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RESUMO

APOPTOSE NA LEISHMANIOSE EXPERIMENTAL MURINA: O MODELO DO
CAMUNDONGO CBA. CLAUDIO PEREIRA FIGUEIRA. Apoptose € um tipo de morte
celular geneticamente regulada, com caracteristicas morfolégicas e bioquimicas
especificas, essencial na organogénese e na manutencdo da homeostase do
organismo. Este evento celular também esta envolvido na patogénese de diferentes
doencas. Nas doencas parasitarias, como na doenga de Chagas, tem sido
demonstrada a importancia deste evento para o estabelecimento da infecgao pelo
Trypanosoma cruzi. Na leishmaniose, poucos trabalhos tem investigado a
participagdo da apoptose nos mecanismos de resisténcia e susceptibilidade desta
doencga. NOs avaliamos a ocorréncia deste evento no modelo de leishmaniose murino,
utilizando camundongos isogénicos CBA infectados com L. amazonensis, para as
quais sao susceptiveis, ou L. major, para as quais sao resistentes. Diferente de outros
modelos que utilizam camundongos com background genético distintos, este modelo
permite apontar para fatores relacionados ao parasito que possam estar determinando
o padrao de resposta. Foram utilizadas diferentes técnicas para a detecgao da
apoptose em diferentes fases deste processo. Células do linfonodo de drenagem
foram avaliadas no intervalo de 7 a 42 dias de infeccdo. Nés observamos através da
contagem com a coloragdo de azul de tripan, que houve um aumento no nimero de
células mortas nos linfonodos dos animais infectados com L. amazonensis, porém em
relacdo ao numero de células totais, o percentual de células mortas foi semelhante
entre os dois grupos. Através da andlise na citometria de fluxo com marcagao com
anexina-V, verificou-se baixa frequéncia de células apoptéticas, tanto em células totais
como em linfécitos T CD4+ e TCD8+. Porém, verificou-se uma diminuicdo na
frequéncia de células CD4+ nos animais infectados. Na andlise in situ através da
marcagdo com a técnica de TUNEL, observou-se com sete dias um maior numero de
células apoptéticas nos animais infectados com L.major e com 21 dias um maior
namero de células em apoptose nos animais infectados com L. amazonensis, no 42°
dia ndo houve diferencas entre os grupos. Na microscopia eletrbnica foram
evidenciados os aspectos tipicos de apoptose nos dois grupos, sendo que foram
observados com maior frequéncia macréfagos com corpos apoptéticos nos linfonodos
dos animais infectados com L. amazonensis no 42° dia. A analise histopatoldgica
mostra aumento no nimero de macrofagos com 42 °© dia nos animais infectados com
L. amazonensis. Os dados apresentados mostram diferengas na cinética e na
frequéncia da ocorréncia de apoptose na resposta de resisténcia e de susceptibilidade.

Palavras Chaves: Leishmaniose. Camundongo isogénico. Apoptose. Leishmania
amazonensis. Leishmania major .




ABSTRACT

APOPTOSIS IN MURINE EXPERIMENTAL LEISHMANIASIS: THE CBA MOUSE
MODEL. CLAUDIO PEREIRA FIGUEIRA Apoptosis Is a type of genetically regulated
cell death, with specific morphological and biochemical characteristics, and it is
essential in organogenesis and maintenance of homeostasis of the organism. This
cellular event is also involved in the pathogenesis of different diseases. In parasite-
caused diseases, such as Chagas’ disease, the importance of this event for the
establishment of infection by Trypanosoma cruzi has been demonstrated. In
leishmaniasis, few studies have investigated the participation of apoptosis in the
mechanism of resistance and susceptibility in this disease. We evaluated the
occurrence of this event in the murine leishmaniasis model, using isogenic CBA mice
infected with L. amazonensis, to which they are susceptibie, or L. major, to which they
are resistant. Different from the other models that use mice with distinct genetic
background, this model allows the identification of factors related to the parasite which
could be determining the response pattern. Different techniques were used for the
detection of apoptosis in different phases of this process. Cells from the draining
lymph node were evaluated in intervals of 7 to 42 days of infection. We observed,
through counting with tripan blue coloring, that there was an increase in the number of
killed celis in the lymph nodes of the animals infected with L. amazonensis, however, in
relation to the total number of cells, the percentage of killed cells was similar between
both groups.Through the analysis of flow cytometric staining with annexin-V, a low
frequency of apoptotic cells, both in total cells and in T CD4+ and CD8+ lymphocytes
was detected. However, a decrease in the frequency of CD4+ cells in the infected
animals was detected. The in situ analysis through staning with TUNEL technique
displayed a higher number of apoptotic cells in the infected animals with L.major for 7
days, and at 21 days a higher number of cells in apoptosis in the animals infected with
L. amazonensis, on the 42™ day there was no difference between the groups. In
electronic microscopy the typical aspects of apoptosis were evidenced in both groups,
but macrophages were with apoptotic bodies in the lymph nodes were observed with
more frequency in the animals infected with L. amazonensis on the 42" day. The
histopathologic analysis showed an increase in the number of macrophages on the
42™ day in the animals infected with L. amazonensis. The data presented show
differences in kinetics and frequency of occurrence of apoptosis in resistance, as well
as susceptibility.

Key Words: Leishmaniasis. Isogenic Mice. Apoptosis. Leishmania amazonensis.
Leishmania major.
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1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS

As leishmanioses est&o distribuidas em varias areas do mundo, ocorrendo
em regides tropicais e subtropicais de todos continentes, exceto a Australia.
Segundo a OMS existem 12 milhdes de casos de leishmaniose no mundo,
distribuidos em 88 paises. A incidéncia € de 2 milhdes de casos anuais de
leishmaniose cutanea. No continente americano, ela se distribui amplamente,
sendo que no Brasil apresenta um dos maiores numeros de casos e esta em
franco crescimento, tanto em magnitude, como em expansdao geografica
(LEISHMANIASIS..., 2002).

Esta zoonose é causada por protozoarios do género Leishmania, tendo
como reservatorio o cdo, roedores e outros mamiferos. A transmissao ocorre
através da picada do inseto vetor infectado, o flebétomo. A leishmaniose que
inicialmente so afetava o homem por acidente, quando ele invadia os ec6topos
naturais dos reservatérios silvestres durante as derrubadas das matas, passou a
sofrer um processo de endemizacdo em areas de colonizagdo antiga, como
resultado da adaptagao do parasito ao ambiente domiciliar, principalmente devido
a presenca dos animais domésticos (BRASIL, 1999).

A doenca é causada por diferentes espécies de Leishmania que s&o
capazes de produzir variadas manifestagées clinicas, sendo o resultado da
infeccao dependente tanto da resposta imune do hospedeiro como da espécie

infectante (GRIMALDI & TESH, 1993).
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A busca pela compreensdo dos mecanismos imuno-patogénicos desta
doenca através de diferentes abordagens, inclusive através de modelos
experimentais, tem sido um caminho para a construcio de estratégias para a

interrupcao da transmissao e na melhoria do tratamento.

1.2 O PARASITO

Leishmania sao protozoarios do género Leishmania, familia
Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida. Ela apresenta duas formas evolutivas
no seu ciclo de vida, que alterna entre o vetor invertebrado (Flebotomineo —
Diptera: Psycodidae) e o hospedeiro mamifero, incluindo o homem. A forma
promastigota possui um flagelo, formato alongado e sobrevive no meio
extracelular, colonizando o sistema digestdrio do flebotomineo, enquanto a forma
amastigota possui um resquicio do flagelo, formato arredondado e sobrevive no
fagolisossomo de macrofagos do hospedeiro mamifero (BITTENCOURT &
BARRAL-NETO, 1995).

Durante o desenvolvimento no flebotomineo podem ser observadas pelo
menos cinco formas diferentes de promastigotas, a prociclica, a néctomonade,
haptomonade, paramastigota e a metaciclica (BATES, 1994). Estas formas estao
presentes em diferentes regides do sistema digestério do fleb6tomo e somente a
forma metaciclica é capaz de infectar o hospedeiro mamifero.

Existe uma grande diversidade no género Leishmania, porém
morfologicamente as diferentes espécies sdo semelhantes. A classificacdo é

baseada de acordo com o desenvolvimento das espécies de Leishmania no
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aparelho digestério do fleb6tomo. O género é subdividido em dois subgéneros, o
subgénero Leishmania e o Viannia (LAINSON & SHAW, 1987). As .espécies do
subgénero Leishmania desenvolvem-se nos insetos vetores na regido
supraperipilaria. Fazem parte deste subgénero os complexos Leishmania
donovani e Leishmania mexicana. Ja as espécies do subgénero Viannia
desenvolvem-se na regido peripilaria dos insetos vetores. O complexo Leishmania

braziliensis faz parte deste subgénero.

1.3 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida da Leishmania é heteroxénico. O flebétomo fémea, ao picar
o hospedeiro mamifero infectado, ingere células contendo Leishmania na forma
amastigota. Uma membrana peritréfica & formada no estdmago do flebétomo,
envolvendo o sangue ingerido. As células infectadas se rompem e liberam as
amastigotas que se diferenciam em promastigotas prociclicas. Dentro da
membrana peritréfica as promastigotas se multiplicam por divisao binaria e ap6s
aproximadamente trés dias da ingestao elas escapam da membrana e migram
para o aparelho bucal do vetor. Neste local, apds cinco dias, observam-se as
formas promastigota metaciclica, posicionadas numa regido que facilita sua
transmissdo no momento do repasto sanguineo do flebétomo fémea (BATES,
1994).

Ao picar 0 hospedeiro mamifero para se alimentar, o fleb6tomo transmite a
Leishmania. O vetor provoca um hematoma no local da picada, 6riginado da

laceragao de vénulas superficiais na derme do mamifero, onde sdo langadas as
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formas infectantes da Leishmania juntamente com a saliva do flebdtomo
(RIBEIRO, 1995). Apds a inoculacéo, as promastigotas metaciclicas interagem e
resistem aos fatores séricos opsonizantes e ao complemento (BRITTINGHAM et
al.,, 1995) o que favorece a sua fagocitose por macréfagos, principal célula que
alberga este parasito no hospedeiro mamifero. No vacuolo parasitéforo a
Leishmania promastigota diferencia-se na forma amastigota, sobrevive e
multiplica-se por divisdo binaria até a morte do macréfago, quando séo liberadas
para 0 meio extracelular, sendo fagocitadas por outros macrofagos, mantendo

assim a infecgao.

1.4 INTERACAO HOSPEDEIRO - LEISHMANIA

A capacidade de a Leishmania evitar sua destruicdo em diferentes
ambientes hostis no decorrer do ciclo de vida permite o estabelecimento da
infeccdo nos hospedeiros. A participagdo de moléculas de superficie e secretadas
da Leishmania representam um papel importante nesta fase. Moléculas como o
lipofosfoglicano (LPG) e a metaloproteinase GP63, ambas presentes na superficie
do parasito, bem como fosfoglicanos (PGs), proteofosfoglicanos (PPG) e fosfatase
acida secretada (SAP), que sdo moléculas exportadas, tém papéis importantes na
manutengao da infecgéo tanto no flebotomineo quanto no mamifero.

O LPG foi identificado em promastigotas de todas as espécies de
Leishmania ja estudada como o principal glicoconjugado de superficie destas
células (TURCO,1992). No entanto, na forma amastigota esta molécula é

expressa em um menor nimero de copias, sendo que na L. mexicana e na



Leishmania donovani o LPG nao é expresso, € na Leishmania major a capacidade
de expressao é preservada (BAHR et al., 1993). O LPG é constituido por trés
segmentos. Uma ancora lipidica de glicofosfatidilinositol (GP1), que é ligada a
membrana plasmatica do parasito, um nucleo intermedidrio de hexasacarideo e
um segmento mais externo constituido de dissacarideos fosforilados. Esta
molécula apresenta estrutura Unica nas Leishmanias. Esta presente em toda
superficie do parasito inclusive no flagelo. O Ultimo segmento varia entre espécies
(ILG et al., 1992), e é responsavel pela atividade bioldgica do LPG, como a ligagéo
ao epitélio da mucosa do sistema digestivo do flebotomineo durante a
metaciclogénese (VIEIRA et al., 1996).

