenotipico. Assim, para analisarmos os efeitos da hipdxia no fendtipo e,
portanto, no processo de maturagdo das DCs, as células foram cultivadas sob condi¢des hipdxicas
ou normoxicas. De acordo com os dados da Figura 12 e Tabela 2 as DCs expostas ao
microambiente hipéxico apresentaram mudangas fenotipicas. Algumas moléculas como HLA e
CD83, indicadores de maturacdo, ndo sofreram alteragdes. Além disso, a exposi¢do ao
microambiente hipdxico levou a redu¢@o nos niveis de expressao dos marcadores CD80 e CD86
(segundo a Tabela 2: 50% vs 37% e 64% vs 31%, respectivamente). Nas andlises pudemos
observar também reducdo da expressao de CDIla, molécula envolvida na apresentacdo de
antigenos lipidicos pelas DCs (56% vs 46%). Goth et al. (2006) mostraram que DCs murinas

cultivadas em 5% de O, expressavam mais MHC classe 1I do que DCs cultivadas a 20% de O..
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Além disso, eles ndo observaram diferencas na expressiao de CD80 e CD86 entre as culturas
cultivadas em 5% ou 20% de O,. Segundo Qu et al. (2005), a hipéxia de 1% de O, (o periodo de
hipéxia utilizado ndo foi mencionado no artigo) levou a reducdo dos niveis de HLA e um
aumento moderado nos niveis de CD83 nas culturas de DCs humanas, nao havendo alteragdes
para marcadores como o CD80 e CD86. Comparando nossos dados com os de Qu et al. (2005),
podemos sugerir que as diferengas observadas podem estar relacionadas ao grau de hipéxia (1%
de O3 no trabalho de Qu et al. e 6% de O, neste trabalho) e a possivel diferengca nos tempos de
incubagdo em hipéxia (ndo citado por QU et al., e 24 horas neste trabalho). Outros trabalhos
indicam queda nos niveis de expressdo de CD80 em mondcitos humanos apds exposi¢do a 0,3%
de O, por 24 horas (LAHAT et al., 2003).

Como pode ser observado, nossos resultados sdo tnicos dentro das condi¢des testadas
(6% de O, por 24 horas) e sugerem que a hipdxia, como fator microambiental, pode modular o

fenétipo das DCs.

5.4 Producao de IL-12 pelas DCs humanas.

Nos ultimos 10 anos, a citocina IL-12 t€m sido alvo de estudos dentro do campo da
imunidade mediada por células, ja que apresentam papel fundamental no desenvolvimento de
células Th1 conferindo resisténcia a infecgdes parasitdrias (OLIVEIRA et al., 2005; PARK et al.,
2002). Esta citocina tem papel importante na imunofisiologia da leishmaniose experimental e é
requerida para o desenvolvimento de imunidade protetora Thl. A IL-12 é uma citocina
heterodimérica composta por duas subunidades, a p35 e p40, as quais associadas formam a
molécula IL-12p70 ativa (OLIVEIRA et al., 2005). N6s investigamos primeiramente quais as
condicdes necessdrias para a producdo da molécula bioativa IL-12p70 pelas DCs derivadas de

mondcitos do sangue periférico. Nossos resultados sugerem que as DCs humanas necessitam de
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estimulos como LPS e IFN-y, para produzirem quantidades detectdveis de IL-12 (Figura 13). Este
fato corrobora com dados da literatura nos quais a producdo de IL-12 pelas DCs € dependente de
estimulos de maturagdo/ativagdo como LPS, IFN-y, e ligante de CD40 (CD40L) (CELLA et al.,
1996; MOSCA et al., 2000; SNIJDERS et al., 1998).

A literatura nos mostra que o modelo in vitro da interagdo DC/parasita pode ser adaptado
a qualquer espécie de Leishmania (MAROVICH et al., 2000; McDOWELL et al., 2002). De
acordo com a Figura 13, culturas de DCs infectadas ndo produziram IL-12p70 detectdvel pelo
método realizado (ELISA). No entanto, as culturas infectadas que receberam estimulos de
ativacdo (LPS e IFN-y) foram capazes de produzir a citocina. McDowell et al. (2002) mostraram
que DCs infectadas com L. major produziram IL-12p70 somente na presenga de LPS e IFN-y ou
CDA40L. Infeccdes de DCs com L. tropica ou L. donovani na presenca dos estimulos citados ndo
induziram secre¢do de IL-12. Henri et al. (2002) também observaram que DCs murinas
infectadas com L. major produziram pequenas quantidades de IL-12 comparado as quantidades
obtidas pelas culturas estimuladas com CpG, IFN-y e IL-4. Além disso, a adicdo de amastigotas
ao coquetel de CpG, IFN-y e IL-4, ndo teve efeito nos niveis de IL-12p70. Von Stebut et al.
(1998) ja haviam mostrado que a liberagao de IL-12p70 induzida por L. major pelas DCs murinas
requer a presenca de IFN-y e periodos prolongados de incubagdo (72 horas). Marovich et al.
(2000) verificaram também que tanto as formas amastigotas quanto as promastigotas de L. major
necessitam de co-estimulacdo para a producdo de IL-12 pelas DCs humanas. Resultados como
estes também foram observados por Sartori et al. (1997) com mondcitos humanos e
promastigotas de L. major. De modo geral, os nossos resultados e os dados da literatura sugerem
que tanto as formas amastigotas quanto promastigotas de certas espécies de Leishmania

pertencem ao grupo de patdégenos cuja habilidade em induzir IL-12 depende do ambiente de
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citocinas. Tais espécies podem ter habilidades intrinsecas na sua capacidade em induzir
elementos cruciais da resposta imune inata. Sendo assim, supomos que a produgdo de IL-12 pelas
DCs possa ser regulada de acordo com as condi¢des microambientais.

