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Resumo - Corpos lipidicos sao organelas ricas em lipideo, estdo presentes em vérios tipos celulares
e sdo moduladas por sinalizacdo especifica. A interagdo de macréfago com células apoptéticas ou
parasitos induz corpos lipidicos. Como em células apoptéticas e alguns parasitos ocorre a exposi¢ao
de fosfatidilserina, € possivel que este fosfolipideo esteja envolvido na inducao de corpos lipidicos.
Para testar essa hipétese, utilizou-se Crithidia deanei, um tripanosomatideo ndo patogénico ao
humano sadio que tem sido utilizado como modelo em biologia celular. Foi estabelecida a fase
exponencial e estacionaria da curva de crescimento da C. deanei e nao observado alteracdo
morfoldgica ao longo do cultivo. Interacdo desse protozodrio cultivado por 3 e 8 dias com
macréfagos foi realizada e corpos lipidicos quantificados. Foi verificado que C. deanei de 8 dias
induz mais corpos lipidicos. Ademais, a C. deanei cultivada por mais tempo, expdem
fosfatidilserina. Portanto, € possivel que a exposicdo de fosfatidilserina seja responsavel pela

inducdo de corpos lipidicos.
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Introducao

Corpos lipidicos (CL) sdo organelas ricas
em lipidios, presentes em vdrios tipos celulares
(BOZZA et al., 2007, WALTERMANN et al.,
2005). Durante muitos anos foi atribuido ao
CL a fung¢do de armazenamento; todavia,
estudos recentes tém mostrado outras funcodes
(BOZZA et. al., 2009; D’AVILA et al.,
2008a).

Havendo sinalizacdo especifica, o nimero
de CL ¢é alterado (BOZZA et al., 2007).
Interacio in vitro de  Mycobacterium
smegmatis ou Trypanosoma cruzi com
macréfagos induz aumento de CL (D'AVILA
et al., 2008a; MELO et al., 2006). No entanto,
ndo se sabe os mecanismos moleculares que
induzem CL. A interacdo de macr6fagos com
neutréfilos apoptéticos também induz CL

(D’AVILA et al., 2008b). Uma caracteristica
de células apoptdticas € a exposi¢do na
membrana plasmatica da fosfatidilserina (PS)
(FADOK et al., 1992). O T. cruzi também
expoem PS que pode estar envolvida nos
mecanismos de escape desse parasita
(DAMATTA et al., 2007). A Crithidia deanei
€ um tripanosomatideo modelo ndo patogénico
para humanos sadios (DE AZEVEDO-
MARTINS et al., 2007). Pretende-se verificar
se a interacdo desse protozodrio com
macréfagos induz CL e se a PS estd envolvida
neste processo.

Metodologia
Macréfagos foram obtidos de lavado

peritoneal de camundongos Suicos adultos
utilizando Hank’s. O lavado foi semeado sobre
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laminulas redondas em placa de 24 pocos.
Ap6s 1 h de adesao, as células foram lavadas e
foi adicionado Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) contendo 2% de soro fetal
bovino (SFB). Alguns macréfagos, logo apds
adesdo, interagiram com 1 x 10° protozodrios
por poco durante 2 h, foram lavados,
cultivados por 24 h em DMEM contendo 2%
de SFB e o nimero de corpos lipidicos foi
avaliado. Como controle macréfagos foram
cultivados somente com SFB.

C. deanei foi obtida a partir de culturas
axénicas (MATTEOLI et al., 2009); o
protozodrio foi cultivado em 4,5 ml de meio
Warren’s contendo 10% de SFB. O
crescimento da C. deanei foi acompanhado
durante 21 dias para determinar a curva de
crescimento. A cada dia, foram retiradas
aliquotas de 100ul de trés tubos independentes
no qual as células cresciam. Parte da aliquota
(10 pl) foi diluida em liquido de contagem e o
nimero de células avaliado em camara de
Neubauer. Com a outra parte da aliquota, foi
realizado um esfregaco em lamina, fixado com
metanol, corado com Giemsa e observado em
microscopio  Otico. O  protozodrio foi
centrifugado (2100g, 10 min, 25°C) no terceiro
e oitavo dia de cultivo, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspenso em
DMEM (MATTEOLI et al., 2009). O parasito
foi contado em camara de Neubauer.