Muitas atividades relacionadas a viruléncia tém sido atribuidas ao LPG,
tanto no hospedeiro vertebrado como no invertebrado, a exemplo de: inibicao de
proteases do sistema digestivo do flebotomineo (SCHLEIN et al., 1990), ligacao de
promastigotas a parede do estdmago do vetor (PIMENTA et al., 1992), resisténcia
a lise mediada por complemento no sangue (PUENTES et al., 1988), ligacéo e
entrada no macréfago hospedeiro (HANDMAN & GODING, 1985) e inibigdo de
vias de transdugédo de sinais em macréfagos (DESCOTEAUX et al,, 1992). Sacks
et al. (2000), utilizando leishmanias transgénicas que ndo expressavam enzimas
chaves na biossintese do LPG e do PPG, confirmaram a importancia do LPG para
a ligagdo de promastigotas a mucosa do sistema digestdrio do flebétomo, no
entanto, foi verificada apenas na molécula de PPG a atividade inibitéria das
enzimas digestivas do inseto vetor. |

Os proteofosfoglicanos sao glicoconjugados que apresentam unidades de

fosfoglicanos (PG), semelhante ao LPG, acopladas a uma molécula de proteina. A
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leishmania sintetiza e secreta diferentes glicoconjugados em diferentes fases do
seu ciclo de vida (ILG et al., 2000).

O PPG filamentar (fPPG) é secretado pela Leishmania na forma
promastigota através da bolsa flagelar e tende a se agregar e formar uma malha
destas moléculas filamentosas. Na L. major, na qual esta molécula esta bem
caracterizada, o fPPG é constituido predominantemente de fosfoglicanos (~ 96%
p/p) e pequena quantidade de aminoacidos (~4% p/p). O fPPG apresenta um
papel essencial no sucesso da colonizagdo do fleb6tomo e possui agao sobre
macréfagos do hospedeiro mamifero, suprimindo a producéo de TNF-a, um efeito
potencialmente benéfico para a invasdo de promastigotas. Por outro lado, o fPPG
tem acao sinérgica com IFN-y na producdo de éxido nitrico, que possui agao
leishmanicida (PIANI et al., 1999)

Amastigotas de L. mexicana nao sintetizam LPG, mas secretam PPG
denominado amastigota PPG (aPPG), dentro do vacuolo parasitéforo do
macréfago hospedeiro. Esta molécula estd presente em altas concentragoes nas
lesoes teciduais de camundongos infectados com L. mexicana e acumula-se no
vacuolo parasitéforo do macrofago parasitado, contribuindo para a sua enorme
expansdo, aspecto tipico de macroéfagos infectados com L. mexicana ou por L.
amazonensis (PETERS et al., 1997). O aPPG, embora presente em abundancia,
ndo induz uma resposta humoral ou celular em anlmais infectados. Esta
propriedade pode ser atribuida a dificuldade do seu processamento por APC em
funcéo da sua complexa glicosilagdo, levando a inibicdo da sua apresentacgéo ao

sistema imune (AEBISCHER et al., 1999). Uma propriedade importante do aPPG



é ativagdo do complemento através da via da “mannose-binding lectin” (PETERS
et al., 1997). Devido a sua grande capacidade de ativar esta via do cémplemento,
a liberagdo desta molécula no meio extracelular através da ruptura da célula
parasitada ou através da sua exportacdc por trafico vesicular, pode exaurir
localmente C3 e ajudar o parasito a evitar a lise por compiemento. A ativacao
continua desta via na lesao também pode levar ao acimulo de C3a, C4a e
possivelmente C5a, os quais sdo potentes agentes quimiotaticos para mondcitos,
e pode contribuir para o recrutamento de novas células hospedeiras para o sitio da

infeccdo (PETERS et al., 1997).

1.5 LEISHMANIOSE

Baseadas na forma clinica as leishmanioses podem ser divididas em dois
grupos: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV). A forma
tegumentar apresenta diferentes manifestagdes  clinico-imuno-patoldgicas
(BRYCESON, 1969) com grau de gravidade que alterna entre pequenas lesoes
autocicatrizantes a lesdes deformantes. Com base nos aspectos clinicos, a
leishmaniose tegumentar pode ser subdividida nas formas cutdnea localizada
(LCL), cutdnea-mucosa (LCM), cutanea-difusa (LCD) e cutdnea disseminada.

Diferentes espécies de Leishmania podem provocar formas diversas da
doencga. Parasitos do complexo L. donovani estdo relacionadas, tanto no Novo
quanto no Velho Mundo, com a forma visceral caracterizada pela infecgao de
células do sistema fagocitico mononuclear de 6rgéos internos como figado, baco,

e medula 6ssea. No Novo Mundo, a infecc@o pela L. chagasi é a principal causa



da leishmaniose visceral e a L. donovani no Velho Mundo (BITTENCOURT &
BARRAL-NETO, 1995).

Os parasitos que causam a forma tegumentar no Novo Mundo estao
agrupados nos complexos Leishmania braziliensis e Leishmania mexicana.
Parasitos do complexo L. braziliensis causam LCL e MCL enquanto que parasitos
do complexo L. mexicana nao envolvem geralmente a mucosa, causando lesdes
limitadas e autocicatrizantes. A L. braziliensis € responsavel pelas formas mais
graves da leshmaniose cutdnea. A L. amazonensis causa lesdo Unica ou um
numero limitado de lesoes, porém esta associada menos freqlientemente as forma
LCM, LCD e LV. A infecgao por L. mexicana apresenta entre 40% a 93% dos
casos com lesdo Unica autocicatrizante, mas causa também LCD. No Velho
Mundo, as trés principais espécies causadoras desta doenga séo a L. tropica, a L.
aethiopica e a L. major. A L. aethiopica esta associada a LCD e a LCM. A L. major
induz doenga menos grave e autolimitada quando comparada com os agentes do
Novo Mundo e confere protegao contra reinfecgdes (BITTENCOURT & BARRAL-
NETO, 1995).

Na LCL, as lesoes surgem no local da picada do fleb6tomo como uma
pequena papula que desenvolve em um néddulo uicerado no centro. Podem ocorrer
lesbes cutdneas unicas ou multiplas, geralmente localizadas e ulceradas, sendo
que a forma mais freqiiente € uma ulcera de borda elevada e fundo plano, que
cicatriza espontaneamente ou tem curso indolente. Menos frequentemente, as
lesdes podem aumentar de tamanho, tornarem-se nodulares ou verrucosas. Estas

formas podem sofrer ulceragbes ou ndo (GRIMALDI, 1982).
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Nos pacientes com LCM, a lesdo mucosa pode aparecer algumas semanas
ou anos apos o desaparecimento da lesdo inicial, devido a um provavel quadro de
disseminagdo hematogénica do parasito, para sitios da mucosa nasal, palato,
Gvula, faringe e labio superior, causando destruicdo desses sitios e podendo
ocorrer perfuracdo do septo nasal. Alguns autores, frente a natureza cronica e
destrutiva da LCM, tém considerado essa forma clinica como o pdlo hiperérgico da
doenca devido a intensa resposta imune mediada por células aos antigenos de
Leishmania (CARVALHO et al., 1985).

Os pacientes com as formas LCL e LCM desenvolvem ‘resposta de
hipersensibilidade tardia a antigenos do parasito, apresentando reagdo de
Montenegro positiva e producdo reduzida de anticorpos especificos. As lesGes
apresentam pouco ou nenhum parasito, freqientes granulomas, necrose, vasculite
e hiperplasia da epiderme. Os pacientes em geral respondem ao tratamento
(CASTES et al., 1983)

Na LCD as lesdes evoluem formando papulas, nédulos ou infiltragoes
difusas, de distribuicdo simétrica na face, tronco e membros, podendo disseminar-
se para todo o corpo, sendo que o comprometimento da mucosa € ausente ou
superficial. Nestes casos verifica-se disseminagdo do parasito de um sitio para
outro através do sistema linfatico, sem ocorrer visceralizagao (BITTENCOURT &
BARRAL-NETO, 1995; MAUEL & BEHIN, 1981). Os pacientes com esta forma da
doenca n&o desenvolvem resposta de hipersensibilidade tardia a antigenos do
parasito, apresentando reagdo de Montenegro negativa, caracterizando assim
auséncia de resposta imune celular contra o parasito, no entanto eles

desenvolvem altos niveis de anticorpos, demonstrando resposta humoral intensa
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(CASTES et al, 1983). As lesdes destes pacientes apresentam acumulo de
macrofagos vacuolados repletos de parasitos, auséncia de granulomas e
epiderme geralmente atrofica. Os pacientes ndao curam da doenga com O

tratamento, tendo alternancia de melhoras e agravamento do quadro.

1.6 O MODELO MURINO

O desenvolvimento de modelos experimentais em camundongos isogénicos
para o estudo da leishmaniose tem contribuido para o melhor entendimento da
patogénese desta doencga. Nos ultimos anos, varios estudos tém se acumulado,
explorando os modelos de resisténcia e susceptibilidade de diferentes linhagens
de camundongos infectados com diferentes espécies de Leishmania (BOGDAN et
al., 1996). O uso de camundongos “knockout”, depletadatos de genes especificos,
também tem sido utilizado como mais uma ferramenta na compreensao de certos
aspectos imunolégicos da leishmaniose experimental murina.

Algumas caracteristicas das manifestagoes clinicas na doenga humana séo
reproduzidas em varias linhagens de camundongos. As linhagens de
camundongos considerados resistentes desenvolvem um padréo que se
assemelha a LC localizada. No curso da infecgao, desenvolvem lesbes pequenas
locais, sdo capazes de destruir os parasitos e de montar uma resposta imune
protetora evoluindo para a cura espontanea da infecgao. Os estudos histologicos
mostram a presenca de reagdo granulomatosa na lesdo, associada a um numero
pequeno de parasitos. Ja as linhagens consideradas como modelos

susceptibilidade desenvolvem lesbes progressivas, ulceradas, podendo evoluir
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com visceralizagdo e morte. Ha intenso parasitismo no local de inoculagdo e
necrose litica. Algumas linhagens de camundongos desenvolvem resposta
intermedidria, as lesbes pequenas persistentes, apresentam parasitismo
relativamente grande, mas a infecgdo ndo é fatal (ANDRADE et al., 1984,
BRADLEY & KIRKLEY, 1977; PEREZ et al., 1978).

Estudos caracterizando a resposta imune das linhagens resistentes e
susceptiveis verificaram o desenvolvimento de uma resposta polarizada para um
dos tipos de finfocitos T CD4*, Th1 ou Th2. A subdivisdo em linfécitos Th1 e Th2 é
baseada no padrao de citocinas que eles produzem. Linfocitos TH1 produzem
interferon-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), enquanto linfécitos Th2 produzem (L-4 e
IL-5. A imunidade protetora depende da indugdo de linfécitos T produzirem
citocinas Tht que ativam macréfagos a matar organismos intracelulares,
principaimente através do mecanismo mediado por 6xido nitrico (NO). Um fator
importante no estabelecimento de uma resposta Th1 ou Th2 séo as citocinas
locais, presentes nas primeiras horas da infecgéo. A IL-12 é uma das citocinas que
contribui significativamente para uma montagem de uma resposta Th1(HEINZEL
et al., 1995; HANDMAN, 2001).

Alguns trabalhos apontam para um papel importante das células T CD8" no
controle da infeccdo no modelo murino da leishmaniose. Estas células s&o
produtoras de IFN-y, contribuindo para a definicdo de uma resposta Th1 e para
ativagdo de macréfagos parasitados, além da sua atividade citotdxica, através da
via Fas-FasL ou da liberagao de granulos de perfurina. A deplegéo das células T

CD8* com anticorpos monoclonais, exacerba as lesées de camundongos
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resistentes e susceptiveis, por outro lado foi também demonstrado que
camundongos desprovidos de linfécitos T CD8" conseguem controlar infecgao por
L. major e montar resposta Th1(TITUS et ai., 1987; BELKAID et al., 2002; HUBER

et al., 1998).

1.7 O MODELO DO CAMUNDONGO CBA

Camundongos CBA infectados com L. major ou L. amazonensis
apresentam perfis de resposta imune e tecidual distintos. O perfil de resisténcia
desses camundongos na infecgdo por L.major correlaciona-se com fenétipo Thi,
com produ¢do aumentada de IFN-y, enquanto o perfil de susceptibilidade
observado na infecgao por L. amazonensis esta relacionado com o fenétipo Th2,
com produgao aumentada de IL-4 (LEMOS DE SOUZA et al., 2000).