A hipéxia local é comum nas inflamagdes teciduais, podendo ocorrer numa variedade de
tecidos sendo um mecanismo de defesa do hospedeiro contra as infec¢des. Sugere-se entdo que o
ambiente hipoxico pode ajudar a modificar a resposta de macréfagos e DCs nos tecidos
inflamados, modulando suas fung¢des a fim de direcionar a resposta immune através do perfil de
citocinas produzido, especialmente IL-12 e IFN-y. Diante dos resultados obtidos em normoxia,
isto é, producgdo de IL-12 somente na presenca dos ativadores, avaliamos os efeitos da hipxia na
produgdo desta citocina pelas DCs. Nao detectamos producao de IL-12 pelas culturas de DCs
infectadas ou ndo com L. amazonensis em condicdes de hipoxia (6% de O, por 24 horas). Ja as
culturas ativadas com LPS e IFN-y produziram IL-12 p70 em hipéxia, inclusive, em quantidades
maiores quando comparado a norméxia (100 pg/ml em norméxia vs 1047 pg/ml em hipdxia).
Culturas ativadas e infectadas com L. amazonensis em hipoxia também produziram IL-12, porém,
a baixa tensdo de O; reduziu a quantidade de IL-12 produzida quando comparado a normoxia.
Até o presente, hd somente um trabalho na literatura avaliando a producdo de IL-12 pelas DCs
diante de baixas concentragdes de O, (MURATA et al., 2002). Murata et al. (2002) conseguiram
detectar IL-12 nos sobrenadantes de culturas de DCs murinas sem co-estimulagcdo, ou seja,
apenas com meio de cultura. Eles mostraram também que a hipdxia (1,5% de O;) aumentou a
producio de IL-12 e IFN-y pelas DCs murinas.

Apesar da inexisténcia de dados na literatura para comparagdo direta com nossos
resultados, concluimos que a condi¢cdo de hipdxia utilizada (6% de O,) aumenta a produgdo de

IL-12 bioativa por DCs humanas ativadas com LPS e IFN-vy, assim como observado por Murata
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et al. (2002) para DCs murinas, e que a adicdo de Leishmania a estas culturas ndo altera
significativamente os niveis de IL-12 produzidos (1047 + 152 pg/ml vs 1300 = 160 pg/ml). No
entanto, esta situacdo de ativagdo e infecc@o sob hipdxia produziu quantidades de IL-12p70
menores quando comparadas a norméxia (1300 pg/ml em hipéxia vs 2160 pg/ml em norméxia).
Pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na regulaciao da producdo de IL-12 pelas DCs sob
hipéxia (MURATA et al., 2002). Nossos resultados sugerem que a hipoxia deve ter um papel
critico como um co-fator na ativacdo de DCs em tecidos inflamados. A presenca de Leishmania
parece modular/regular negativamente a produgdo de IL-12 em hipé6xia, talvez refletindo um

mecanismo de controle por parte do parasita (BRANDONISIO et al., 2004).

5.5 Efeito de drogas leishmanicidas em DCs infectadas com L. amazonensis.

A leishmaniose humana estd distribuida no mundo todo, mas principalmente nas regides
dos trépicos e subtropicos com uma prevaléncia de doze milhdes de casos e uma incidéncia de
aproximadamente meio milhdo de casos de leishmaniose visceral e um milhdo e meio de casos de
leishmaniose cutanea (http:www.who.int/tdr/disease/leish/diseaseinfo.htm) (AWASTHI et al.,
2004). A resisténcia as drogas utilizadas tradicionalmente na terapia (antimoniais pentavalentes,
como o Glucantime), aliada aos efeitos colaterais destes compostos, fazem com que alternativas
ao tratamento sejam estudadas (MURRAY et al., 2005). No Brasil, o medicamento a base de
antimonio utilizado como primeira escolha na terapéutica da leishmaniose € o antimoniato de
metilglucamina, comercialmente disponivel como Glucantime (antimoniato de meglumina).
Além dos antimoniais, outras drogas t¢m sido empregadas no tratamento de diversas formas da
leishmaniose, entre as quais se destacam a pentamidina, Anfotericina B, paromicina e mais

recentemente, o Miltefosine (RATH et al., 2003).
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O antimoniato de metilglucamina é especialmente eficaz no tratamento de leishmaniose
cutanea, mucocutanea e visceral. Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos,
comecgaram a ocorrer falhas na terapia e conseqiiente aumento de formas resistentes do parasita
(RATH et al., 2003). Pouco se sabe sobre o mecanismo de a¢do desta droga e sugere-se que o
antimdnio pentavalente possa ser uma pré-droga, sendo convertido a forma letal trivalente dentro
do amastigota intracelular, interferindo no processo de B-oxidagdo de dcidos graxos e glicélise do
parasita, levando a deplecdo dos niveis de ATP intracelular (RATH et al., 2003). Além disso,
existe na forma amastigota uma metaloprotease zinco dependente, que poderia ser inativada se o
antimdénio substituisse o zinco nesta enzima, essencial para o desenvolvimento do parasita
(CROFT & COOMBS, 2003; RATH et al., 2003).

A Anfotericina B é um antibiético antifiingico derivado de uma cepa de Streptomyces
nodosus, sendo indicada para o tratamento da leishmaniose mucocutanea americana, embora nao
se considere firmaco de primeira escolha. Ela se complexa com esterdis da membrana celular,
tais como o ergosterol, causando poros os quais alteram o balan¢o de fons resultando em morte
celular (CROFT & COOMBS, 2003). A Anfotericina B pode ser incorporada em lipossomas
carregadores sendo absorvida pelo sistema reticulo endotelial onde o parasita reside, e € assim
pouco absorvida pelos rins, o maior 6rgao alvo de toxicidade da Anfotericina (RATH et al.,
2003).

O Miltefosine, inicialmente desenvolvido como droga anticAncer, mostrou ser ativo contra
Leishmania spp, in vivo e in vitro, ¢ at¢ o momento € o primeiro tratamento oral para a
leishmaniose visceral (RATH et al.,, 2003). A principal limitacdo do Miltefosine € sua
teratogenicidade, além disso, Miltefosine tem meia vida longa o que pode levar ao surgimento de

cepas resistentes como foi ja foi observado por Seifert et al. (2003) com L. donovani. O
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mecanismo especifico de acdo do Miltefosine dentro da Leishmania permanece incerto.
Alteragdes da biossintese de glicoproteinas e fosfolipideos, transducdo de sinais, homeostase de
célcio e danos na membrana flagelar tem sido relatados (PEREZ-VICTORIA et al., 2006).

