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Infeccdo de macrofagos por
Leishmania (Leishmania) amazonensis

Macrofagos previamente plaqueados e infectados com formas promastigotas de

Leishmania (Leishmania) amazonenis. Analise de 3 possiveis comparagoes:

A: Macrofagos estimulados ou ndo com a proteina CD100 recombinante;

B: Macréfagos infectados com duas cepas diferentes de L. (L.) amazonensis: PH8 e
LV79;

C: Macroéfagos infectados por 24 e 48 horas.

Procedimento experimental

1. Contagem dos macréfagos em cimara de Neubauer para o plaqueamento
Camundongos sdo sacrificados em camara de CO, para a retirada dos macrofagos
peritoneais residentes ou obtencdo do fémur para retirada das células da medula 6ssea e
posterior diferenciagdo em macrofagos.

Em seguida os macrofagos obtidos sdo contados em camara de Neubauer (Figura 1).

A Camara de Neubauer tem 30 x 70 mm e 4 mm de espessura e duas areas

independentes para contagem (Figura 1).
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Figura 1. Camara de Neubauer



A grade para contagem tem 3 mm x 3 mm e 9 subdivisdes (quadrados) de 1 mm. Para a
contagem de macréfagos usamos os quadrados das extremidades, numerados com “1”

na figura 2.
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Figura 2. Grade de contagem da camara de Neubauer

A laminula usada tem 22 mm de largura, e ¢ colocada sobre o centro da camara,
cobrindo a area central. 10 uL. da suspensdo da célula ¢ aplicada na borda da camara de

Neubauer, em contato com a laminula, de forma que a entrada se dé por capilaridade,

sem formacao de bolhas (Figura 3).
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Figura 3. Aplicagao das células na camara de Neubauer

No microscépio, ¢ localizada a area de contagem e nela os quadrados das extremidades

J4

(“1” na figura 2), contendo 16 quadrados cada. A contagem ¢ iniciada usando um

método zig-zag, como mostrado na figura 4.

Figura 4. Método de contagem em zig-zag
Densidade de células = nimero contado x 10.000 x dilui¢ao



10.000 ¢ a corregdo do volume do quadrado contado para 1mL

Para o experimento de infec¢do de macrofagos com L. (L.) amazonensis sao utilizados 4
ou 8x10° macréfagos por pogo em placas de 24 pogos contendo em seu interior
laminulas circulares de vidro (figura 5) em um volume final de 0,5 mL. As células sdo

incubadas em estufa com 5% de CO, a 37° C para aderirem até o dia seguinte.

Figura 5. Posicionamento das laminulas circulares de vidro em placa de cultivo celular de 24
pogos.

2. Infeccao

No dia seguinte ao plaqueamento dos macrofagos as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis sdo contadas também em Camara de Neubauer. Neste segundo momento,
os parasitas sdo contados usando os quadrados centrais, numerados com “3” na figura 2.
Para este ensaio sdo utilizadas 5 promastigotas para cada macrofago plaqueado
(propor¢do 5:1). O volume correspondente a quantidade de Leishmania desejada ¢
coletado e centrifugado por 10 minutos a 250 xg. O sobrenadante ¢ desprezado e os
parasitas ressuspensos em meio e transferidos para os pocos com macrofagos. A placa ¢
incubada em estufa com 5% de CO, a 34°C por 4 horas para que ocorra a infec¢do dos
macrofagos. Apos este periodo o meio de cultivo € trocado para a remogao dos parasitas
que ndo infectaram as células e estas mantidas sob as mesmas condic¢des até o periodo

que se pretende analisar a infeccao.

3. Coloracao
Apos o periodo de incubagdo que se pretende analisar a infec¢do, o meio de cultivo das
células infectadas ¢ retirado e ¢ adicionado metanol por 3 minutos para a fixagdo das

mesmas. As células sdo entdo coradas com panoético, corante utilizado em andlises



laboratoriais, realizado em duas etapas: primeiro ¢ adicionado o corante rosa, que cora o
citoplasma das células; ele ¢ retirado e adicionado o segundo corante, o roxo, que cora o
nicleo celular, o corante ¢ retirado, as laminulas sdo lavadas duas vezes com agua
destilada e deixadas a temperatura ambiente para que sequem completamente. Apds
esse procedimento as laminulas sdo coladas em ldmina com meio de montagem
Entellan®. Apos a secagem completa as ldminas podem ser analisadas em microscopio

optico com objetiva de imersao (100x)

4. Contagem e determinacio do indice de infecciao

Para a andlise das laminas e determinacdo da porcentagem de macrofagos infectados
(MI), nimero de amastigotas por macréfago infectado (AMA) e indice de infec¢ao
serdo necessarios 3 contadores de célula: um para contar o nimero de macréfagos nao
infectados outro para contar o numero de macrofagos infectados e o terceiro para contar
o niimero de amastigotas presente nos macrofagos. Serdo contados 100 macréfagos por
laminula e determinada a proporcdo de macrofagos infectados e a quantidade de

amastigotas em 100 macrofagos. O indice de infec¢do corresponde ao produto da

proporcdo de macrofagos infectados pela média do nimero de amastigotas por

macréfago infectado: II= MI x AMA.
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Comparacao:

[ ]: macréfagos estimulados ou ndo com a proteina CD100
[ ]: macréfagos infectados com cepas PH8 e LV79
[ ]: macréfagos infectados por 24 e 48h

Determinar para cada condi¢cdo média e desvio de:
- % de macrofagos infectados
- amastigotas/macrofago infectado

- indice de infecgdo

Plotar em histograma, analisar a significancia estatistica (por teste t) e discutir o
resultado obtido.