Os aspectos histopatologicos mostram padroes de resposta teciduais no
sitio de infec¢do e no linfonodo de drenagem que se correlacionam com
resisténcia e susceptibilidade semelhantes aos descritos em outros modelos
(ANDRADE et al., 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987). Os camundongos
infectados com L. amazonensis apresentam um infiltrado inflamatério macrofagico
difuso, monomdrfico, com intenso parasitismo, areas de necrose litica, micro-
abcessos e llceras. Nos animais infectados com L. major observa-se um infiltrado
mononuclear misto, com aumento progressivo do numero de linfécitos na leséo,
fibrose, necrose fibrindide e formacao de granulomas, que culmina na cura

espontanea das lesdes compostas principalmente de macréfagos.
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Os linfonodos de drenagem também apresentam diferencas importantes, a
depender da espécie de Leishmania infectante. Observa-se nos camundongos
infectados com L. amazonensis acamulo de células macrofagicas na zona cortical,
sendo varias delas parasitadas ou carreando antigeno no seu citoplasma. O
namero destas células aumenta progressivamente, modificando a arquitetura do
linfonodo. Muitos plasmoécitos sdo também observados. Os camundongos
infectados com L. major apresentam macréfagos com aparéncia epitelidide

formando granulomas que ficam espalhados no parénquima do linfonodo.

1.8 APOPTOSE

1.8.1 Breve Historico

A morte celular tem sido alvo de estudos ha varios anos. Desde o final do
século XIX existem trabalhos investigando as caracteristicas deste evento celular.
Um tipo de morte celular distinto, caracterizado por ntcleo com condensagéo de
cromatina, formando “meia-lua” em células epiteliais de foliculos ovarianos, foi
observado em trabalho de Fleming em 1885, que propds 0 nome de cromatolise.
Graper em (1914), analisando este mesmo fendmeno, propds a existéncia de um
mecanismo contrario a mitose e que a cromatolise poderia ser a forma de eliminar
as células fisiologicamente. Em 1965, Kerr induzindo atrofia em figado de rato,
observou e caracterizou morfologicamente um tipo de morte celular no qual as
células sofriam encolhimento do citoplasma e nucleo, condensagao de cromatina e
liberacao de corpos apoptéticos (GRANVILLE et al., 1998 apud KERR, 1965).

Anos mais tarde, um trabalho publicado por Kerr, Wyllie e Currie, prop6s o termo
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apoptose para o tipo de morte celular descrito por Kerr. Este termo de origem
grega que significa “folhas caindo” faz alusao a liberagdo de fragmentos celulares
das células apoptéticas (GRANVILLE et al., 1998 apud KERR et al., 1972).

Wyilie (1980), mostrou que células apoptéticas séo clivadés em sitios
internucleossomais por uma nuclease enddgena e associou o padrao
eletroforético do DNA em escada com a célula em apoptose, surgindo assim um
marcador bioquimico para apoptose (apud CUMMINGS et al., 1997; GRANVILLE
et al., 1998). Horvitz, utilizando o modelo do C. elegans, evidenciou a presenga de
genes especificos envolvidos na apoptose (HORVITZ et al., 1994; YAUN et al,,
1993). Vérios trabalhos foram publicados na década 90 de forma exponencial,
abordando os mecanismos da apoptose tendo em vista o seu envolvimento em
neoplasias e doencas neurodegenerativas, tendo aplicagdes potenciais na terapia

e diagndsticos destas doengas (MAJNO & JORIS, 1995).

1.8.2 Apoptose x Necrose

A apoptose, portanto, com a evolugao desses estudos, € definida como um
tipo de morte celular que é geneticamente regulada, com caracteristicas
morfologicas e bioquimicas especificas e € essencial na organogénese e na
manutencdo da homeostase do organismo. Este evento celular pode ser
desencadeado ou inibido por uma variedade de estimulos que podem ser
extrinsecos ou intrinsecos. Dentre os fatores inibitérios estdo os fatores de
crescimento, matriz extracelular, infecgao por alguns virus como o Epstein-Barr e
alguns agentes farmacoldgicos. Ja entre os fatores indutores estdo citocinas como

o TNF-a e TGF-8, o ligante de Fas, glicocorticoides, infecgdo virai, toxinas
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bacterianas, célula T citotéxica, drogas quimioterapicas, radiagdo gama e UV,
dentre outros (THOMPSON, 1995). Um dos eventos bioquimicos iniciais da célula
em apoptose é a inversao da fosfatidilserina para por¢cao externa da membrana
plasmatica. O reconhecimento deste fosfolipidio por fagécitos permite a rapida
retirada das células apoptéticas, evitando o extravasamento do conteudo celular
para o meio externo, fazendo que a eliminagdo destas células ocorra sem
resposta inflamatéria (FADOK et al., 1992).

Por outro lado, a morte celular acidental ou por necrose resulta de uma
lesdo aguda na célula, provocando perda da integridade da membfana celular,
que pode ser desencadeada por exemplo, por hipdxia ou stress oxidativo. A célula
em necrose sofre aumento de volume e lise, com liberacdo do conteddo
citoplasmatico induzindo assim resposta inflamatéria. No tecido, as células em
necrose estdo presentes em grupos enquanto que as células em apoptose estao

presentes de forma pontual ou isolada (MAJNO & JORIS,1995).

1.8.3 Mecanismo da Apoptose

As alteragoes morfoldgicas observadas nas células apoptdticas séo
resultantes principalmente da agao de um grupo de proteases denominadas de
caspases. Estas enzimas fazem parte de uma familia de proteases conservadas
evolutivamente encontradas do Caenorhabditis elegans ao homem. Elas se
caracterizam por apresentarem um residuo de cisteina no seu sitio ativo que cliva
especificamente ligagoes peptidicas entre o acido aspartico e outro aminoéacido na
proteina. Sintetizadas como precursores latentes ou procaspases, as caspases

sdo convertidas para a forma ativa durante a apoptose por um processo
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proteolitico regulado intrinsecamente (EARNSHAW et al., 1999; CHANG & YANG,
2000).

As caspases sao classificadas em duas subfamilias baseada na
similaridade entre as sequéncias dos dominios das proteases. A éubfamilia da
caspase 1, composta de caspase 1, 4, 5 e 13, parece estar envolvida
predominantemente no controle da inflamacéo. A subfamilia da caspase 3,
composta da caspase 3, 6, 7, 8, 9 e 10, é especializada primariamente na
apoptose (EARNSHAW et al., 1999).

A ativacdo das caspases requer processamento proteolitico por outras
proteases, freqlientemente outras caspases, ou por clivagem autocatalitica para
produzir sua forma ativa. As caspases funcionam em cascata, tendo caspases
iniciadoras, como a caspase-8, caspase-2 e caspase-9, que sao ativadas pela sua
interacdo com adaptadores de caspases. Uma vez ativadas, as caspases
iniciadoras processam € ativam uma ou mais caspases efetoras, como a caspase-
3. As caspases efetoras entédo clivam varias proteinas celulares, levando a célula
a apoptose (GRANVILLE et al., 1998; EARNSHAW et al., 1999; CHANG & YANG,
2000; REED, 2000).

A caspase-3 funciona como uma caspase efetora comum para diferentes
cascatas de ativagdo de caspases. Esta caspase ativada cliva e inativa o inibidor
da deoxiribonuclease ativada por caspase (CAD), levando a CAD a entrar no
nicleo e degradar o DNA cromossomal. Além disto, diversas proteinas celulares
sdo clivadas pela caspase-3, incapacitando assim importantes estruturas

celulares (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997).
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As proteinas que controlam diretamente as vias de ativagdo das caspases
apresentam-se em familias que podem ser reconhecidas pela similaridade da
sequéncia de aminoacidos e/ou sua similaridade estrutural. Interagoes entre estas
proteinas sdo comumente mediadas por dominios que estdo intimamente
associadas com a regulagdo da apoptose, como o dominio de recrutamento
associado a caspase (CARDs), dominios da morte (DDs), dominios efetores da
morte (DEDs), dominio das proteinas da familia Bcl-2 e dominios das proteinas da
familia IAP (proteinas inibitérias da apoptose) (REED, 2000).

Muitas proteinas pro-apoptéticas estao presentes na mitocéndria, tornando
esta organela nao s6 importante para a viabilidade celular através da sintese de
ATP, mas também pelo processo de morte celular (HENGARTNER, 2000). O
comprometimento da permeabilidade da membrana mitocondrial representa um
dos mecanismos comuns da morte celular tanto por apoptose como por necrose
(KROEMER & REED, 2000). No processo apoptotico as proteinas da familia Bcl-2
atuam no controle da permeabilidade da membrana mitocondrial. Uma das
funcdes chaves destas moléculas é regular a liberagéo de fatores pré-apoptéticos,
em particular o citocromo ¢, do compartimento intermembranar da mitocondria
para o citosol. O citocromo ¢ juntamente com Apaf-1, formam um complexo com a
caspase -9, o apoptossémo, que por sua vez ativa a caspase-3 (HENGARTNER,
2000).

A familia de proteinas Bcl-2 é composta de 12 proteinas, sendo que a
expressao de algumas proteinas desta familia inibe a apoptose, como a Bcl-2 e a

Bcl-x., e outras a promovem, como a Bax. O mecanismo de agédo destas proteinas
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no controle da permeabilidade da mitocondria envolve a formagao de canais na

membrana mitocondrial (HENGARTNER, 2000).

1.8.4 Apoptose no Sistema Imune

A apoptose possui um papel importante na manutencao da homeostase do
sistema imune. Nos érgaos linfdides primarios, como medula éssea, figado e timo,
a eliminacdo de precursores celulares que nao sofreram rearranjo ou com
rearranjos aberrantes ou ainda com receptores nao funcionais ocorre através da
apoptose. Além disto, apoptose é essencial para eliminagao de células T auto-
reativas no timo, sendo, portanto, um mecanismo para garantir a auto-tolerancia
central. Nos drgaos linfoides periféricos, tais como linfonodo e bago, a eliminagéo
de células T e B por apoptose é outro mecanismo que garante a auto-tolerancia e
regula negativamente o excesso da resposta imune (KRAMMER et al., 1994).

Muitos receptores envolvidos no desencadeamento da apoptése tem sido
descritos. Os receptores TNF-R1(p55), DR3 (APO-3/TRAMP/Ws1-1/LARD), DR4
(TRAIL-R1), DR5 (TRAIL-R2) e Fas (APO-1/CD95) compdem uma subfamilia de
receptores da superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), denominados de
receptores da morte (SCAFFIDI et al., 1998). Membros desta familia contém
dominio extra-celular rico em cisteina, e um dominio da morte (DD) na porcéo
intra-celular (VAN PARIJS et al., 1996).

Dentre os receptores da morte o Fas possui um papel importante no
sistema imune, sendo descrita a sua participacdo no mecanismo de apoptose em
diferentes etapas do desenvolvimento e durante o curso da resposta imune. Fas é

um receptor transmembrana tipo 1, porém a forma solGvel pode ser gerada por
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“splicing” alternativo, funcdo da qual ainda nao é completamente esclarecida
(KRAMMER et al., 1994) . Fas é expresso em muitos tipos celulares, mas néo em
todos, incluindo células linféides e nao linféides (KRAMMER, 2000). A apoptose
mediada por Fas é ativada pelo seu ligante natural, FasL, o qual € uma molécula
transmembranar relacionada com receptor tipo |l do TNF e expresso de forma

mais restrita do que seu receptor.

1.8.1 Apoptose em Doencas Infecciosas

O processo da apoptose € fundamental em processo vitais do organismo,
bem como esta envolvido na patogénese de diferentes doengas. A compreensao
das vias regulatérias da apoptose na etiologia de doengas e em processo vitais
cria perspectivas da utilizacdo destes conhecimentos na criagdo de novas
abordagens terapéuticas de tratamento, evitando a progressdo natural destas
doencas (THOMPSON, 1995).

Na AIDS, a apoptose ocorre em linfécitos através do mecanismo de hiper-
ativagédo, contribuindo na deplecdo destas células no individuo infectado (REED,
2000). Em outras doengas virais ocorre inibicdo da apoptose, levando também um
desequilibrio em populagées celulares. Por ser um processo vital, a interferéncia
no mecanismo da apoptose por microorganismos, modulando a sua ocorréncia,
parece ser mais um mecanismo utilizado para o estabelecimento de infecgéo.

A participagdo da apoptose em doengas parasitarias tem sido investigada,

avaliando ndo s6 este processo induzido por parasitas em células do sistema
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imune do hospedeiro, como também a apoptose dos parasitas (BARCINSKI &
DOSREIS, 1999).

