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Introdugéao

A leishmaniose é considerada uma das mais importantes doengas tropicais, que afeta
cerca de 1,2 milhées de pessoas no mundo, e por isso constitui um sério problema de saude
publica (http://www.abc.org.br/IMG/pdf/doc-199.pdf). Esta doenga possui quatro formas clinicas
em humanos: cuténea, cutanea difusa, mucocutaneo e visceral, sendo esta ultima a pior forma
da doenca.

Os animais domésticos, como caes, e animais silvestres, como gambas e roedores s&o
susceptiveis a infecgdo por diversas espécies de Leishmania, sendo a espécie L. chagasi,
causadora da forma visceral da doenga a mais estudada (ASHFORD, 1996). Estas espécies de
mamiferos sdo consideradas reservatérios e apresentam um papel central na transmissao da
doenga para o homem.

A maioria dos dados sobre os mecanismos iniciais da interagao de macréfagos com o
parasita Leishmania e da imunomodulagéo dessas células durante a infecgdo tem sido obtidos
com o uso de modelos experimentais murinos (Handman & Bullen 2002, Naderer & McConville,
2008). Alguns poucos trabalhos descrevem os mecanismos iniciais da interagcao da Leishmania
com macrofagos caninos (Pinelli et al., 1999, Madeira et al., 1999; Bueno et al., 2005; Sampaio
et al., 2007), provavelmente pela dificuldade da obtencdo de macréfagos desses animais, que
sdo normalmente provenientes da diferenciagdo de mondcitos isolados e purificados de sangue
periférico.

Muitos avangos na elucidacdo de mecanismos patologicos em geral tem sido possiveis
pela disponibilidade de linhagens celulares. A linhagem DH82, que é a linhagem de interesse
deste projeto, € uma linhagem macréfago-mondcito canina, estabelecida a partir de células
progenitoras neoplasicas de histiécitos malignos obtidas de um cdo da raga “golden retriever”
de 10 anos de idade (Wellman et al.,, 1988). Essas células crescem aderidas em
monocamadas, variando de 35 a 55um de didmetro. Possuem citoplasma basofilico, vacuolos e
emitem pseudopodes. Além disso, possuem receptor Fc (RFc), peroxidase, fosfatase acida e
metaloproteinases. Aproximadamente 75% das células expressam CD14 e 50% expressam
CD5 e CD45. Estudo do perfil inflamatério mostra que quando estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS), estas células sintetizam IL-6 e TNF-alfa (Barnes et al., 2000).

Objetivo
O objetivo principal foi caracterizar a infecgdo da linhagem de macréfagos caninos DH82 por
duas espécies de Leishmania (Leishmania amazonensis, L. chagasi e Leishmania braziliensis).

Material e Métodos:

Parasitos: Promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. chagasi foram mantidas em
Schneider’s Insect Medium suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cripion) a 26°C. Apos
5 dias de cultivo, os parasitas foram lavados em PBS a 4000 RPM/ 10 min a 18°C. As células
foram ressuspensas em PBS e contadas em camara de Newbauer.

Macréfagos: Macréfagos caninos DH82 foram cultivados em meio DMEM (Sigma)
suplementado com 10% de SFB (Cripion) a 37°C /CO..

Ensaio de interacdo e infecgao Leishmania x Macréfagos: Macréfagos foram plagueados
em laminulas de vidro em placas de 24 pocgos, e incubadas por 30 min a 37°C/5% CO,. Apds
esse periodo, as células foram infectadas com promastigotas de Leishmania na propor¢éo de 5
p: 1 m. Apds 2, 24 e 48 horas de interagao, as laminulas foram lavadas com PBS e fixadas em



metanol e coradas com Giemsa. A determinagdo do indice fagocitico (% de macréfagos
infectados x numero de parasitas/macréfago) foi feita apds contagem de no minimo 200 células
em microscépio Optico.

Resultados

Primeiramente avaliamos a capacidade fagocitica da linhagem de macréfagos caninos
DH82 com as trés espécies distintas de Leishmania. Macréfagos caninos foram incubados com
as formas promastigotas de L. amazonensis, L. chagasi e L.braziliensis por 2 horas. Nossos
resultados mostraram que as espécies sao capazes de interagir com o macréfago, no entanto,
a espécie L. amazonensis apresentou um indice de associagao 2,49 vezes maior comparado a
L. chagasi e 4,11 vezes menor em relacdo a L. braziliensis. A espécie L. braziliensis mostrou
uma interagéo 10,27 vezes maior em relagéo a L. chagasi em 2 horas.

Visto que as espécies conseguem interagir com a linhagem de macréfagos caninos
DH82, nés avaliamos a infectividade de L. amazonensis, L. chagasi e L. braziliensis em 24 e 48
horas pés-infecgao. Nossos resultados mostraram que as espécies de Leishmania foram
capazes de infectar a linhagem de macréfagos caninos DH82, entretanto em 24 horas a
espécie L. amazonensis apresentou uma sobrevivéncia 4 vezes e 2.5 vezes maior comparado
a L. chagasi e L. braziliensis, respectivamente. A infeccdo da espécie de L. braziliensis se
mostrou 1,779 vezes maior comparado a L. chagasi em 24 horas. Em 48 horas, foi observado
uma redugéo na sobrevivéncia dos parasitas nos macréfagos DH82 comparada a 24 horas de
14, 22 e 1,42 vezes em relagdo a L. amazonensis, L. chagasi, e L. braziliensis
respectivamente. Entretanto, em 48 horas foi observado que L. amazonensis apresentou um
indice de infecgdo 9 vezes maior que L. chagasi e . e 2,28 vezes maior que a L. braziliensis.

Conclusao:

Nossos resultados preliminares mostraram que as espécies de Leishmania interagem como a
linhagem de macréfago canino DH82. Sendo a Leishmania amazonensis mais resistente aos
mecanismos de defesa do macréfago canino da linhagem DH82.
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