Os alvos da quimioterapia sdo os amastigotas intracelulares que sobrevivem dentro da
célula hospedeira. Os amastigotas residem dentro dos vactolos parasitéforos, os quais se parecem
com lisossomos secunddrios com pH de 4,5 a 5,0. O ambiente 4cido influencia as estratégias dos
amastigotas em adquirir nutrientes e homeostase de fons. Estas estratégias poderiam mediar a
entrada da droga ou a saida dela, tendo um papel na determinag@o da suscetibilidade do parasita
ao quimioterdpico. Existem evidéncias também de que as espécies de Leishmania podem residir
em diferentes tipos celulares, como as DCs, e também tem adaptacdes que facilitam a
sobrevivéncia intracelular. Estas adaptacdes podem também ser levadas em consideragdo nas
diferencas vistas na suscetibilidade tornando necessdrio remodelamento dos modelos
laboratoriais utilizados para estudar a eficdcia de uma droga (CROFT & COOMBS, 2003).

O modelo de estudo escolhido, fagdcito-amastigota, ¢ o modelo mais amplamente
utilizado para testar drogas contra espécies de Leishmania e tem envolvido, além dos macréfagos
peritoneais murinos, os macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico humano
(CROFT et al., 2006). Este modelo permite mostrar variagdes da diferentes espécies/cepas na
sensibilidade as drogas. A atividade da droga ¢ medida através da contagem em microscopia
Optica da porcentagem de células infectadas ou o niimero de amastigotas intracelulares ou ainda
por métodos colorimétricos/fluorimétricos.

Nossos resultados mostraram que as 3 drogas testadas tém efeito semelhantes sobre
amastigotas intracelulares de L. amazonensis, isto €, os tratamentos das culturas infectadas por
48 horas a 21% de O, na presenca das drogas resultou num efeito leishmanicida dose-dependente

(Figura 14). A sensibilidade as drogas foi baseada na inibi¢ao do crescimento do parasita dentro
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da célula e na porcentagem de células infectadas, resultando em indices de infeccio menores
quanto maior a dose utilizada de cada droga. Com base nos graficos dose-resposta das drogas
(Figura 14), a sensibilidade dos amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi determinada
através da ICsy (Tabela 3). De acordo com a FDA (Food and Drug Administration) a 1Csg
representa a concentragdo de uma droga que é requerida para se observar 50% de inibicdo em
ensaios in vitro. De modo geral a L. amazonensis foi sensivel as drogas testadas no modelo DC
humana-Leishmania (Figura 14). Segundo a Tabela 3, a ICsy de Anfotericina B, Glucantime e
Miltefosine neste modelo foi de 0,05 pg/ml, 0,69 pug/ml e 0,83 UM, respectivamente, em
norméxia. Callahan et al. (1997) utilizando o modelo macréfago peritonial-L. mexicana
encontrou ICsp de 0,25 pug/ml e 29 pg/ml para Anfotericina B e Glucantime, respectivamente
durante 72 horas de tratamento. J4 Escobar et al. (2002), utilizando o modelo do macréfago
peritonial murino e o tratamento durante 72 horas, encontraram EDs, de 0,14 uM, 0,08 uM e 0,5
UM de Anfotericina B para L. mexicana, L. panamensis e L. tropica, respectivamente. O grupo
ainda determinou a EDsy para Miltefosine, 6,83 uM, 10,63 uM e 5,82 uM para L. mexicana, L.
panamensis € L. tropica, respectivamente. Azzouz et al. (2005) determinou uma EDsy de 17 uM
para Miltefosine durante 72 horas de tratamento no modelo macréfago J774 e L. donovani. Santa-
Rita et al. (2004) encontrou ICsy de 9 uM para Miltefosine em 3 dias de tratamento de culturas de
macrofagos peritoniais infectados com L. amazonensis. Como visto, a concentragdo ou dose de
cada droga onde se observa 50% de inibi¢ao da proliferacdo do parasita varia bastante e depende
principalmente da espécie de Leishmania em questdo, do modelo celular de estudo utilizado e do
tempo de tratamento. Mas baseado em nossos resultados e nos trabalhos citados, podemos

concluir que as culturas de DCs humanas sdo mais sensiveis as drogas que os macréfagos, dado
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que as ICsos encontradas para as drogas testadas foram baixas quando comparadas com a
literatura, mesmo considerando a espécie e o tempo de tratamento envolvido.

As drogas utilizadas neste estudo apresentam toxicidade conforme a dose utilizada (doses
maiores que 0,3 pg/ml de Anfotericina B, 25 pg/ml de Glucantime e 5 uM de Miltefosine). Para
nos certificarmos que nas doses usadas (Figura 14) a redu¢do da infec¢do das DCs ndo se devia
aos danos provocados pelas drogas e/ou hipdxia, usamos o teste de MTT. A Figura 15 apresenta
os resultados do ensaio, indicando que as culturas de DCs permanecem vidveis apds 48 horas de
tratamento com as drogas nas maiores concentracoes usadas na Figura 14, tanto em norméxia
como em hipdxia.

Sabe-se que a hipdxia pode afetar a acdo de drogas quimioterdpicas como a cisplatina e
mitomicina C, favorecendo a sobrevivéncia de tumores (KOCH et al., 2003). Sokol-Anderson et
al. (1986) mostraramm que a lise de protoplastos de Candida albicans pela Anfotericina B foi
marcadamente reduzida em baixas concentragdes de oxigé€nio. Assim, investigamos in vitro a
eficdcia de drogas leishmanicidas atualmente empregadas no tratamento da leishmaniose sob
condicdes de hipdxia e normoxia, isto €, se hd um impacto da hipdxia na eficdcia das drogas.
Como vimos na Figura 14, a hip6xia diminuiu bastante a eficicia da Anfotericina B e
Glucantime. Este fato foi confirmado pela ICsy encontrada sob condi¢des de hipdxia. No caso da
Anfotericina B, ndo observamos efeito leishmanicida em hipéxia. J4 no caso do Glucantime, a
ICsp aumentou de 0,69 pg/ml para 10,87 pg/ml, indicando que a hipéxia diminuiu
consideravelmente a eficdcia desta droga. No entanto, para Miltefosine, a condi¢do de hipdxia
diminuiu a ICsy para 0,69 uM, quando comparado a norméxia (0,83 uM). Neste caso a hipdxia
tem uma tendéncia de ndo alterar a acdo de Miltefosine ou até mesmo de potencializar sua a¢ao

(Figura 14).