A morte celular por apoptose tem sido descrita em alguns parasitas
triposomatideos como a L. amazonensis, Trypanosoma brucei e Trypanosoma
cruzi. Especula-se que este evento celular tem uma importante participagdo no
controle de populagdes clonais para estes microorganismos. No caso do T. brucei,
observou-se no inseto vetor infectado a manutencdo de uma populagao constante
do parasito no seu intestino, bem como a presenca de parasitos em apoptose,
sugerindo a participagao deste tipo de morte celular para o equilibrio populacional,
contribuindo desta forma para a sobrevivéncia do inseto e perpetuacao do parasito
(WELBURN et al., 1999). Trabalhos investigando o mecanismo de a¢éo de drogas
leishmanicidas, verificaram que um possivel mecanismo esta relacionado com a
capacidade de induzirem apoptose em Leishmania (SERENO et al., 2001).

Outros trabalhos mostraram a interferéncia de parasitos na regulacao da
apoptose nas células do hospedeiro. Estudos no modelo murino da doenga de
Chagas, mostraram que linfécitos T CD4" morrem por apoptose durante a fase
aguda da infecgdo por um processo de hiperativagdo (LOPES et al., 1995). Este
evento estd associado ao aumento da replicagdo parasitaria, favorecendo a
manutencdo da infeccao (NUNES et al, 1998). A interagdo de linfécitos T
apoptoticos com macréfagos possui um importante papel para este efeito. Foi
demonstrado que a fagocitose de linfécitos apoptdticos, mas ndo de células
necréticas, por macréfagos infectados com T. cruzi promove aumento da
replicagdo parasitaria. Este efeito € dependente da producéo de TGF-B,

prostaglandinas e biossintese de poliaminas, mostrando que a fagocitose de
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linfocitos apoptéticos leva a uma resposta anti-inflamatéria, favorecendo a
replicacdo do parasito. Além disso, observou-se que o receptor de vitronectina é
fundamental para cito-aderéncia de células apoptoéticas e para a biossintese dos
mediadores anti-inflamatérios (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000).

Outro protozoario intracelular, o Toxoplasma gondi, também apresenta
capacidade de induzir apoptose em linfocitos T CD4" na fase aguda da doenga,

levando a diminuigdo da resposta imune e perpetuacdo do parasito no hospedeiro

infectado (KHAN et al., 1996).

1.8.2 Apoptose na Leishmaniose Murina

Poucos estudos tém investigado a participacdo deste evento celular na
patogénese da leishmaniose. Recentemente, foi observado que espécies de
Leishmania spp, mimetizam a apoptose, através da exposi¢éo de fosfatidilserina.
A fagocitose das formas amastigotas através do reconhecimento deste fosfolipidio
na sua superficie, inibe a atividade microbicida do macréfago, diminuindo a
producao de NO, induzindo a secregéo de TGF-f e sintese de IL-10, propiciando o
crescimento intracelular da feishmania (DE FREITAS BALANCO et al., 2001).

Trabalhos utilizando camundongos desprovidos da via Fas-Fasl,
demonstraram a importancia desta via de indugdo de apoptose no controle da
infeccdo por Leishmania. Camundongos C57BL-6 sdo capazes de cicatrizar
espontaneamente lesbes cutdneas induzidas por L. major. Associa-se sua
resisténcia ao desenvolvimento de uma resposta Thi. No entanto, estes

camundongos desprovidos da via funcional Fas, falham em cicatrizar suas lesoes.
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Esta sua incapacidade porém nao € atribuida nem a falha de montar resposta Th1,
nem a incapacidade dos seus macrofagos em responder aos sinais de ativagao
por IFN-y. A restituicdo desta via in vivo e in vitro restabelece a capacidade de
controlar a infecgdo, demonstrando a importancia desta via (CONCEICAO-SILVA
et al., 1998).

Estas observagdes foram confirmadas no trabalho de HUANG et al. (1998),
que utiizando camundongos MRL/MP-pr/lpr, que nao expressam Fas,
observaram que, diferente dos camundongos selvagens, estes animais nao
controlam o desenvolvimento da lesdo induzida por L. major, mesmo
desenvolvendo uma forte resposta Th1 e tendo seus macréfagos maior
capacidade de produzir NO e IL-12 .

Estes dois trabalhos demonstraram a importincia da via Fas-FasL no
controle da replicagdo parasitaria e na resolugdo da lesédo. Um trabalho
investigando o papel do receptor do TNF p55, envolvido na apoptose induzida por
TNF, demonstrou que camundongos deficientes do receptor p55 quando
infectados com L. major , conseguem eliminar parasitos da leséo, sugerindo que a
sinalizagdo do TNF-TNFRp55 nao é necessario para o controle da replicagao
parasitaria. No entanto, estes camundongos, diferente dos camundongos
controles, falham em cicatrizar a leséo, mesmo eliminando os parasitas. As lesoes
nao cicatrizadas apresentam acUumulo de um grande ndmero de linfécitos,
sugerindo que o defeito na apoptose de linfécitos pode ser responsavel para

manutencao da lesao (KANALY et al., 1999).
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Baseado nos resultados que sinalizam a importdncia da apoptose no
controle da infeccao por Leishmania, DESBARATS et al. (2000) avaliaram em
camundongos CBA e Balb/c, infectados com L. major, a freqiéncia de morte
celular, a contagem de células do linfonodo e a expressdo da molécula Fas.
Observaram-se que nos camundongos resistentes havia uma freqiiéncia maior de
morte celular em fases iniciais da infec¢ao, associado a uma maior expressao de
Fas e uma diminuicao da celularidade do linfonodo de drenagem. Nos
camundongos susceptiveis, por outro lado, observaram-se aumento tardio da
freqiéncia de morte celular e da expressdo de Fas, bem como aumento
progressivo do numero de células (DESBARATS et al., 2000).

A investigacao da participagdo da apoptose na infecgdo de camundongos
CBA por L. amazonensis e L.major podera contribuir para o entendimento da
participacdo da morte celular por apoptose na leishmaniose murina. Este modelo
tem como peculiaridade a observagao de dois perfis de resposta distintos em um
camundongo com o mesmo background genético, contornando questoes
relacionadas com diferencas genéticas do hospedeiro na resisténcia ou
susceptibilidade e, por outro lado, permitindo explorar fatores relacionados ao
parasito na polarizacéo da resposta. Desta forma, caso se observem diferencas
em relacdo a ocorréncia de apoptose poder-se-a relaciona-la a resisténcia ou
susceptibilidade, e futuramente explorar fatores dos parasitas relacionados com

este fenGmeno.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar comparativamente a ocorréncia de apoptose em
linfonodos de drenagem de camundongos CBA infectados com L.

major ou L. amazomensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Quantificar células do linfonodo popliteo.

» Avaliar a freqiéncia de células ex vivo, in situ e apds re-
estimulo in vitro.

* Analisar a morfologia dos linfonodos através da microscopia de

campo claro e microscopia eletronica de transmisséo.
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3 JUSTIFICATIVAS

A utilizacdo do modelo murino para o estudo das leishmanioses
tem contribuido bastante na compreensdo dos mecanismos
patolégicos desta doenca. O padrao na resposta de resisténcia e
susceptibilidade descrito neste modelo vem apresentando correlacoes
com a doenca humana. A determinacédo de fatores que atuem na
definicao do desenvolvimento da imunidade contra o parasito é
fundamental para o estabelecimento de novos tratamentos e
desenvolvimento de vacinas.

Na ultima década e atualmente varios trabalhos vem sendo
publicados, abordando o0s mecanismos da apoptose e da sua
participagdo na patogénese de diferentes doengas inclusive as
doengas parasitarias. Os estudos tém mostrado que este evento
celular é um processo conservado e comum entre parasito e
hospedeiro e seu controle pode ser um fator determinante na
resposta do hospedeiro.

Alguns trabalhos demonstraram que a via Fas-FasL, relacionada
com a indugdo de apoptose, é importante no controle da infeccao
murina por L. major. Porém, apenas um trabalho, até o momento,
investigou a ocorréncia de morte celular em camundongos resistente
e susceptivel a L. major, mostrando correlagoes com este evento

celular.
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O presente trabalho utiliza o modelo de infecgdo do
camundongo CBA descrito por SOUZA e col para avaliar a frequéncia
de células apoptdéticas em padroes de resposta de resisténcia ou
susceptibilidade. A utilizagdo de camundongos isogénicos CBA, que
sdo resistentes a L. major e susceptiveis a L. amazonensis, oferece a
vantagem de eliminar a possivel influéncia do “background” genético
do hospedeiro na determinagao do tipo de resposta, ao mesmo tempo
em que permite considerar o papel do parasito na definicdo do perfil
de resposta.

Sera avaliado também se hé diferengas na freqiéncia de
apoptose entre os tipos de linfécitos T, haja vista a importancia
destas células na definicao da resposta imune protetora ou nao na
leishmaniose. O desequilibrio deste evento nesta populaééo celular
pode sugerir a participagdo da morte celular por apoptose em

linfécitos T na patogénese da leishmaniose murina.

Hipétese:

« Ha diferencas na freqliiéncia de apoptose em células do linfonodo
de camundongo CBA infectado com L. amazonensis ou L. major,
que estdo relacionadas com os perfis de resisténcia e

susceptibilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos machos de 6-8 semanas da
linhagem CBA, provenientes do Biotério do CPqGM/FIOCRUZ/BA. Os animais
foram mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — FIOCRUZ
sob condigbes controladas de temperatura, umidade e luminosidade e alimentados

com ragao comercial balanceada e agua acidificada.

4.2 PARASITOS

Duas espécies de Leishmania foram utilizadas para a realizagdo da
infecgdo experimental, a L. major (cepa MHOM/IR/-173) e L. amazonensis (cepa
MHOM/BR88/BA-125), provenientes do Hospital Universitario Professor Edgar
Santos (HUPES/UFBA/SSA) que foram doadas ao laboratdrio pela Dra. Aldina
Barral.

Para manter a infectividade e a viruléncia dos parasitos era realizado
passagens sucessivas em camundongos. Para a utilizagdo das referidas cepas
nos experimentos, os parasitos eram isolados do linfonodo de drenagem dos
camundongos e mantidos em cultura axénica em meio LIT total, suplementado
com 10% de soro fetal bovino inativado (Hyclone) e gentamicina (SIGMA) numa

concentragao de 50ug/mL.
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4.3 INFECGAO

As culturas de ambas as especies de Leishmania, entre a 32 e 42
passagens, foram monitoradas diariamente, através de contagens do numero de
parasitos em camara de Neubauer, até fase estacionaria. Para o preparo do
indculo era realizada inicialmente uma centrifugagao (500rpm por 5 min a 4°C)
para sedimentar o refugo da cultura. Apds esta etapa era iniciada a lavagem das
formas promastigotas, utilizando solugdo fisiologica de cloreto de sddio 0,1%
estéril, por trés vezes (3.000 rpm por 10 minutos), para que o meio de cultivo fosse
removido e os indculos ajustados de modo a conter 5x10° parasitos em 25ul de
salina estéril.

Em cada experimento realizado, trés grupos de animais foram inoculados
por via subcutanea na pata direita traseira, como descrito abaixo:

- Grupo Controle: 25 ulL de salina estéril;

- Grupo La: 5x10° L. amazonensis/25 uL de salina estéril;

- Grupo Lm: 5x10° L. major/25 pL de salina estéril.

4.4 MONITORAMENTO DO TAMANHO DAS LESOES

A infecgao dos grupos experimentais foi monitorada durante 42 dias através
da medigcdo semanal da pata infectada e da pata n&o infectada utilizando-se um
paquimetro (MITUTOYO, Brasil). O tamanho da leséo, expresso em milimetros
(mm), foi determinado pela diferenga entre a espessura da pata infectada (direita)

e a nao infectada (esquerda).
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4.5 ASPECTOS HISTOLOGICOS

4.5.1 Microscopia Optica

Os animais foram sacrificados na 12, 32 e 62 semana ap6s a infecgdo. O
sacrificio dos camundongos foi realizado por deslocamento cervical e logo em
seguida eram retirados o linfonodo de drenagem e a pata infectada, levando estes
a um recipiente com formalina 10% tamponado, que permaneciam num intervalo
de cerca de 24h. Apds este intervalo de fixagdo, o coxim plantar da pata infectada
era retirado e processado juntamente com o linfonodo para inclusdo em parafina.
Os fragmentos ap6s a inclusao em parafina eram seccionados em 3-5um de
espessura e colocados em laminas de vidro. As segbes foram coradas pela
hematoxilina-eosina (H-E) para verificar o padrao do infiltrado inflamatério nos

fragmentos da pata e as alteragdes nos linfonodos popliteo.