Com o passar dos dias, protozodrios em
cultivo axénico morrem (por necrose)
perdendo o batimento flagelar e decantam.
Para obtencao de células necrdticas e testes de
inducdo de CL, C. deanei foi cultivada durante
15 dias, retiraram-se ou foram retiradas
separadamente células da parte superior do
tubo (vivas) e o sedimento do fundo do tubo
(mortas). Interacdlo com macréfagos foi
realizada com células vivas e necrdticas em
paralelo.

C. deanei cultivada em diferentes dias foi
centrifugada (700g, por 5 min). Apds a
centrifugacdo foram ressuspensas em tampao

anexina (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5
mM CaCl,, pH 7,4), quantificadas na camara
de Neubauer e ajustadas para 200 ul contendo
1 x 10° parasitos. Os parasitos foram divididos
em 4 grupos: a- parasitos puros, b- parasitos
com iodeto de propideo (PI-1pug/ml), c-
parasitos com anexina V — alexa 488 nm (5
png/ml), e d- parasitos com PI e anexina V —
alexa 488 nm. Tampao anexina foi adicionado
até completar 500ul em todos os grupos. Um
controle positivo da marcagdo de anexina — V
foi realizado com parasitas mortos. Esses
parasitas foram mortos com tratamento em
PBS contento 1% triton-x 100 e 3% de
formaldeido recém preparado. Os grupos de
células foram lidos no citdmetro de fluxo
(Excalibur BD).

Resultados

A curva de crescimento de C. deanei foi
estudada para determinar a fase de crescimento
exponencial e estaciondrio, pois a exposi¢ao
de PS varia conforme essa fase como ja
descrito para Leishmania sp. (WANDERLEY
et al.,, 2006; ZANDBERGEN et al., 2006). A
curva de crescimento teve aumento
exponencial até o 4° dia, seguido de redugdo
acentuada no 6° dia, manutencao do nimero de
células até o 10° dia com redugdo gradual até o
21° (Figura 1). Nao houve alteracdo
morfoldgica dos protozodrios ao longo do
cultivo (dados ndao mostrados). O 3° e o 8° dia
de cultivo foram escolhidos para a interagdo
com macroéfagos e verificagdo de indugdo de
CL.

O cultivo com SFB foi usado como controle
negativo, pois induz pouco CL (figura 2A e,
2D). As figuras 2B e 2E indicam que a C.
deanei cultivada por trés dias induz mais CL
no macréfago em relagdo ao cultivado com
SFB. Ademais, a interagdo com C. deanei
cultivada por oito dias induz mais CL do que
as cultivadas por trés dias (Figura 2C e 2F).
Em cultivo axénico o nimero de células
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necréticas aumenta com o tempo, portanto,
essas células poderiam estar induzindo os CL
nas interacdes realizadas com C. deanei no 8°
dia de cultivo. No entanto, a interacdo de
macréfagos com C. deanei necrética ndo foi
capaz de induzir CL (Figura 3).

Por fim, analisou-se a exposicdo de PS na
C. deanei cultivada ao longo da curva de
crescimento.  Verificou-se que pequena
populacdo de células expdoe PS na membrana
apds o 3° dia de cultivo e que esta populagcdo
tende a aumentar com o tempo de cultivo
(Figura 4).
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Figura 1. Curva de crescimento de Crithidia
deanei. O crescimento foi acompanhado pela
contagem didria durante 21 dias. Os numeros
apresentados no eixo Y sdo multiplicados por 10° e
os do eixo X se referem aos dias. Experimento
representativo de dois em triplicata.
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Macro6fagos

Figura 2.
camundongo (Mo) cultivados por 24 h em
DMEM. (A), suplementado com 2% SFB. (B),
suplementado com 2% SFB e interagdo com
Crithidia deanei 3 dias de cultivo. (C),
suplementado com 2% SFB e interagdo com C.

peritoneais  de

deanei 8 dias de cultivo.
realizado 4 vezes em triplicata.