103

Nosso estudo sugere que a hipdxia local, ou seja, no ambiente lesional, estaria diminuindo
a eficdcia de Anfotericina B e Glucantime. Entretanto, o composto recentemente utilizado na
leishmaniose, o Miltefosine, manteve sua acdo diante das baixas tensdes de O,. O presente dado
(Figura 14) permite-nos algumas sugestdes a respeito dos mecanismos envolvidos na resisténcia a
Anfotericina B e ao antimonio induzida por hip6xia. Considerando os diferentes modos de acdo —
por exemplo, para Anfotericina B, a alteracdo do balan¢o de fons e para o antimonio, a alteracdo
da B-oxidagdo de 4cidos graxos e glic6lise do parasita — assim mesmo a resisténcia dessas drogas
em hipoxia foi observada. Situagdes onde: substincias diferentes com modos de agdo ndo
relacionados e apresentando o mesmo comportamento sob hipdxia, leva-nos a sugerir que devem
existir mecanismos que conferem resisténcia aos parasitas sob condi¢des de hipdxia. No caso do
Miltefosine, onde a hipdxia ndo influenciou a a¢do leishmanicida do composto, pode-se sugerir

que estes mecanismos de resisténcia ndo atuaram.

5.6 Analise da interacao Leishmania-DC.

As DCs em seu estado imaturo apresentam capacidade de fagocitar e processar antigenos.
Assim como os macréfagos, as DCs podem servir como hospedeiras para a Leishmania, tendo
um papel decisivo na indug¢do da resposta imune T-dependente (PRINA et al., 2004). As
diferentes espécies de Leishmania podem subverter a funcdo efetora das DCs, e os receptores
envolvidos na interacdo Leishmania-DC estdo sendo pesquisados, como € o caso dos receptores
do tipo lectina (COLMENARES et al., 2002). Nosso objetivo foi avaliar as biomoléculas
importantes para a interag@o e entrada de L. amazonensis em DCs humanas. Para isso utilizamos
amastigotas retirados de lesdes de camundongos C3H/nude, que ndo apresentam anticorpos

ligados em sua superficie e, portanto sdo menos infectantes (PRINA et al., 2004).
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Para confirmar as informacdes sobre a baixa infectividade dos amastigotas “nude”
(PRINA et al.,, 2004), realizamos infeccdes de culturas de DCs e macréfagos humanos,
macréfagos peritoniais murinos e linhagem murina J774. A porcentagem de infecgdo para cada
tipo celular foi comparada na Figura 16. Todas as linhagens apresentaram uma baixa
porcentagem de infec¢do com amastigota “nude” quando comparadas as infecgdes com
amastigotas de BALB/c, dados semelhantes aos de Prina et al. (2004) com linhagens de DCs
murinas.

Em nossos estudos, as DCs e macréfagos humanos apresentaram baixa porcentagem de
infeccdo com amastigotas “nude” (21 e 36%, respectivamente) quando comparados com as
infeccdes realizadas com amastigotas de BALB/c (68 e 71%, respectivamente). Porém,
amastigotas “nude” opsonizados levaram a um aumento significativo da porcentagem de
infec¢do, chegando préximo a porcentagem atingida pelos amastigotas de BALB/c (Figura 17).
Além disso, este aumento na porcentagem de infeccdo seguiu uma certa logica referente a
procedéncia de cada soro utilizado: soro de paciente com leishmaniose foi mais efetivo para a
entrada do parasita na célula do que soros murinos infectados, o que era esperado ja que estamos
trabalhando com células humanas que expressam marcadores para moléculas humanas
(anticorpos, complemento, etc). Infecgdes como estas ainda nao tinham sido realizadas para DCs
e macréfagos humanos. Prina et al. (2004), infectaram DCs murinas com promastigotas e
amastigotas de BALB/c e BALB/c nude infectados com L. amazonensis, opsonizados ou nao.

Sabe-se que as DCs expressam uma variedade de receptores fagociticos incluindo os
receptores para o Complemento (CRs) e receptores para a por¢do Fc das imunoglobulinas (FcRs)
(KELLY et al.,, 2005). Diante do aumento da infeccdo de DCs apds a opsonizacdo dos
amastigotas “nude”, investigamos, inicialmente, se os dois principais fatores presentes no soro,

anticorpos € Complemento, estariam envolvidos no reconhecimento e na fagocitose desta forma
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parasitdria. Para isso, fizemos a deplec¢do de anticorpos (Ac) ou do Complemento (C) dos soros
normais e de paciente com leishmaniose no intuito de observar se esse procedimento afetaria a
entrada dos amastigotas “nude” nas células, ou seja, reduziria a porcentagem de infeccao obtida
com a opsonizagdo. Nossos resultados demonstraram que a deple¢do de um ou outro componente
opsonizante do soro (Ac ou C) ndo alterou a porcentagem de infeccdo das células pelos
amastigotas (Figura 18). Diminui¢cdes significativas na porcentagem de infeccdo das DCs
ocorreram com a retirada simultinea de Ac e C. As porcentagens de infec¢do utilizando SNH
depletado de Ac e C (39%) e SIH depletado de Ac e C (38%) foram semelhantes a porcentagem
de infeccao obtida com amastigotas “nude” ndo opsonizados (36%) (Figura 18).

Nosso proximo passo foi avaliar se a entrada do amastigota em DCs € facilitada também
por outros componentes do soro. De fato, Guy & Belosevic et al. (1993) mostraram que os CRs e
FcRs sdo utilizados para a entrada de Leishmania em macréfagos murinos, mas que estes
receptores ndo sdao as vias preferenciais para a entrada do parasita na célula, haja visto que
amastigotas “nude” também conseguem entrar na célula hospedeira. Além dos receptores para Fc
das imunoglobulinas e Complemento, as DCs apresentam os recém-descobertos receptores DC-
SIGN, um tipo de lectina transmembranica envolvido também na adesdo e internalizacdo de
Leishmania (COLMENARES et al., 2002; REIS e SOUSA et al., 1999), porém sem um ligante
definido em amastigotas de Leishmania (CAPARROS et al., 2005). Os autores sugerem que 0s
lipofosfoglicanos (LPG), moléculas com alto conteiido de manose presentes na Leishmania
seriam capazes de se ligar a receptores como o DC-SIGN, além de outros como CR3, manose-
fucose e fibronectina (CAPARROS et al., 2005). Em nossos ensaios de inibicdo utilizamos
culturas de DCs previamente tratadas com manana solivel de S. cerevisiae, seguido de infec¢ao
com amastigotas de BALB/c e C3H/nude, para avaliar se ocorreu bloqueio dos receptores DC-

SIGN ou manose-fucose. O uso de 5, 100 ou 750 ug/ml de manana seguido de infec¢do de 24
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horas ndo alterou a porcentagem de infec¢do das DCs (Figura 19). O tratamento com 750 pg/ml
de manana seguido de 2,5 horas de infec¢dao causou uma reduciao de 50% na infec¢do das DCs
com amastigotas de BALB/c (Figura 20). Colmenares et al. (2002) obtiveram resultados
semelhantes com amastigotas de L. pifanoi e DCs humanas Os pesquisadores observaram
reduc@o de mais de 50% na porcentagem de infeccao de DCs humanas tratadas com 500 pg/ml de
manana seguido de infec¢do de 1 hora e nenhuma alteracio no nimero de parasitas por DC
infectada quando comparado as DCs ndo tratadas com manana (controle).