4.5.2 Microscopia Eletronica

Para a caracterizagao de células em apoptose no linfonodo de drenagem,
foi realizada analise por microscopia eletrénica. Grupos de trés camundongos
foram sacrificados no 7°, 21° e 42° apds a infeccao. Com brevidade, o linfonodo
era retirado, seccionado em fragmentos e fixados em solugado de glutaraldeido
(Polyscience - EM Grade) a 2% diluido em tampéo cacodilato de sddio 0,1M,
conservando em banho de gelo. Apos trés horas foi desprezada a solugéo fixadora
e realizado trés banhos consecutivos com tampao cacodilato de sédio 0,2M, por

10 min a 4° C. Em seguida foi realizada a pds-fixagdo com solucio de tetroxido de
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6smio 1% em cacodilado de sédio 0,15 M por 1h a 4° C. Depois desta etapa foi
realizada a desidratacdo através de banhos sucessivos de 10 min com solugao de
acetona em concentragdes crescentes. A etapa de substituicdo com resina epdxi
(PolyBed — Polyscience) foi realizada com um banho de uma hora com a mistura
1:2 de resina e acetona seguida de um banho por 12 horas de resina pura em
vacuo. Os fragmentos foram colocados em moldes com resina e deixados por 72h
em uma estufa a 60° C para a polimerizagao da resina.

Os blocos foram entdo trimados e realizado cortes semi-finos dos
fragmentos com navalha de vidro em espessura de 1um. As secgbes foram
coradas com azul de metileno-azur |i e avaliadas com o microscopio de campo
claro. Foram selecionados alguns blocos, dos quais as secgdes apresentavam
areas foliculares e paracortical do linfonodo. Cortes ultra-finos foram realizados
dos blocos selecionados, utilizando navalha de diamante (Diatome). Os cortes
eram postos em grades de cobre de 200 Mesh e contrastados com solugbes de
acetato de uranila e citrato de chumbo (Reymnolds E. S.; J. Biophys Biochem.
Cytol.; 17:208,1963). As grades foram observadas utilizando o microscépio

eletronico de transmissao marca Zeiss, modelo EM 109.

4.6 IMUNOHISTOQUIMICA ANTI-Leishmania

Para a demonstracdo dos parasitos no sitio da infecgéo e no linfonodo de
drenagem foi realizada a técnica de imunohistoquimica, em 2 animais de cada

grupo no 7°, 21° e 42° dia de infecgao. As secgoes das patas e dos linfonodos em
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lAminas de vidro foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol por 10 minutos e
hidratados gradativamente em banhos de alcool por 5 minutos, agua destilada e
PBS pH 7,4 para iniciar o processo de imunomarcacgao que foi baseado na técnica
de imunoperoxidase indireta com o sistema de avidina — extreptavidina.
Inicialmente, fez-se o bloqueio das ligagoes inespecificas, colocando sobre
os cortes leite desnatado diluido a 10% em PBS por 30 min. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo primario anti-Leishmania policlonal isolado de coelhos
desafiados com Leishmania, diluido 1:1500 em PBS contendo 10% de soro normal
de camundongo. Para todas as segodes era realizado um controle negativo da
reagao, utilizando imunoglobulina de coelho nao imune, diluido 1:2000. O tempo
de incubacédo do anticorpo primario foi de 12-18h a 4°C. Apds lavagem com PBS,
foi adicionado o anticorpo secundario constituido de uma a-lgG de coelho
produzido em cabra conjugado a biotina (Pharmigen), diluido 1:200 em PBS
contendo 10% de soro normal de camundongo, e incubou-se por 45 min a 37° C.
As segoes foram lavadas com PBS e logo a seguir foi realizado o‘bloqueio da
atividade peroxidase endogena com metanol contendo 0,1% de azida sodica e 3%
de peroxido de hidrogénio, durante 30 min. Apos lavagem com &gua destilada e
banhos com PBS, as seg¢bes foram incubadas por 30 min a 37° com
extreptavidina peroxidase (Pierce) 1:2000 diluido em PBS. A reagéao foi revelada
utilizando o substrato da peroxidase - o peréxido de hidrogénio - e o cromégeno —
DAB (3- diaminobenzidina) diluidos em PBS. O tempo de revelagéo foi ajustado
observando o surgimento da cor castanha nas segdes do controle positivo através

do microscopio de campo claro. A revelagdo foi interrompida mergulhando as
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laminas em agua destilada. As sec¢des foram contra-coradas com Hematoxilina de

Gill e montadas as laminas com laminula e balsamo do Canada.

4.7 DETECGAO DE CELULAS EM APOPTOSE IN SITU ATRAVES
DA TECNICA DE TUNEL

Para a deteccao de células em apoptose in situ foi utilizado o kit apoTACS —
Basic da R&D Systems. As secg¢oes em laminas de vidro dos linfonodos do 7°, 21°
e 42° dias dos trés grupos de experimentagdo, foram submetidas a marcacao
seguindo o protocolo do fabricante. Esta técnica baseia-se na insergao de
nucleotideos marcados (BrdU), através da enzima desoxinucleotidil transferase
(TdT), no DNA da célula apoptética, que é tipicamente clivado de forma regular em
fragmentos de cerca de 200pb. Para a demonstracéo da inser¢do do nucloeotideo
marcado, utiliza-se um anticorpo monoclonal anti-BrdU biotinilado, juntamente com
streptavidina peroxidase. A revelagdo é feita com o substrato, o peroxido de
hidrogénio, e o cromogeno (diaminobenzidina-DAB), o qual torna-se insoluvel
quando oxidado e forma um precipitado castanho claro localizado no local da
reacgao.

Inicialmente as segbes foram desparafinizadas e hidratadas seguindo
procedimento semelhante ao descrito anteriormente para imunohistoguimica anti-
leishmania, tendo o cuidado de utilizar reagentes novos para evitar contaminagao
com DNAases, as quais podem interferir na marcagéo.

Apods dois banhos com PBS pH 7,4, foi feita a digestdo dos cortes com

proteinase K na concentragdo de 1:50 por 20 min a temperatura ambiente. Ao
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completar o tempo de incubagdo, foram realizados dois banhos com agua
destillada por 2 min cada. Em seguida foi feito o bloqueio da peroxidase
endégena através de um banho com uma solugao de peréxido de hidrogénio a 3%
diluida em metanol PA, por exatamente 5 minutos a temperatura ambiente,
imediatamente apés as laminas eram lavadas com agua destilada.

Apos esta etapa foram realizados dois banhos com PBS pH 7,4 e imergido
as laminas em um tampao de marcacao TdT 1x por 5min a temperatura ambiente,
as laminas em seguida foram colocadas em uma camara Umida, previamente
aquecida a 37°C, e gotejado sobre os cortes a mistura de marcagao composta de:
enzima desoxinucleotidil transferase (TdT), nucleotideos marcados e tampao,
sendo que o corte utilizado como controle negativo foi gotejado PBS. As laminas
foram entao incubadas por 1h em estufa a 37°C. Apos este periodo as laminas
foram imersas em tampao de parada 1X por 5min a temperatura ambiente e
depois lavadas duas vezes com PBS por 5 min cada banho.

Na camara Umida foi gotejada sobre os cortes a mistura de detecgao
composta de: anticorpo biotinilado anti-nucleotideo marcado, streptavidina
peroxidase e diluente. Em seguida foi incubado por 1h em estufa a 37° C. Ap6s
esta etapa as laminas foram lavadas com PBS, seguida a etapa de revelagao que
foi realizada conforme o mesmo procedimento da reag@o de imunohistoquimica
anti-leishmania. Sendo que a contra-coloracao foi realizada com verde de metila a
2% por 20 min.

A andlise dos cortes foi realizada com a identificagdo das laminas

desconhecida. Foi medida a area do linfonodo, utilizando o sistema de
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morfometria, a partir dai era contado as células marcadas em cerca de 70% da

area medida.

4.8 CONTAGEM DE CELULAS TOTAIS E DE CELULAS MORTAS

Os camundongos na 12, 32 e 62 semanas pos-infecgao foram sacrificados
por deslocamento cervical. Imediatamente o linfonodo de drenagem era retirado e
levado para uma placa de petri contendo 1mL de meio de culiura DEMEM,
condicionada em gelo. Foram utilizados trés camundongos por ponto de cada
grupo.

Os linfonodos eram cuidadosamente rompidos com auxilio de duas
agulhas, em uma nova placa de petri contendo 1mL de meio DEMEM, para a
liberagao das células. Uma aliquota da suspensao de cada linfonodo era retirada
para contagem em camara de Neubauer, sendo estas coradas com azul de Tripan
previamente. Eram contabilizadas separadamente as células ndo coradas, que
correspondia as células viaveis, e as células coradas, que correspondia as células

mortas.

4.9 ANALISE DE CELULAS EM APOPTOSE POR CITOMETRIA DE
FLUXO EX-VIVO E IN VITRO

4.9.1 Analise ex-vivo

Para detecgao de células em apoptose para andlise por citometria de fluxo,
foi utilizado como marcador a anexina-V conjugada a fluoresceina (FITC)

juntamente com iodeto de propidio. A marcagéao de linfécitos T CD4+ e T CD8+ foi
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realizada com anticorpo monoclonal anti-CD4+ e anti-CD8+ conjugados com
phycoeritrin (PE). Um dos eventos iniciais da célula apoptética é a perda da
assimetria do fosfolipidio de membrana, levando a exposi¢cao da fostatidilserina na
porcdo externa da membrana plasmatica. A anexina-V é uma proteina que na
presenca de calcio possui alta afinidade a fosfatidilserina, sendo utilizada
amplamente como marcador de apoptose. O iodeto de propidio € utilizado
simultaneamente com a anexina-V para permitir a diferenciagdo entre células
apoptéticas e células necréticas ou em apoptose tardia. Células marcadas
exclusivamente com anexina-V sao consideradas apoptéticas, enquanto que
células marcadas simultaneamente com anexina-V e iodeto de propidio sao
consideradas necréticas ou em apoptose tardia.

Foi realizada suspensao das células como descrito anteriomente. As células
em suspensao eram transferidas para um tubo falcon de 15 mL, realizando um
pool de células de trés linfonodos por grupo. Em seguida era adicionado 10mL de
meio DEMEM e centrifugado por 10 min a 1200 rpm a 4° C. O sobrenadante era
desprezado e as células eram resuspendidas em 1mL de meio. Uma aliquota da
suspensédo de célula de cada tubo era retirada para contagem em cémara de
Neubauer, sendo estas diluidas e coradas com azul de tripan previamente.

Em seguida era retirado um volume contendo entre 5x10° a 10° células de
cada tubo e transferido para um tubo eppendorf estéril. As células eram entao
centrifugadas a 500g por 5min. O sobrenadante era desprezado e as células eram
resuspendidas em tampao de Ca'™. Outra centrifugagdo era realizada nas

mesmas condigdes anteriores e em seguida era desprezado o sobrenadante.
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Para realizagdo da marcagao, as células foram resuspendidas em 50uL de
tampdo de Ca'" e 25ulL desta suspensao foram transferidos para dois tubos
especificos para leitura em FACS. Em um dos tubos eram adicionados 25uL da
mistura marcadora contendo anexina-V-FITC, iodeto de propidio e anti-CD4-PE e
no outro a mistura marcadora contendo anexina-V-FITC, iodeto de propidio e anti-
CD8-PE. Era realizada incubagao por 30min a 4° C com as amostras protegidas

de luz, antes das amostras serem adquiridas no FACS.

4.9.2 Andlise in vitro

As células obtidas para contagem das células totais e mortas foram
utilizadas para realizar este ensaio. Apos lavagem, as células eram contadas e em
seguida era feito o ajuste para a obtengao de 5x10° células/mL para a realizacéo
do plaqueamento. Para cada grupo, eram reservados trés pogos sem estimulo e
trés pogos com estimulo, nos quais eram adicionados 5x10° Leishmanias
promastigotas em fase estacionaria, devidamente lavadas, da espécie que o
animal foi infectado. No grupo salina um pogo era estimulado com anti-CD3 de
camundongo para servir como controle positivo. As células foram incubadas por
72h em estufa de CO, por 72h.

