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INTRODUCAO

A leishmaniose Visceral (LV) é causada pelo protozoario Leishmania (Leishmania) chagasi no
Brasil.Varios 6rgaos sado afetados, principalmente aqueles ricos em células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) como o linfonodo, bago, figado e a medula Gssea, porém o0s rins séo
frequentemente sofrem alteragbes (DUARTE, 2000). As altera¢6es renais se caracterizam por nefrite
intersticial e glomerulonefrites, onde sdo observados vérios padrées, havendo predominio de padrbes
proliferativos , devido a um aumento do numero de células intrinsecas do glomérulo, envolvendo
células endoteliais, devido a infiltracdo glomerular de células inflamatorias extrinsecas (TISHER,
1994). Este trabalho tem como objetivo geral cultivar e caracterizar células endoteliais de
camundongos infectados experimentalmente por Leishmania (L.) chagasi, para a realizacdo de
experimentos ‘in vitro” da expressdo de mediadores (moléculas de adesdo e citocinas) que

participam da patogenia da nefropatia da leishmaniose visceral.

METODOLOGIA

Para a cultura de células em cada experimento foram eutanasiados oito camundongos
isogénicos BALB/c machos de aproximadamente 45 dias. Em seguida foi feito deslocamento cervical
nos animais por acdo mecénica manual, submetidos a tricotomia e nefrectomia bilateral. O cultivo de
células mesangiais foi realizado como descrito previamente (Rops, et al., 2004). A suspensdo de
células foi cultivada em meio RPMI suplementado com Soro Fetal Bovino (Cultilab, Brasil) a 20% e
Penicilina-Estreptomicina a 1%. As células em suspensao em meio RPMI completo foram distribuidas
no volume de 5 mL em frascos de poliestireno de 25 cm?, foram mantidas em incubadora com
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C. Ao atingir confluéncia méaxima, as células foram tripsinizadas com 1
mL de solugcdo de Tripsina (Sigma) - Tripsina 0,25%, EDTA 0,2%, preparadas em solucdo de NaCl
0,9% (Current Protocols in Cell Biology, 1998). A nova suspensdo de células foi distribuida em
volume de 5 mL/frasco.

Na quantificacdo relativa da expressdo de mRNA de citocinas camundongos isogénicos
BALB/c foram infectados com amastigotas purificadas de L. (L.) chagasi (MHOM/BR/72/strain 46).
Foram sacrificados aos 7 e 15 dias pés-infeccdo, o rim foi removido para purificacdo de RNA total e
macerado em TRIZOL (Invitrogen, EUA) e depois submetido a transcriptase reversa (RT) para a

obtencdo do cDNA. Realizamos Real Time-PCR com quatro mixes: um mix foi feito primers para



IFN-y e em outro mix com primers para B-actina que serviu como controle endégeno da PCR. A

reacao foi processada no aparelho StepOne Plus (Applied Biosystems, Estados Unidos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O protocolo de cultivo de células foi realizado para a obtencao de cultura primaria de células
glomerulares. Nessa etapa ainda ndo tem como distinguir células endoteliais de demais células
glomerulares (Figura 1). ApOs varias passagens em meios de cultura, as células se tornam
homogéneas e é possivel observar morfologia tipica de células endoteliais. Quarenta e oito horas
depois as células renais proliferaram, raras células apresentaram caracteristicas arredondadas e
algumas células com prolongamentos citoplasmaticos que se estendiam para células adjacentes, e ja

apresentavam subconfluéncia (Figura 2).

Figura 1.Células primarias isoladas de rins de Figura 2. Células priméarias isoladas de rins de

camundongo BALB/c, no momento inicial da camundongo apresentando prolongamentos
cultura (20X). citoplasmaticos, e raras células com

caracteristicas arredondadas. Células com 48h
da cultura. (20X).

Ap6s 72 e 96 horas as células apresentaram populacdo homogénea e
subconfluéncia maior, predominando caracteristicas poligonais (Figura 3). Apés 8 dias de
cultivo as células apresentaram confluéncia total e predominancia de células com
caracteristicas poligonais (Figura 4). Apés esse mesmo periodo a morfologia das células

cultivadas tinha caracteristicas de células endoteliais

Figura 3. Células primarias isoladas de Figura 4.Células primarias isoladasde rins

rins de camundongo com de camundongo com caracteristicas
caracteristicas poligonais e poligonais e confluentes. Células com 8
subconfluentes. Células com 96h da dias de cultivo. (40X).

cultiira (A0X)




As células do 1° subcultivo, apés sete dias de cultivo, apresentaram um crescimento
satisfatorio consequentemente foram tripsinizadas e centrifugadas, sendo que a suspensdo de

células foi expandida em duas outras garrafas, perfazendo o 2° subcultivo.
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Figura 6 A. e 6 B - Razéo da expressdo de mRNA entre IFN-y e B-actina em animais controles (Controle), aos 7 dias e 15
dias pés-infecgdo com L. (L.) chagasi.

A expressdo de mRNA de IFN-y foi significantemente menor no grupo infectado comparado
ao grupo controle aos 7 dias pés-infeccdo (Fig. 6A) , e foi significantemente maior no grupo

infectado aos 15 dias pds-infeccdo comparado aos grupos controle (Fig. 6B).

CONCLUSAO

O cultivo de células endoteliais permitira realizagdo de experimentos para aprofundar o
entendimento de mecanismos envolvidos na imunopatogenia das lesbes glomerulares na LV. A
expressdo variavel de mRNA de |[IFN-y nos diferentes periodos de infeccao sugere que sua

participacdo seja tempo dependente.
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