Como ja descrito na literatura, promastigotas de diferentes espécies de Leishmania
utilizam receptores de manose-fucose para infectar a célula (SARAIVA et al., 1987, WILSON &
PERSON, 1986). Assim, incluimos também as infec¢des com promastigotas de L. amazonensis
buscando avaliar o uso dos receptores de manose-fucose pelas formas promastigotas. Nossos
resultados mostraram que o uso de 750 pg/ml de manana seguida de 24 horas de infec¢do com
promastigotas de L. amazonensis causou uma reducdo na porcentagem de infec¢do das DCs
(Figura 21A). Saraiva et al. (1987) mostraram que os receptores de manose-fucose de macréfagos
estdo envolvidos na entrada de promastigotas, mas ndo de amastigotas de L. amazonensis. Wilson
& Person (1986) também mostraram que promastigotas de L. donovani utilizam estes receptores
para infectar macréfagos derivados de mondcitos do sangue periférico humano. Nossos
resultados corroboram com o fato de que as formas promastigotas utilizam os receptores de
manose-fucose para a infeccido de DCs.

Nossos dados indicam que a entrada do amastigota em DCs pode ser orientada pelos
receptores do Complemento e receptores para Fc, ndo descartando a possibilidade da entrada do
amastigota em DCs ser facilitada também pelos demais componentes do soro. De fato, Guy &

Belosevic (1993) mostraram que os CRs e FcRs sdo utilizados para a entrada de Leishmania em
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macréfagos murinos, mas que estes receptores nao sdo as vias preferenciais para a entrada do
parasita na célula, haja visto que amastigotas “nude” também conseguem entrar na célula
hospedeira. Segundo Love et al. (1993), amastigotas de L. amazonensis sdo capazes de se ligar
em heparina. O grupo demonstrou uma alta capacidade de ligacdo da heparina na superficie dos
amastigotas, o que poderia mediar a ligagdo dos parasitas as células de mamiferos através de
proteoglicanas celulares que contém sulfato de heparana, uma molécula muito semelhante a
heparina. Analisamos infec¢des por periodos de 2,5 horas e 24 horas com amastigotas retirados
de BALB/c e C3H/nude tratados com heparina (Figuras 22 e 23, respectivamente). Como
apresentado na Figura 22A, obtivemos uma redugdo significativa de 65% na porcentagem de
infec¢do das DCs quando os amastigotas foram tratados com 100 pg/ml de heparina por 24 horas,
muito semelhante aos resultados reproduzidos com infec¢ao de 2,5 horas. Apenas para este
mesmo periodo (24 horas) foi observada uma diminuicdo (queda de 20%) no ndmero de
amastigotas por célula infectada, sugerindo que € necessario periodo maior de infeccido para se
observar o reflexo do bloqueio da fagocitose (Figura 22B). Baseados nos dados obtidos com
amastigotas de BALB/c, nés investigamos se amastigotas “nude” teriam atividade “ligadora” de
heparina, que facilitariam sua entrada na célula hospedeira (LOVE et al., 1993). Uma redugdo
significativa de 50% na porcentagem de DCs infectadas foi observada quando os amastigotas
“nude” foram pré-tratados com 100 pg/ml de heparina (Figura 23A). Como visto com o0s
amastigotas de BALB/c, apenas o periodo de 24 horas de infeccdo permitiu observacdo de
reducdo significativa também no nimero de amastigotas por DC infectada (Figura 23B). Desta
forma, concluimos que a ligagdo dos amastigotas de L. amazonensis a heparina € um mecanismo

importante na infec¢cdo de DCs humanas.
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Em resumo, nossos resultados sugerem que a infec¢do de DCs humanas por amastigotas
de L. amazonensis envolve a participacdo de mudltiplas interacdes receptor-ligante, pelo menos
tr€s, como mostrado pelos resultados: anticorpos/receptor Fc, Complemento/ receptor de
Complemento e proteoglicanas/proteina “ligadora” de heparina. Estes dados foram utilizados

para a confec¢do do manuscrito recentemente aceito para publicagdo (ver item Anexo).
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CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que:
- Mondcitos do sangue periférico humano cultivados por 7 dias na presenca de 50 ng/ml de GM-
CSF e 250 ng/ml de IL-4 desenvolvem morfologia e perfil fenotipico caracteristicos de DCs
humanas. Estas células apresentam capacidade fagocitica para ambas as formas parasitdrias de L.
amazonensis.
- A exposi¢do das culturas de DCs a hipdxia (6% de O,) ndo altera a viabilidade das células
porém afeta a expressdo dos marcadores de superficie celular CD80, CD86 e CD]a.
- Em culturas de DCs infectadas, a hipéxia ndo afeta a entrada do parasita na célula, mas diminui
significantemente a porcentagem de DCs infectadas, sugerindo entdo que a hipdxia exerce algum
efeito nas células, modulando a atividade funcional das DCs.
- DCs ativadas previamente com LPS e IFN-y sdo capazes de reduzir a infeccdo em ambiente
norméxico, porém ndo hd potencializacdo deste efeito leishmanicida em culturas ativadas e
expostas a hipdxia.
- Culturas de DCs ativadas produzem IL-12 em normdxia e em quantidades maiores, em hipoxia.
A infec¢do destas culturas ativadas eleva os niveis de 1L-12 produzidos sob norméxia, € mantem
os niveis produzidos sob hipéxia.
- Sob condi¢des normdxicas in vitro os compostos Anfotericina B, Glucantime e Miltefosine
apresentam ac¢do leishmanicida dose-dependente. A exposi¢do a hipdxia anula o efeito dose-
dependente da Anfotericina B e de algumas doses de Glucantime, porém nao altera a agcdo do
Miltefosine.
- Quanto ao processo de infeccdo das DCs, a entrada dos amastigotas “nude” parece ocorrer
primariamente através dos receptores para a por¢cdo Fc das imunoglobulinas e componentes do

Complemento. Receptores de manose-fucose ndo sao utilizados para a entrada dos amastigotas
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“nude” nas DCs, mas proteoglicanas ricas em moléculas de heparana presentes na superficie das
DCs parecem mediar a fagocitose através da atividade “ligadora” de heparina na superficie do
amastigota.