Ap6s o periodo de incubagdo as células eram lavadas e marcadas

conforme o procedimento anterior descrito para analise ex-vivo.
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4.9.3 Aquisicao dos Dados no Citbmetro

As amostras apds o processamento para marcagao foram analisadas no
citometro de fluxo (FACS — Bector & Dickinson). O equipamento foi ajustado para
aquisicao de 10.000 eventos por amostra. Foram selecionados os parametros de
SSC x PI (lodeto de propidio) nos canais de aquisicdo. Na regido negativa para
iodeto de propidio era delimitada uma janela para andlise (“gate”), correspondendo
as células viaveis (Fig.1). Desta janela foram construidos dois graficos com
seguintes painéis: Anexina-V — FITC x CD4-PE e Anexina-V — FITC x CD8-PE
(Fig. 1). A partir destes graficos era calculado o valor percentual dos quadrantes.
O percentual de células totais anexina-V positiva foi resultante da soma dos
quadrantes superior e inferior direito. O percentual de células CD4+ ou CD8+
anexina-V positivas foram definidos apenas no quadrante superior direito. O
percentual de células CD4+ ou CD8+ totais foi resultante da soma dos quadrantes

superior direito e esquerdo.
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Quadrant Statistics

File: 291102.004 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: APOP 13 EX VIVO -42 DIAS Patient ID: LM
X Parameter: FL1-H ANEXINA V-FITC (Log) Y Parameter: FL2-H CD4-PE (Log)
Quad Events % Gated % Total X Mean X Geo Mean Y Mean Y Geo Mean

uL 2472 2719 2472 5.58 3.49 348.01 262.98

UR 241 265 241 16364 70.89 246.05 113.67

LL 5800 63.79 58.00 7.01 454 6.01 3.80

LR 579 6.37 5.79 97.25 45.45 7.07 433

Figura 1-Aquisicédo e andlise no citdmetro de fluxo
O gréfico superior mostra as células adquiridas nos parametros de
SSC(granulosidade)xPI. O retangulo delimita a regido negativa para PI.
Os eventos desta regido sd@o avaliados nos gréficos inferiores que
relacionam CD4-PE ou CD8-PE x Anexina-V-FITC. A tabela abaixo
mostra as percentagens de eventos em cada quadrante calculadas pelo
softwear.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Foi utilizado nas amostras com distribuigdo gausiana o teste paramétrico
para analise de variancias One Way — ANOVA — Program GraphPad Prism,
versdo 3.00, GraphPad Software Incorporated. O pés-teste de comparagdes
mdltiplas de Newman-Keuls, foi utilizado para identificar os sitios das diferencas
entre os grupos. As diferengas foram consideras estatisticamente significantes
quando o valor de p<0,05. Nas amostras inferiores a quatro foi aplicado o teste

nao paramétrico de Kruskal-Wailis.

4.11 CONSIDERAGCOES ETICAS

Foi utilizado o ndmero minimo de animais para realizagdo de testes
estatisticos. Os animais utilizados foram manipulados obedecendo as

recomendacoes para minimizar o sofrimento.
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5 RESULTADOS

5.1 MONITORAMENTO DO TAMANHO DAS LESOES DE PATA DE
CAMUNDONGOS CBA INFECTADOS COM L. major, L.
amazonensis.

O tamanho da lesdo de camundongos CBA infectados com 5x10°
promastigotas de L. amazonensis ou L. major foi monitorado entre a 12 e 62
semanas pos-infecgao. As lesfes nos camundongos infectados com L.
amazonensis foram maiores que as lesbes em camundongos infectados com L.
major. Os resultados demonstraram diferenca estatisticamente significante
(p<0,001) a partir da 22 semana entre 0s animais infectados. A partir deste ponto
as diferengas tornaram-se mais evidentes. Entre a 42 e a 62 semanas as lesoes no
grupo infectado com L. major estabilizaram-se, enquanto no grupo infectado com

L. amazonensis apresentava lesdoes que cresciam progressivamente (Figura 2).
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Figura 2-Curso da infeccdo de camundongos CBA infectados com L. major, L.

amazonensis.

Grupos de 06 animais foram infectados com 5x10 ° Leishmanias de L.
major ou L. amazonensis. Cada ponto representa a média da diferenca
da lesdo e as barras os valores médios do erro padrao. A significancia
estatistica das diferencas entre os grupos foi avaliada através do teste
de analise de variancias One Way — ANOVA e pds-teste de miultipla
comparagao de Newman-Keuls. Na 23, 33, 42 52 ¢ 62 semanas foram

encontradas diferengas significativas entre os grupos infectados (*
p<0,01).
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5.2 FREQUENCIA EX-VIVO DE CELULAS VIAVEIS E NAO- VIAVEIS
DO LINFONODO

Para avaliar a viabilidade de células do linfonodo dos camundongos, foi
realizada a contagem de células vidveis e nao viaveis, diferenciadas através da
coloragdo com o corante azul de Tripan, em camara de Neubauer. Este
acompanhamento foi realizado nos camundongos inoculados com salina e nos
infectados com L. amazonensis e L. major , com 10, 21 e 42 dias ap0s a infecgao.

No 10° dia, o numero total de células nos linfonodos nao foi significantemente
diferente nos trés grupos, apesar de haver mais células nos linfonodos dos
animais infectados. Aos 21° dia, observou-se um aumento significativo na
celularidade dos grupos infectados com L.amazonensis e L.major. No 42° dia
observou-se um grande aumento na celularidade dos linfonodos de animais
infectados com L. amazonensis. O namero de células nos linfonodos de
camundongos infectados com L. amazonensis aumentou mais de duas vezes,
enquanto que no grupo infectado com L. major se manteve constante. As
diferencas foram estatisticamente significantes (Figura 3-A).

Com 21 dias pés-infecgao, o numero de células mortas, coradas com azul de
Tripan, aumentou nos grupos infectados, sendo que nos animais infectados com
L. amazonensis o aumento foi significativamente maior que nos animais infectados
com L. major. Esta diferencga foi ainda maior aos 42° dias pds-infecgéo. Aos 21
dias, o nimero de células mortas nos animais infectados com L. amazonensis
aumentou 1,95 vezes e com 42 dias aumentou 3,94 vezes, enquanto que no grupo

resistente o nimero se manteve semelhante nestes dois pontos (Figura 3-B).
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Ao comparar a percentagem de células mortas entre os animais infectados,
nao foi verificado diferengas significantes nos diferentes pontos de observagao.
Apesar de se observar nos animais infectados com L. amazonensis um percentual

maior de células mortas no 21° e 42° dia de infecgao (Figura 3-C).
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Figura 3-Contagem de células do linfonodo de camundongos CBA infectados com
L. amazonensis (LA), L. major (LM) e inoculados com salina.
A) Contagem de células totais dos linfonodos. B) Contagem de células
mortas C) Percentagem de células mortas em relagao as células totais.
Cada ponto representa a média da contagem de seis linfonodos de cada
grupo de dois experimentos. A significAncia estatistica das diferencas
entre os grupos foi avaliada através do teste de andlise de variancias
One Way — ANOVA pés-teste Newman-Keuls. Foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos infectados e em relagao ao
grupo controle (**p<0,001).
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5.3 FREQUENCIA EX-VIVO DE CELULAS ANEXINA-V POSITIVAS
POR CITOMETRIA DE FLUXO

5.3.1 Células Totais do Linfonodo

Foi avaliada a freqiiéncia de células marcadas exclusivamente com anexina-V
em linfonodos de drenagem por citometria de fluxo, a qual indica morte celular por
apoptose. Dois experimentos foram feitos avaliando-se no 10°, 21° e 42° dias apos
a infeccdo. A freqiéncia de células marcadas com anexina-V nos grupos
infectados foi semelhante nos dois primeiros pontos em relagdo ao controle. No
10° dia, a média de células anexina positiva no grupo infectado com L.
amazonensis foi de 3,1%, enquanto no grupo infectado com L. major foi de 3,4% e
no controle foi de 1,9%. No 21° dia, a média de apoptose foi de 1,4%, 1,0% e
2,8%, respectivamente. No Gltimo ponto, ocorreu um aumento na frequéncia de
células anexina positiva nos trés grupos, sendo este acréscimo mais acentuado
nos grupos dos animais infectados. No grupo infectado com L. amazonensis a
freqiéncia de células anexina positiva foi de 11,7%, no de L. major foi de 9,5% e
no controle foi de 4,4% (Figura 4). Este aumento, no entanto, foi observado

apenas em um dos experimentos.
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Figura 4-Freqliéncia de células positivas exclusivamente para anexina-v do

linfonodo de drenagem de camundongos CBA infectados com L.
amazonensis (LA), L. major (LM) e inoculados com salina.
O grafico representa a média de dois experimentos. Foi analisado um
pool de trés linfonodos de cada grupo por ponto em cada experimento.
Células marcadas com anexina-V, analisadas no citometro de fluxo,
foram consideradas em apoptose.



59

5.3.2 Células CD4" e CD8" do Linfonodo

Observaram-se freqiéncias semelhantes de células CD4" anexina positiva
nos trés grupos, nos pontos descritos anteriormente. Com 10 dias, a freqiéncia de
células CD4" anexina positiva no grupo infectado com L. amazonensis foi 2,4%, no
de L. major foi 2,4% e no controle foi 2,5%. No 21° dia, a frequéncia de células
CD4" anexina positiva foi 0,9%, 1,1% e 2,2%, respectivamente. No ultimo ponto, a
freqléncia foi 0,7%, 1,0% e 0,9%, respectivamente (Figura 5-A).

A frequéncia de células CD8" anexina positiva também foi semelhante nos
trés grupos nos pontos descritos. No 10° dia, a freqGéncia de célu!as CD8" no
grupo infectado com L. amazonensis foi de 0,7%, no de L. major foi 0,5% € no
controle foi 0,5%. No 21° dia, a frequéncia de apoptose foi 0,6%, 0,3% e 0,8%,
respectivamente. No Ultimo ponto, a freqiéncia foi 0,9%, 1,0% e 1,1%,

respectivamente (Figura 5-B).
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Figura 5-Frequéncia de células CD4" e CD8" positivas para anexina-V do

linfonodo de drenagem de camundongos CBA infectados com L.
amazonensis (LA), L. major (LM) e inoculados com salina.
Cada ponto no grafico representa a média de dois experimentos. Foi
analisado um pool de trés linfonodos de cada grupo por ponto em cada
experimento. A) Foram computadas células marcadas simultaneamente
com anexina-V-FITC e anti-CD4*-PE, analisadas no citdmetro de fluxo.
B) Foram computadas células marcadas simultaneamente com anexina-
V-FITC e anti-CD8"-PE, analisadas no citometro de fluxo.
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5.4 FREQUENCIA DE CELULAS CD4' E CELULAS CD8' NO
LINFONODO DE DRENAGEM

No grupo salina, as células CD4* apresentaram uma freqiéncia média de
51,1% nos trés pontos analisados. Nos animais infectados com L. amazonensis
houve uma diminuigao da percentagem de células CD4" em relagdo ao grupo
controle, diminuindo de 37,2% no 10° dia para 14,5% no 42° dias. No grupo
infectado com L. major, ocorreu também diminuicdo da percentagem destas
células, porém esta foi mais discreta, diminuindo de 34,5% no 10° dia para 23,6%
no 42° dia (Figura 6).

A frequéncia de células CD8" nao diferiu nos trés grupos em dois

experimentos ficando em torno de 20% nos trés pontos.
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Figura 6-Freqiéncia de células CD4" do linfonodo de drenagem de camundongos
CBA infectados com L. amazonensis (LA), L. major (LM) e inoculados
com salina.

Cada ponto no grafico representa a média de dois experimentos. Foi
analisado um pool de trés linfonodos de cada grupo por ponto em cada
experimento. A) Foram computadas células marcadas com anti-CD4"-
PE, analisadas no citdmetro de fluxo.
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5.5 AVALIAGAO DA FREQUENCIA DE CELULAS CD4* E CELULAS
CD8 ANEXINA POSITIVA APOS REESTIMULO IN VITRO

Células do linfonodo de animais infectados com L. amazonensis e L. major
e inoculados com salina foram cultivadas apds 10, 21 e 42 dias de infecgdo. Re-
estimulo in vitro foi realizado com a espécie de Leishmania infectante. Apds 72 h
de re-estimulo foi avaliada a frequéncia de apoptose de células CD4+ e CD8+
através da citometria de fluxo.