Experimento
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Figura 3. Quantificacdo de corpos lipidicos de macréfagos peritoneais de camundongo (Mo) cultivados por
24 h em DMEM. (A) Suplementado com 2% de SFB e interagdo com Crithidia deanei necréticas e (B)
suplementado com 2% de SFB e interacdo com C. deanei vivas. Experimento realizado 3 vezes em triplicata.
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Annexina V

Figura 4. Exposi¢do de fosfatidilserina por
citometria de fluxo de Crithidia deanei ao longo do
cultivo axénico. A andlise foi realizada com C.
deanei cultivadas por 3,4, 5, 8 e 11 dias, como
controle foi utilizada C. deanei morta. PI: Iodeto
de propideo. SS: Side Scatter. FS: Forward Scatter.
Experimento realizado duas vezes.

Discussao

A hipétese desse trabalho é de que a
exposicdo de PS por protozodrios esta
envolvida na geracdo de CL em macréfagos.
Para responder essa pergunta, estudou-se a C.
deanei um tripanosomatideo modelo (DE
AZEVEDO-MARTINS et al, 2007). O
primeiro passo foi determinar a fase
exponencial e estaciondria do crescimento
axénico desse protozodrio, pois é na fase
estaciondria que ocorre exposicio de PS na
Leishmania sp (WANDERLEY et al., 2006;
ZANDBERGEN et al.,, 2006). O estudo da
curva de crescimento de C. deanei determinou

a fase exponencial e  estaciondria.
Curiosamente ndao houve alteracdio da
morfologia das células, fato comum em
tripanosomatideos em  cultivo  axénico

(FARIA-E-SILVA et al., 1996).

Confirmou-se que o cultivo com SFB induz
minimamente CL (MOTA, 2009). Ademais, a
interacdo de macréfagos com C. deanei na fase
exponencial induziu mais CL no macréfago do
que os cultivado somente com SFB. A inducédo
de CL nos macrofagos foi maior quando foi
realizada interacdo com C. deanei na fase
estaciondria. Esses resultados demonstram que
a interacdo com C. deanei foi capaz de gerar
CL nos macréfagos e que o tempo de cultivo
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desse protozoario aumentou a indugdo de CL.
Esse udltimo resultado favorece a hipdtese do
trabalho. No entanto, em cultivo axénico o
nimero de células necréticas aumenta com o
tempo, portanto, essas células poderiam estar
induzindo os CL. Contudo, verificou-se que a
interacao com C. deanei necrética ndo induziu
CL nos macréfagos. Portanto, a possibilidade
de C. deanei da fase estaciondria induzir mais
CL nos macréfagos pode ser devido a
exposicdo de PS. Sabendo que células
apoptéticas expdem PS na membrana
plasmética (FADOK et al., 1992) e que
também induzem CL (D’AVILA et al.,
2008b), investigou-se a exposicdo desse
fosfolipideo em C. deanei. A andlise por
citometria de fluxo revelou que com o tempo
de cultivo parte da populagdo de C. deanei
expoem PS na membrana. Portanto, é possivel
que esta populagdo seja responsavel pela
indu¢do de CL justamente devido a exposi¢ao
de PS. Novos experimentos estdo sendo
realizados para confirmar tal hipotese.

Conclusao

Mesmo ndo sendo patogénico para
individuos sadios C. deanei induz CL em
macréfagos. Esse protozodrio cultivado por 8
dias induziu mais CL quando comparado ao de
3 dias. Células necréticas que normalmente se
apresentam em culturas envelhecidas, e que
poderiam induzir CL em macr6fagos durante a
interacdo com C. deanei de 8 dias de cultivo,
ndo induzem esta organela. A exposicao de PS
na membrana plasmética de C. deanei aumenta
com o tempo de cultivo. Esses resultados
sugerem que a PS exposta na membrana de C.
deanei pode estar envolvida na indu¢do de CL
em macrofagos.
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