Neste trabalho nés mostramos que a infeccdo de DCs humanas por amastigotas de L.
amazonensis envolve a participagdo de multiplas interacdes receptor-ligante. Este trabalho foi o
primeiro a avaliar os parametros de infeccdo de DCs com parasita e a acdo de drogas
leishmanicidas em hipdxia. Esta tese abre novos caminhos para explorar os mecanismos
envolvidos na resiténcia de DCs a L. amazonensis em hipdxia e nas alteragdes bioquimicas dos

efeitos de drogas em hipdxia.
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Abstract

In their mammalian hosts, Dedsfongaia are obhigate mtracellular parasites that reside i macrophages and dendritie cells 1D s) 1n the
present study, we have mvestigated in vitro the mechanisms of entry mto human DCs of Leishmania amazoneasis amastigotes solated
from lesions in nude mice (Am nude ). The DC ntection rate with Am nude was approxmately 36" while opsonzmnon of Am nude with
normal human serwm and infected hwman serum ncreased the DO nlection rates to 607G and 627, respectively. Heat iacuvation and
depletion ol antibadies in sera brought the DC infection rate down 1o 400, The DO inlection rate was inhibited after pre-treutment of
Am pude with heparin. We were unable w implicate mannose Fucose receptors in the uptake of Am nude by DCs. Our dina suggest tha
the ability of L amazorensis amastigotes to mlect human D s invalves the participation o at least three muluple receptor-ligand mter-

actions, antibedies' FeR. complement compeonents'C R and proteoglveans heparin-bimding protem

@ 2007 Elsevier Inc. All rights reserved

Inlese Deveriptors and Abbreviations, Lelshmania amazoneonsis; Human dendritic cells; Amastigotes nude: Receptons; Mannan: Heparing CR, complemsnt
receptor; FeR, Forecepton: MER, mannose fucose receptor: D, dendritic cell; THS, infected human serum:; NHS. normal human serum

1. Intreduction

Leishmuria are protozoan parasites with two develop-
mental forms, promastigotes that develap i the phlebota-
mine mnsect vectors, and amastigotes that replicate in host
mammalian cells. mainly macrophages and dendritic cells
(DCs)y iHandman, 1999). Numerows studies have identified
that the uptake ol Leiwlmania promastigotes by macro-
phages is mainly mediated by complement receplors (CRs),
while are the receptors for Fe domain of immunoglobulins
(FeRs) and for mannose fucese ( MFRs) are also of impor-
tance ( Blackwell et al.. 1985; Chakraborty et al, 2001; Mos-
ser and Edelson. 1985 Wilson and Pearson, 1986). Less is
known e the molecules thar mediate enry ol the amasti-
gote [orm imto hoest cells, even thovgh amastigotes are

° Corresponding author. Fax: +55 19 33213124,
Eomnil address: sgiorgiounicamp.br (8. Giorgio).
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respoensible for sustaining the infecuon within the host
(Kima etal, 20007 The suggested mucrophage receptors
are FeRL CR and a cellular proteoglvean contaming hepa-
ran sulfate (Guy and Belosevic, 1993; Kima et al, 2000;
Love etal, 1993 Peters etal. 1995 Thus, the entry of
Leisimania mto macrephages volves deposition of com-
plement components and antibodies, and the presence of
mannose and heparin-binding prowein on parasite surface
{Blackwell e1 al., 1985; Butcher et al., 1992, Guy and Belos-
evic, 1993; Kima et al., 2000; Love et al, 1993; Mosser and
Edelson. 1985; Peters etal, 1995, Wilson and Pearson,
1986}

Drendritc cells efliciently ingest Letsfmania and become
invalved in the induction and shaping of T-cell dependent
immune respenses (Brandonisio et al, 2004; Prina et al,
2004). Recently, considerable efforts have been made to
define the epsonic requirements Tor Ledsimania ingestion
by [DH's. Although Blank et al. (1993) suggested that the
uptake of Lesslmiania suggor amastigotes by murine Langer-
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hans cells was mediated by CR, more recent studies have
shown that CR-mediated uptake is not relevant for infec-
tion, and that L. major is predominantly phagocytosed by
murine s via FocR (Woelbing et al., 2006). Colmenares
and co-workers (2004) demonstrated that mannan-binding
C-type lectin is a receptor in human DCs for promastigote
and amastigote forms of L. infanmen and L. pifanoi, but not
for L. major promastigotes (Colmenares et al., 2002, 2004;
Woelbing et al., 2006). In addition. opsenization of L. pifa-
noi amastigotes with serum from patients with leishmania-
sis has exhibited a low capacity to bind to DCs
(Colmenares etal, 2004). These apparently conflicting
results reflect species-specific interactions between Leish-
miareia and s,

Leivhmania amazonensis, a species transmitted mainly in
the Brazilian Amazon is associated with benign cutaneous
lesions and diffuse cutaneous disease (Grimaldl and Tesh,
1993). A single report has demonstrated that L. amazonen-
sis amastigotes, purified from nude mouse lesions, opso-

nized with immune serum enhances the infection rate of

murine bone marrow-derived dendritic cell cultures; the

effect of other ligand-receptor systems on the infectivity of

amastigotes was not evaluated (Prina et al.. 2004). In the
present study, we examined the ligands required for in vitro
infection of human monocyte-derived dendritic cells by L.
amazonensis amastigotes isolated from nude mouse lesions
(Am nude).