Ao comparar in vitro a frequéncia de células CD4" positivas para anexina
entre os grupos infectados com L. amazonensis e L. major re-estimulados,
observou-se com 10 dias a frequéncia de 12,2% e 15,2%, respectivamente, e isto
correspondeu a um aumento em relagdo as células ndo estimuladas de 3,0 vezes
e 2,3 vezes, respectivamente. Com 21 dias, a frequéncia de células anexina
positivas dos animais infectados com L. amazonensis permaneceu a mesma do
ponto anterior, enquanto que as células re-estimuladas dos animais infectados
com L. major apresentaram frequéncia de apoptose semelhante as néo
estimuladas. Com 42 dias a frequéncia de apoptose nas células dos animais
infectados com L. amazonensis foi 6% e dos animais infectados com L. major foi
7% e isto correspondeu a um aumento em relagao ao controle de 4,5 vezes nos
dois grupos (Figura 5-A).

Ao comparar a frequéncia de apoptose de células CD8" entre os grupos
infectados com L. amazonensis e L. major re-estimulados, observou-se com 10
dias a frequéncia de 3,5% e 6%, respectivamente, e isto correspondeu a um

aumento em relagao as células nao estimuladas de 3,2 vezes e 1,35 vezes,
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respectivamente. Com 21 dias, a frequéncia de células apoptéticas das células
dos animais infectados com L. amazonensis foi igual a 2% sendo 1,9 vezes maior
em relagdo ao controle, enquanto que as células dos animais infectados com L.
major re-estimuladas apresentaram frequéncia de apoptose inferior ao controle,
com inibigdo de apoptose de 2,2 vezes. Com 42 dias a frequéncia de apoptose
nas células dos animais infectados com L. amazonensis foi 4% e dos animais
infectados com L. major foi 3,5% e isto correspondeu a um aumento em relagao
ao controle de 2,1 vezes no primeiro grupo € no segundo grupo o resultado foi

semelhante ao nao estimulado (Figura 7-B).
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Figura 7-Frequéncia de apoptose de células CD4" e CD8" do linfonodo de

drenagem de camundongos CBA infectados com L. amazonensis (La),
L. major (Lm) e inoculados com salina, apds 72h de reestimulo in vitro.
Cada barra no grafico representa a medida de um experimento. Foi
analisado um pool de trés pogos de células estimuladas ou nao com
Leishmania promastigosta em fase estaciondria da espécie infectante.
A) Foram computadas células marcadas com anti-CD4"-PE e anexina-
V-FITC simultaneamente, analisadas no citbmetro de fiuxo. B) Foram
computadas células marcadas com anti-CD8"-PE e anexina-V-FITC
simultaneamente, analisadas no citdbmetro de fluxo.
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56 AVALIACAO MORFOLOGICA DOS LINFONODOS DE
DRENAGEM

5.6.1 Descricao dos Linfonodos Popliteos

No sexto dia, os linfonodos dos animais infectados com L. amazonensis ou
L. major apresentaram um aumento na celularidade em relagao aos linfonodos de
camundongos inoculados com salina. Observou-se na regido cortical dos dois
grupos infectados foliculos com centro germinativo reativos com muitos blastos e
varios focos de apoptose (Figura 8-A e B). Veias com endotélio alto estavam
presentes na regido paracortical, onde também foram observados células com
aspecto macrofagico, exibindo nacleo com cromatina frouxa, Ccitoplasma
abundante e vacuolizado.

Com 23 dias de infec¢ao havia algumas diferengas nos grupos infectados.
O seio subcapsular dos linfonodos dos animais infectados com L. amazonensis
estava repleto de células macrofagicas, varias delas infectadas com formas
amastigotas do parasita. Em algumas areas, estas células aglomeravam-se abaixo
do seio subcapsular e infiltravam-se entre os linfécitos (Figura 8-C). Nos animais
infectados com L. major verificava-se poucos macréfagos no seio subcapsular e
ndo foram observados parasitos (Figura 8-D). Os foliculos linféides nos dois
grupos estavam mais hiperplasiados em relagdo ao ponto anterior, com varios
focos de apoptose. Sendo que apenas no grupo susceptivel foi verificado
macréfago parasitado na regido folicular, estando proximo destas células em
apoptose.

No 42° dia de infecgdo, os linfonodos do grupo infectado com L.
amazonensis tinham arquitetura bastante modificada (Figura-8-E). As células
macrofagicas estavam em nuamero bem superior aos pontos anteriores, pareando
com o numero de linfocitos. Os macréfagos aglomeravam-se, delimitando &reas
circulares preenchidas por linfécitos. O seio subcapsular apresentava-se dilatado
com varias células macrofagicas infectadas ou contendo antigeno, evidenciados
através da reacdo de imunohistoquimica anti-Leishmania (Figura-8-H). Células
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apoptéticas estavam presentes dispersas no linfonodo. Nao era observado foliculo
com centro germinativo. Muitos vasos dilatados com células aderidas ao endotélio
e dispersas na luz eram observados. Varios plasmocitos estavam presentes
permeando as células da zona cortical, exibindo reticulo endoplasmatico dilatado
com acumulo de material protéico, corpusculo de Russell (Figura-8-G). Enquanto
que nos animais infectados com L. major verificava-se estruturas granulomatosas
(Figura 8 — F) dispersas na zona cortical, sendo que raramente era possivel
verificar células parasitadas com formas amastigotas (Figura-8-1). Os foliculos
estavam pequenos com raras células em apoptose.
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Figura 8-Corte histoldgico de linfonodo popliteo de camundongo CBA infectado
com L. amazonensis ou L. major — 6, 23 e 42 dias

A) L. amazonensis | 6 dias - Zona cortical com presenga de foliculo,
apresentando células com nucleo picnético e com fragmentagao,
compativel com células em apoptose (seta).

B) L. major /| 6 dias - Zona cortical com presenga de foliculo,
apresentando células com nucleo picnético e com fragmentagéao,
compativel com células em apoptose (seta).

C) L. amazonensis / 23 dias - Zona cortical, exibindo acimulo de células
(seta) no espaco subcapsular.

D) L. major / 23 dias — Seio subcapsular virtual e area cortical com
foliculo linféide ativado (seta).

E) L. amazonensis | 42 dias — Vista panoramica do padrao arquitetural
do linfonodo. Foliculos corticais e dilatagdo dos seios subcapsulares e
medulares.

F) L. major | 42 dias - Granuloma (seta) em linfonodo corh arquitetura
preservada.

G) L. amazonensis / 42 dias - Zona cortical apresentando varios
plasmadcitos, exibindo reticulo endoplasmatico dilatado com acimulo de
material protéico, corpusculo de Russell (seta).

H) L. amazonensis | 42 dias — Imunoperoxidase indireta/DAB, o
pigmento castanho evidencia numerosas formas amastigotas e antigeno
degradado (seta).

) L. major /| 42 dias — Imunoperoxidase indireta/DAB, o pigmento
castanho assinala os raros parasitos presentes no granuloma (seta).
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5.6.2 Avaliacao Ultra-Estrutural dos Linfonodos — Caracterizagao de Células
Apoptéticas

Nos grupos infectados com L. amazonensis ou L. major, observaram-se
células de nucleo com cromatina condensada, formagao de figura de meia-lua,
volume celular diminuido e fragmentos celulares apoptéticos, alteragoes
caracteristicas do processo de apoptose (Figura 9 A e B).

Nos animais infectados com L. amazonensis foi observado com 42 dias de
infecgao uma freqiéncia maior de macréfagos infectados e com corpos apoptéticos
internalizados (Figura 9 C). '



Figura 9A-L.a 21d — Células em diferentes estagios do processo de apoptose.
Cromatina condensada disposta na periferia em meia-lua (seta). Célula
em estagio mais tardio de apoptose (cabeca de seta).

g‘ SRR A, .- ' .

£ ; g ) " A ) -

Figura 9B-Lm/ 23 dias — Macréfago com corpos apoptéticos de diferentes
dimensdes no citoplasma.
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formas amastigotas (seta), proximo de corpos apoptéticos intemalizados
(destaque).
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5.7 AVALIACAO MORFOMETRICA DA FREQUENCIA DE CELULAS
EM APOPTOSE EM LINFONODOS DE DRENAGEM ATRAVES
DA TECNICA DE TUNEL

Secgoes de linfonodos dos trés grupos estudados foram submetidos a
marcacao de células através da técnica de TUNEL para avaliagdo de apoptose in
situ (Figura 10). As laminas foram avaliadas com identificagdo desconhecida no
sistema de morfometria, a fim de determinar a freqliéncia de células marcadas por
mmZ. Observou-se que a freqiéncia de células TUNEL positivas dos animais
infectados com L.amazonensis no 7°, 21°d e no 42° dia de infecgéo foi 61/mm?,
88,5/mm?, 42,4/mm?, respectivamente. No grupo infectado com L. major detectou-
se células TUNEL positivas também em foliculos corticais com frequéncia
141,4/mm?, 34,8 mm? e 44,4mm?, respectivamente (Figura 11). N&o foi detectada
apoptose no grupo controle.
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~A- Lal 7dias, 250x

C - La/ 21 dias, 250x D - Lm/ 21 dias, 250x

Figura 10-Secgdes de linfonodos submetidos @ marca¢éo de TUNEL -
Células TUNEL positivas marcadas em castanho (seta). A e C —

Secgbes de linfonodo de camundongo CBA infectado com L.
amazonensis apés 7 e 21 dias, respectivamente. B e D - Secgdes de
linfonodo de camundongo CBA infectado com L. major apés 7 e 21
dias, respectivamente
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Figura - 11

Figura 11-Frequéncia in situ de células TUNEL positivas de linfonodos de
drenagem de camundongos CBA infectados com L. amazonensis, L.
major e inoculados com PBS.

Cada ponto no grafico representa a média de dois experimentos. Foram
analisadas 4 secoes de linfonodos de cada grupo por ponto. Células marcadas
através da técnica de TUNEL foram contadas e relacionadas com a area. Nos dias
7 e 21 foram encontradas diferengas estatisticamente significantes entre os grupo
infectados, avaliadas através do teste estatistico One Way — ANOVA e pés-teste
de multipla comparagao de Newman-Keuls (**p<0,01 e p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Poucos trabalhos na literatura tém dado conta que a ocorréncia de apoptose
pode estar relacionada a resisténcia em infecgdes de camundongos com L. major e
que a suscetibilidade estaria relacionada a um retardo na ocorréncia desse
fenbmeno (DESBARATS et al.,, 2000). Linhagens de camundongos resistentes
quando depletados dos genes que codificam o Fas e Fas-L que induzem apoptose
tornam-se susceptiveis (CONCEICAO-SILVA et al ., 1998).

Nao encontramos dados relativos ao papel da apoptose na infecgdo de
camundongos infectados com L. amazonensis, uma espécie de Leishmania capaz
de induzir susceptibilidade na maioria das linhagens de camundongos. Assim,
decidimos comparar este fendmeno em infecgoes descontroladas pela L.
amazonensis com infeccdes controlaveis pela L. major em camundongos da
linhagem CBA.

Foi realizado a avaliagdo da ocorréncia de apoptose em linfonodos de
drenagem em camundongos CBA infectados com L. major ou L. amazonensis,
para verificar a associacdo deste evento de morte celular com a resposta de
resisténcia e susceptibilidade. Diferentes metodologias foram aplicadas para
evidenciar a ocorréncia da apoptose, permitindo um estudo comparativo qualitativo
e quantitativo.

Nossos resultados demonstram que até a trés semana (21 dias) pos-
infecgdo o numero de células nos linfonodos de camundongos infectados com L.

amazonensis ou L.major é semelhante, mas que na sexta semana (42 dias) a
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quantidade total de células nos linfonodos de camundongos infectados com
L.amazonensis é significantemente maior que o numero de células no linfonodo de
animais infectados com L. major. Estas diferencas se refletem nos tamanhos dos
orgdos que sdo muito maiores nos animais infectados com L. amazonensis. O
aumento do numero de células nos linfonodos deve refletir um maior estimulo
proliferativo ou um maior recrutamento de células para o linfonodo, ou ainda, que
de algum modo as células no linfonodo ndo estao migrando para o sitio da infecgao
no local da inoculagdo, € que esses mecanismos estejam operaﬁdo de modo
diferente em animais infectados com diferentes espécies de Leishmania. Dados de
outros pesquisadores e de nosso laboratério (WELBY-BORGES, 2000) dao conta
de que talvez a hipotese de uma migracdo desigual de células para o sitio
inflamatério esteja ocorrendo efetivamente. Na lesdo de camundongos
susceptiveis, o infiltrado € quase monomorfico macrofagico, havendo poucos
linfocitos, enquanto nos animais resistente ha nitida infiltragao linfocitaria e estes
linfocitos poderiam estar sendo recrutados a partir do linfonodo de drenagem. Na
andlise histologica dos linfonodos também se verifica aumento progressivo de
células nos animais susceptiveis. Dentre as células que se acumulam destaca-se
plasmdcitos e principalmente macréfagos e em contra partida a populagao
linfocitaria diminui.

