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Resumo:

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias que acometem o homem,
causadas por varias espécies de protozodrios do género Leishmania. A
doenca pode apresentar diferentes formas clinicas, dependendo da espécie
de Leishmania envolvida e da relacéo do parasito com seu hospedeiro. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a resposta imune por neutréfilos e
mondcitos isolados do sangue humano, comparando-os pela atividade
fagocitica, frente a infeccdo com formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis. Foram coletados 8 mL de sangue de 16 individuos, as células
mononucleares e as polimorfonucleares foram separadas, infectadas com L.
(L.) amazonensis e entdo testadas para fagocitose. Os neutrofilos
apresentaram maior atividade fagocitica nos tempos iniciais de infeccédo e os
macréfagos nos tempos finais, porém sem significancia estatistica. Tais
resultados mostram que estas células auxiliam no combate a infeccéo e,
além disso, podem estar induzindo a dicotomia da resposta imune.

Introducao

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) esta entre as endemias de
maior importancia em saude publica no Brasil, devido sua ampla distribuicao,
a ocorréncia de formas clinicas graves e pela dificuldade ao diagnostico,
bem como ao tratamento. Esta enfermidade é causada por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania. No Brasil, a L. (Viannia)
braziliensis e a L. (Leishmania) amazonensis sdo as espécies mais
amplamente distribuidas (SARAVIA et al., 1989; ALVES et al.,, 2006). As
manifestacdes clinicas da doenca dependem de complexas interacdes entre
a capacidade de invasdo do parasito, o tropismo e a patogenicidade
relacionada a imunogenicidade do hospedeiro (GARNHAM et al., 1987). Os
neutrofilos e mondcitos sdo os principais mediadores na resposta imune
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inata e predispdem o hospedeiro a uma resposta imune adaptativa voltada a
resisténcia ou a suscetibilidade a doenca. Avaliamos o papel destas células,
pela fagocitose, no desenvolvimento da LTA. Para isto estudamos neutrofilos
e macréfagos humanos infectados com promastigotas de L. (L.)
amazonensis na pesquisa da capacidade fagocitica destas células.

Materiais e métodos

Amostras de sangue e Obtencao de mondcitos e neutrofilos

Foram coletados 8,0 mL de sangue humano com heparina ou EDTA, para
obtencédo de células polimorfonucleares e mononucleares de individuos sem
historia de LTA e morando em area ndo endémica da doenca. As células
foram purificadas com a utilizacdo de Mono-Poly Resolving Medium (M-
PRM; MP-Biomedicals; Franca). Em um tubo falcon de 15 mL foi pipetado
53 mL de M-PRM e adicionado 8 mL de sangue e submetido a
centrifugacéo por 45 min., 400 x g a 22°C. Formaram-se duas camadas, a
mononucleares e de polimorfonucleares, transferidas para tubos distintos.
Para o excesso de hemacias foi adicionado tampé&o de lise e novamente
centrifugado. Este material foi lavado com solugdo de Hanks e ressuspenso
em RPMI. As células obtidas foram avaliadas quanto a viabilidade por azul
de tripan, a pureza e a contagem realizadas pela diluicdo em Liquido de
Turk.

Cultivo de L. (L.) amazonensis
A L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) foi cultivada em meio 199.

Cultura de células mononucleares e polimorfonucleares e infeccdo com L.
(L.) amazonensis para determinacéo do indice fagocitico

As células (2x10° células/mL) foram adicionadas as placas de 24 pocos com
laminulas de 13 mm e incubadas com meio RPMI (Gibco, EUA) por 3 h/
37°C/5% CO,. Apbs o tempo de aderéncia, as ceélulas foram lavadas com
solucdo de Hanks, ficando aproximadamente 2x10° células (RIBEIRO-
GOMES et al., 2010). Estas células receberam (2x10°) promastigotas de L.
(L.) amazonensis opsonizadas ou ndo com de soro humano normal. Apés 1,
2, 3, 5, 8 e 16 horas de incubacdo as laminulas foram coradas com
hematoxilina-eosina e visualizadas em microscopio (Olympus CX21, Japao).
Em cada laminula contou-se 200 células, e nestas quantas fagocitaram e em
cada, quantas particulas foram fagocitadas. O indice fagocitico foi obtido
pela porcentagem de células com fagocitose multiplicada pelo nUmero médio
de particulas fagocitadas.

Resultados e Discussao

A média da viabilidade foi de 93,9% para mondcitos e de 92,8% para neutréfilos
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dos 16 individuos. A média de pureza foi de 95,6% para mondcitos e de 98%
para neutréfilos. A contagem de mondcitos teve uma média de 5,5x10°
células/mL e a de neutréfilos 6,2x10° células/mL. Os dados epidemiolégicos
dos individuos sao apresentados na tabela 1.

Os dados (tabela 2 e figura 1) mostram que os neutréfilos apresentaram
maior atividade fagocitica nas primeiras horas e os macréfagos nas ultimas
horas apoOs infeccdo com o parasito opsonizado ou n&o, porém sem
diferenca estatistica. Nossos resultados estdo de acordo com estudos que
apontam os neutroéfilos tém papel protetor e/ou imunorregulador na resposta
inicial contra infeccdo (CHARMAOY et al., 2007). Deste modo, os neutrofilos e
macréfagos podem estar induzindo a dicotomia da resposta imune.

Tabela 1. Dados epidemiol6gicos dos individuos sem histérico de LTA

Individuos %)
Género
Feminino 85
Masculino 15
Idade
18-20anos 725
21-4Danos 275
Localidade
Maringa 100
Lazer
Academia 30
Caminhada 17,5
Cinema eLeitura 17,5
Handebol, Futebol ou Bateria 25
Sem Atividade 20
800
600
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Figura 1 — Cinética do indice fagocitico em células mononucleares e polimorfonucleares
infectadas. Macrofagos e neutréfilos isolados de 16 individuos saudaveis e infectados com
L. (L.) amazonensis, incubados por 1, 2, 3, 5, 8 e 16 horas em 5%CO,/37°C e avaliadas
guanto a fagocitose. Este grafico representa a média + SD das células isoladas dos 16
individuos. oMacréfagos + L. (L.) amazonensis. m Macrofagos + L. (L.) amazonensis
opsonizadas. A Neutréfilos + L. (L.) amazonensis. ¥ Neutréfilos + L. (L.) amazonensis
opsonizadas.
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Tabela 2. Médias da fagocitose dos individuos sem historico de LTA

MO+[Lz WO+[L3" NOs[Lz NO+LLz"

c+ 34379 34379 279456 27848
1h 337,33 33485 37939 302,37
Zh 35045 34876 33480 34285
3h 386,80 408,58 302,01 312,50
Eh 40180 438,89 27947 28119
Bh 43397 45364 217,86 22475
18h 38898 39747 151,10 142,58

MO: mondcitos; NO: neutrdfilos; LLa: L. (L.) amazonensis; LLa*: L. (L.) amazonensis opsonizada com soro humano
normal; C+: Controle

Conclusodes

Conclui-se, com este trabalho, que os neutréfilos apresentam maior
fagocitose nos tempos iniciais de infeccdo e o0s macrofagos mais
tardiamente, podendo constatar que os neutréfilos e os macréfagos auxiliam
no combate a infeccdo bem como na dicotomia da resposta imune.
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