2. Materials and methods
2.1 Parasites and gencration af dendritic cells

Leivhmania aMaZoNERTis (MHOM/BRS73/M2269)
amastigotes were isolated from footpad lesions from C3H
nude/Uni mice (Cemib—Centro Multidisciplinar  para
Investigagio Biologica, Unicamp, Campinas SP, Brazil) as
described previcusly (Barbieri et al., 1993), and used imme-
diately after isolation. Promastigotes were cultured as

described by Arrais-Silva et al. (2005). The generation of

dendritic cells from peripheral blood monocytes from
healthy donors was as previously described (Nair etal,
1998). DCs were cultured in 24 well plates with coverslips
for 7 days in Iscove's medium (Sigma, St Louis, MO) sup-
plemented with interleukin 4 (250 ng/ml) and granulocyte
mactrophage colony-stimulating factor (530 ng/ml) (Sigma,
St. Louis, M. The DCs were routinely CD4°%, CDE3PY,
CDS0%, CDla®, HLA-DR™, CD86™, and CD40" as deter-
mined by flow cytometry.

2.2, Parasite opronization conditions

Serum samples were obtained from healthy Brazilian
individuals with no history of exposure to Leishmania (nor-
mal human serum—MNHS) and individuals with visceral
leishmaniasis {infected human serum—IHS), generous gifts
from Dr. C. L. Barbién (Universidade Federal de Sio
Paulo, SP, Brazil) and Dir. E. Deberaldini (Superintendén-

cla de Controle de Endemias. SP. Brazil). These sera were
used in the experiments at dilution determined by titration
obtained in immunoflucrescence reactions, ie, 1:10 for
NHS and 1:830,000 or 1:160000 for THS. For complement
inactivation, sera were treated at 56 °C for 1 h (Mosser and
Edelson, 1985; Navin et al., 1989). For antibody depletion,
sera were adsorbed against L. amazonensis promastigotes
[]{IT parasites/ml) for 2h at 4 °C {Kolb-Maurer et al., 2001).
To confirm antibody removal, an immunofluorescence
reaction was performed. For complement inactuvation and
antibody depletion, sera were first inactivated at 56°C for
[ h, and then incubated with promastigotes for 2h at 4°C.
The opsonizaton of the amastigotes was achieved by incu-
bation at 4°C for | h, and two washes in PBS {Prina et al.,
2004). The parasites were counted using a hemocytometer,
then added to dendritic cell cultures.

2.3 Heparin and mannan ireatments

Amastigotes (10%ml) were pre-treated with soluble hep-
arin (100 pg/ml) (Cristalia, Campinas, SP, Brazil) for 20 min
on ice, washed twice in PBS (Love et al., 1993} and added to
DC cultures. In other experiments D cultures (5 x 107
cells'ml) were pre-incubated for 30min at 37°C with solu-
ble mannan of Saccharomyees cerevisiae (Sigma. 5t. Louis,
MO (5, 100, or 750 pgiml) (Cantos et al., 1993; Colmenares
et al., 2002), before parasite infection.

2.4 Infection af DCs with L. amazonensis

DCs were infected with Lo amazonensis Am nude at a
parasite-DIC ratio of 3:1 at 37°C in 5% CO./95% humidi-
fied air. After 24 h. the cultures were washed with PBS to
remove extra-cellular parasites, fixed with methanol and
stained with Giemsa. The percentage of infected DCs and
the number of intracellular parasites were determined by
light microscopy examination of at least 600 cells on tripli-
cate coverslips.

2.5, Statistics

All experiments were repeated at least twice in triplicate
wells, and the results are expressed as the mean &+ standard
deviation. Statistical analyses were performed using the
two-tailed Student’s ¢ test and Microcal Origin 6.0 (Micro-
cal Software, Northampton, MA).

3. Results and discussion

In our experiments we examined the opsonic require-
ments for entry of L. amazonensis amastigotes isolated
from nude mouse lesions in human DCs. These amastig-
otes did not have antibodies bound in their surface
iPrina et al, 2004) and in our study, the antibody 1so-
types IgGl, IgG2a, IgG2b, and [gG3 were not detectable
on the parasite surface by immunofluorescence (data not
shown).
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Previously, L. amazenensis was found 1o be able to infect
dendritic cells of murine bone marrow (Prina et al, 2004).
Oy data have extended this finding to human monocyte-
derived DCs Twenty-Tour hours alter adding Am nude, the
percentage of infected cells was 36+ 1.7% (Fig 1). The
number of intracellular amastgotes in DiCs was 38 2029
amastigotes per cell and infection could be maintained lor
at least 72h. The effect of human sera on the entry of Am
nude into human DEs was then assessed. As shown in
Fig. 1. the percentage ol infected DCs increases signifi-
cantly when Am nude are opsonized with THS (623 £ 2 50
of'infected DCs). Interestingly. the entry of Am nude opso-
mzed with NHS in DMCOs was alse significantly enhanced as
compared with unepsonized Am nude (6042 9% versus
364 1.7%)0 (Fig. 1) The opsenization of Am nude wich THS
ar NHS did not change the number of intracellular para-
sites in DC cullures, when compared to DC cultures
inlected with unopsonized Am nude (data not shown)
MNext, we examined which of the two major factors present
in sera might be responsible lor enhancement of the L
amazenensis Am nude uptake by human DCs. As shown in
Fig. 1. the heat treatment of THS and NHS did not reduce
the percentage of infected DCs to the level observed in DCs
infected with unopsemzed parasites. To  establish  the
importance of serum antibodies to promote DCs infecton
by Am nude, [HS and NHS were depleted of antibodies,
1e, pre-adsorbed against promastgotes and then wsed for
Am nude opsemizatien. The drastic reduction in antibadies
(for THS: IF 1:80,000 and IF 1:10 before and alter adsorp-
tien. respectively. for NHS: IF 180 and 0 before and after
adsorpuon, respectively) did not alter the abulicy of the sera
to opsonize Am nude for DC inlection (Fig 1) However,
the opsenization of Am nude with THS or NHS. heat inac-
tvated and depleted of antibodies, reduced the nfection
rate 1o the levels abserved in D cultures infected with
unopsonized Am nude (Fig. 1)

Am nade + adef ANHS
Am mde + adsHHS
Aomnade + ABTHS

Am nude + NHS

We also assessed the invelvement of othier two ligands
imvolved in Leishmania infection, namely mannan and hep-
aran sullate (Blackwell etal., 1985 Love etal. 1993; Wil-
som and Pearson, [986). Yeast mannan [rom 8 cereviviae, a
molecule that displays mannose residues, and is known (o
bind to the MFRs (Wilson and Pearson, 1986). We found
no inhibition in the uptake of Am nude when DOCs were
treated with mannan, iwrespectuve of the concentration used
iFig 7). Human DCs culures pre-treeated with 750 pgiml of
mannan and infected with L amazonensis promastigotes
(L] parasitesicel]l ratio) were used as y positive control
and showed 34% inhibition ol parasite uptake.

A heparin-binding activity on L. amazensnsis amastig-
otes surface has been implicated with the attachment 1o
macrophages (Love et al, 1993) To determine whether Am
nude heparm-binding actvity is involved in the infection of
human D5, assays were perlfenmed in the presence of hep-
arn. A significant 507, reduction in the percentage of
inlected [MCs was observed when Am nude were pre-treated
with 100 gl of heparin (Fig. 23 Our results are consis-
tent with the findings of Prina et al. {2004 ) who were able to
detect a significant rise of the percentage of murine DHCs
when Am nude were pre-incubated with Leishmaiia- spe-
cific immune serum. The authors suggested that the opsoni-
zation with anubodies 1s involved in the uptake of parasites
by DCs In addition. we have found that opsonization of
Am nude with NHS alse enhanced the percentage of
infected DMCs (Fig. 1). In contrast 1o these results, Woelbing
et al. (2006) have reported the mability of nermal mouse
serum-opsonized Loosior amastigotes isolated [rem SCID
mice to enhance the infection of murine DCs. Explanations
lor this discrepancy could be differences in D s and orgins
of the serum (murine versus human ), Ledicania species (L
mgfor versus L amazenensis) and opsonization cenditiens
{10min at 37 °C in Woelbing's protocel, compared 1o 1 h at
4°C in our protocol). Indeed. natural antibodies recogniz-

Am aude + ads/ATHS
Am mude +ads[HS
Am pude + AIHS

Am rude + THE
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Fig 1. Infection of DCs with L. asszonensis Am nude. Am nude were unopsonizsd of previcusly opsonized with infected human ssrum (THS). heat inac-
tivated THS { ATHS . o seram (NHS)L heat inactivated WHS (ANHS), adsorbed NHS jadsNHS) or heat inactivatad and adsorbed MHS (adw ANHS ). The
NHS and THS were used at dilution of 1:10 and 1: 800080, respectively, Data are averages of thiee representative experiments, bars indicate 8D &, statisti-

cally siginiticant differsines relative to unopsonized Am mude (P 001
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mannan {pg'ml) heparin {jpg/ml)
Fig. 2 Infection of s with L avezonensis Am node. IO coltures were untreated (00 of pre-treated with soluble mannan (5. 100, ar 750 pefml) for 30min

before parasite addition. In other experiments, Am node were untreated (0) or pre-reated with soluble heparin (100 pgmly for 20 min on jce before para-
site acddition. One out of two independant coperiments with similar results and peeformed in triplicats is shawn, bar indicate S0, 4, statistically significant

diferenve relative to untreated (=000 ),

ing Leisinnania have been found in sera of people with no
history ol expesure 1o the parasite, and they can enhance
parasite phagocyiosis by human monocytes and homan
peripheral blood neutrophils (Lawfs etal, 2002 Navin
et al. 1989 In addition to these studies with human Bload
leukocytes, L. dowovani and L emazonensis promastigotes
and amastigotes opsonized with human non-mmmune serum
contaimng lgG and [gh that recognize purasite epitopes,
bind to human erythrocytes (Dominguez and Toranc,
1999 Avila et al, 1989} The epsonization of Am nude with
NHS or THS depleted of antibodies did not reduce the per-
centage of mlected DMCs (Fig 1), suggesting that comple-
ment components are invelved in the infection of L
amazonensis amastigotes to human DCs. However, the
opsonization of Am nude with heat inactvated NHS or
[HS did not reduce the percentage of infected DCs (Fig. 1)
The results also showed that opsonization of Am nude with
[HS or NHS which had been heat macuvated aud depleted
of antibedies. significantly reduced the infection rate of
DCs (Fig 1) These data suggest that the presence of one of
two serum components (Le, complement or antibodies that
recognize the parasite) is necessary and sufficient 1o
enhance the entry of Am nude in human DCs. Tis possible,
howewer, that the presence of unknown heat-labile male-
cules other than the complement components would fix 1o
the amastigote surface ligands and would be involved in
parasite uptake by human DCs On the other hand. it has
been proposed that the attachment of L pifascd L ama-
zomensis and L major amastigotes to macrophage occur
through both FeR and CR3 receprors (Guy and Belosevic,
1993; Kima et al, 2000; Prina et al, 2004). Thus, in the ts-
sue microenvironment, complement components and anti-
hadies lacilitate the infection of human DCs by L
amazoaensis, and 1 the absence of one ol these opsonins.
the other would compensate

We also recognized the possibility that other mechamsms
might contribute to serum-independent infection of DCs In
lact. a 36" infection rate was observed in DO cultures

infected with unopsonized Am nude (Fig 1) Recently, C-
tvpe lectin receptors have alse been implicated in the uptake
of L pifanoi and L. infantwem amastigotes by human DCs,
but not in the uptake of L. majer (Colmenares et al, 2004,
Woelbing et al, 2006). Our results did not, however, support
a role o mannan-binding C-type lectins in the phagocytosis
of L. amazonensiv Am nude by human DCs (Fig. 2)

Interestingly, we found that D}C infection was inhibited
alter pre-treatment of Am nude with hepann (Fig 23 This
would suggest that DNCs such as macrophages have an addi-
tuonal mechanism lor recognition ol amastigotes. Love
et al (1993) reported heparin-binding actvity on the sur-
lace of L. amazonensis. The authors suggested that L. ama-
Zowtenyis amastigotes interact with non-myeloid cells and
macrephages, which express in their surface protecglveans
containing heparan sulfate (Love et al. 1993). We can spec-
ulate that binding of L amazonensis amastigotes to heparin
is an important mechanism in the infection of human DCs

In summary. our data suggest that the ability of L. ama-
Zemensis anwmstigotes 1o infect human DCs involves the par-
ncipation of muluple receprer-ligand imeractions, at least
the three shown in this report. namely antibodies! FeR, com-
plement components'CR. and proteaglveans/he parin-band-
ing protein. Tlhis mechanism of L amazonensis invasion into
s seems o be similar wo that described for the infection
of macrophages {Guy and Belosevic, 1993; Love et al, 1993)
and represent advantages for the parasite One benefit to the
parasite is that. i the absence of one or two opsonins, other
recepior-ligand interactions could be used Another func-
nonal advantage is that parasites can enter different leuko-
cyte populations, including macrophages and DCs, allowing
the establishment and the persistence ol inlection
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