Outra explicagao para a diferenca no numero de células seria a ocorréncia
de morte celular por apoptose ou por outro mecanismo em maior quantidade no
linfonodo de camundongos resistentes. Trabalho recentemente publicado na
literatura demonstra que em camundongos CBA infectados com L. major ocorre

maior morte celular que em camundongos BALB/c susceptiveis em fases iniciais da
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infeccdo e que a morte de células depende de apoptose mediada por Fas e Fas-L
(DESBARATS et al., 2000). Diferente dos nossos resultados no qual no décimo dia
a quantidade de células mortas no linfonodo é semelhante nos dois grupos e nos
21 e 42 dias ha significativamente mais morte celular nos linfonodos dos
camundongos infectados com L.amazonensis que nos infectados com L.major. No
entanto, estes dados sdo apenas parcialmente comparaveis com o referido
trabalho, visto que foi utilizado o modelo de infecgdo com duas linhagens de
camundongo, Balb/c e CBA, infectados com L. major.

Como a proporgao de células mortas € semelhante nos dois grupos e se
mantém relativamente constante durante o periodo de observagéo, pode-se
deduzir que o maior aumento de celularidade nos animais infectados com L.
amazonensis se dé devido a uma maior proliferagao de células no linfonodo ou
devido a uma maior migragdo de células para o linfonodo, aléfn, talvez de
dificuldades de saida de células do linfonodo para o local da inoculagdo. Dados
obtidos de exames histolégicos dos linfonodos e que serdo comentados mais
adiante mostram que nos linfonodos de camundongos infectados com L.
amazonensis, aumenta progressivamente a populagido de macrdfagos, inclusive a
de macréfagos parasitados, ocorrendo por volta de 42 dias uma completa
modificagdo da arquitetura do 6rgado. Ja nos animais infectados com L. major, a
quantidade de macréfagos que migram para o linfonodo é bem menor, poucos
deles estdo parasitados e a arquitetura geral do 6rgéo esté preservada, ocorrendo
alguns granulomas.

A técnica da anexina-V em citometria de fluxo é usada para marcar células

que expressam fosfatidilserina na superficie externa da membrana plasmatica.
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Este fendmeno ocorre em células apoptdticas e funciona como estimulo para que
as células sejam fagocitadas. Através deste método ndo se demonstrou diferenga
significativa no numero de células apoptéticas entre os grupos infectados e o
controle em nenhum dos pontos analisados. Este dado é diferente do apresentado
por Desbarats et al. (2000), que descreve que houve correspondéncia entre o
método do azul tripan e da anexina-V, mas que nao mostrou estes dados no
referido trabatho. Uma possibilidade é que a técnica nao tenha funcionado a
contento. Contra esta possibilidade é o fato de que os mesmos reagentes e técnica
foram utilizada na re-estimulagéo de células do linfonodo in vitro e termos obtido
marcagao como sera discutido adiante. O fato de ndo se ter marcado as células
exclusivamente com anexina-V, critério considerado para indicagao desta técnica,
pode indicar que esta havendo apoptose tardia. Neste estagio devido a perda de
integridade da membrana, a célula marca simultaneamente com iodeto de propidio
e anexina-V, porém nao foi avaliado o percentual de células com esta marcagao
dupla. No entanto, os resultados obtidos através da marcagdo com azul de tripan,
pode sinalizar que no estagio avaliado as células ja nao apresentavam membrana
integra, podendo contribuir para a baixa marcagdo com anexina-V exclusivamente.
O fato da fagocitose de células apoptética no tecido ser um processé rapido pode
dificultar a detecgédo de apoptose ex vivo, visto que a marcagdo com anexina-V é
uma marcacdo de superficie, impedindo que células internalizadas sejam
detectadas. Outra possibilidade que é de que a morte celular ocorre através de
outro mecanismo, como oncose (MAJNO & JORIS, 1995).

Uma outra abordagem foi investigar se a freqliéncia de apoptose de células

CD4+ ou CD8+ diferia nos diferentes grupos. Nao houve diferenga estatisticamente
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significante e a freqliéncia de células em apoptose foi baixa. Este dado, de certo
modo parece conflitar com o achado de uma clara diminuicdo na frequéncia de
células CD4+ avaliada através de citometria de fluxo, ex vivo, sobretudo aos 42
dias pés-infeccao nos dois grupos de animais infectados. Mais uma vez, a técnica
da anexina nao foi capaz de mostrar que houve apoptose significativa dessas
células. Talvez o fenémeno de apoptose tenha ocorrido algum tempo entre 21 e 42
dias p6s infeccdo nao sendo detectado pelo método, ou as células apoptoticas
foram prontamente fagocitadas por macréfagos. A possibilidade de fagocitose por
macréfagos é reforgcada tanto pelos achados com a técnica do TUNEL quanto
através da microscopia eletronica. E interessante registrar que, apesar de nio ser
estatisticamente significante, a reducdo no percentual de células CD4+ foi maior
nos animais infectados com L. amazonensis. Este dado estd de acordo com a
observacgao histolégica que mostra, aos 42 dias pos-infecgao, uma substituicao de
linfécitos por macréfagos nos animais infectados com L. amazonensis. Essa
mesma técnica nao mostrou redugéo no nimero de células CD8+, mantendo-se na
proporcdo de 20% nos trés pontos analisados. Este dado € importante pois
demonstra que a redugéo de células CD4+ pode ser um fendmeno especifico e nao
resultado apenas de um aumento relativo de outros tipos de células no linfonodo.
Em seguida decidimos verificar se a re-estimulagdo in vitro induziria
apoptose de modo diferente. Apoés re-estimulo in vitro observou-se que células
CD4+ dos animais estimuladas com L.amazonensis e L. major sofrem mais
apoptose que células nao estimuladas e nao ha diferencas significativas no
percentual de células mortas por este mecanismo. Interessante nbtar que nos

animais infectados com L. major ocorreu inibicao de apoptose de células CD8+ aos
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21 dias poés-infeccdo e no 42° dia nao houve diferenca entre as culturas
estimuladas e nao estimuladas. Este dado pode ser interessante diante do
conhecimento de que células CD8+ podem ter papel importante na resisténcia a
infecgao por Leishmania (BELKAID et al., 2002; TITUS et al., 1987). No entanto,
estes dados devem ser confirmados com outros experimentos visto que foram
obtidos de apenas um experimento.

A andlise in situ através da técnica do TUNEL evidenciou a ocorréncia de
apoptose nos dois grupos de animais infectados. Observou-se através da andlise
morfométrica uma freqiiéncia maior de apoptose nos animais infectados com L.
major no sétimo dia de infecgdo. No 21° dia o nimero de células em apoptose foi
maior nos animais infectados com L. amazonensis, € no 42° dia nao houve
diferenga. O fato de termos observado mais apoptose nas células dos
camundongos infectados com L. major no sétimo dia nos coloca diante da
possibilidade de que fendbmenos de apoptose na fase precoce tenham alguma
relevancia na protecdo como sugere o trabalho de Desbarats et al. (2000), que
observou isto em seu estudo e sugere que a eliminagao de células T do tipo Th1
favoreca a resolugao da inflamagéo e o controle da leséo. A repeticao deste estudo
em fases mais precoces podera elucidar este ponto. Nossa critica a interpretacéo
dada por aqueles autores é que a natureza da inflamagao no sitio da leséao em
camundongos resistentes e susceptiveis € muito diferente, com predominio
absoluto de macréfagos nos animais susceptiveis e de linfécitos nos resistentes e
que nao nos parece que a resolugao da lesdo se deva a eliminagao das células
que mantém a inflamagao. No nosso modelo a resolugdo da lesao esté relacionada

ao controle da infecgdo nao a eliminacao de células inflamatérias na fase precoce.
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Talvez isso seja importante na patogénese da lesdo humana em algumas formas
de leishmaniose tegumentar onde parece que fendmenos de hipersensibilidade
estejam atuando, mantendo um intenso processo inflamatério mesmo diante da
escassez de parasitas.

A analise da distribuicdo de células apoptéticas no linfonodo, indicou que
ocorria apoptose em células na drea cortical, em regides foliculares e
parafoliculares nos dois grupos infectados, sendo que na regido folicular era mais
predominante. Sabe-se que na regido folicular do linfonodo ha uma concentracéo
de linfocitos B. Estas células ao serem ativadas proliferam e muitas morrem por
apoptose ao sofrerem o processo de hipermutacdo somatica, processo pelo qual
pode permitir um aumento na afinidade do receptor de célula B pelo seu antigeno
especifico através de uma mutagdo pontual na regiao hipervariavel do receptor ou
levar a alteragdes que inviabilizam a expressao do receptor ou entao que diminua a
afinidade do receptor, induzindo assim a célula a apoptose. Por conta disto, seria
importante em estudos futuros investigar a ocorréncia de apoptose na populagdo
de linfécitos B.

Nos animais infectados com L. amazonensis observou-se acumulo de
macrofagos, células hospedeiras necessdrias para a replicagdo do parasita. Isto
pode propiciar a manutencgao da Leishmania, além de provocar uma diminuigao na
proporcdo entre linfocitos e macréfago, diminuindo a eficiéncia na ativagao de
macréfagos para agao microbicida através de IFN--y. Conceicéo-Silva et al. (1998),
sugeriram que a morte de macréfagos expressando Fas por linfécitos T CD4+

expressando FasL, pode representar um papel importante por limitar, no sitio de
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infeccdo, o numero de macréfagos. Além disto, a redugdo do numero de
macréfagos no sitio da lesao resuita no aumento da razao de céiulas CD4+ Tht
produtora de IFN-y. Caso este mecanismo esteja atuando no nosso sistema, é
possivel que a L. amazonensis possa estar inibindo a apoptose destas células
macrofagicas ao contrario da L. major que nao consegue controlar esta via de
apoptose.

A presenca de varios macréfagos parasitados ou contendo antigenos
parasitarios, evidenciados através da reacdo de imunohistoguimica anti-
Leishmania, observados nos linfonodos de drenagem dos animais infectados com
L. amazonensis, chama atencéo principalmente no 42° dia apds infeccdo. Esta alta
carga parasitaria pode estar contribuindo para eliminacao de linfocitos T CD4+, por
um mecanismo de hiperestimulagdo. A andlise através da microscopia eletronica
evidencia varios macréfagos parasitados e com frequéncia foram observadas na
sua vizinhancga células apoptéticas. A apoptose de linfocitos por hiperestimulagéo é
mediada pela via Fas-FasL. Existem evidéncias que apoptose desencadeada por
esta via, elimina preferencialmente células T CD4+ Th1 (ZHANG et al.,, 1997).
Lemos de Souza et al. (2000), verificaram que havia uma producao reduzida de
IFN-y nos animais infectados com L. amazonensis. A indugdo de apoptose em
linfécitos por hiperestimulagdo por fatores relacionados ao parasito pode
preferencialmente eliminar linfocitos T CD4+ protetores, contribuindo para o perfil
de resposta de susceptibilidade nos camundongos CBA infectados por esta

espécie de Leishmania.
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A fagocitose de células apoptéticas por macréfagos pode levar estas células
a produzirem citocinas anti-inflamatérias como o TGF-g, favorecendo o
estabelecimento de infeccao por parasitos intracelulares, como foi demonstrado no
modelo murino da doenga de Chagas (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000). No nosso
modelo nds observamos uma grande quantidade de células mortas nos animais
infectados com L. amazonensis através da coloragao de azul de Tripan. A partir da
técnica de TUNEL e na microscopia eletronica nés evidenciamos a presencga de
varios macréfagos com corpos apoptoticos internalizados. E possivel que este
mecanismo de desativacdo macrofagica através da produgao de citocinas TGF-g,
possa esta atuando também no nosso modelo, levando os animais infectados com
L. amazonensis nao controlarem a infecgdo. Como ja foi mostrado, esta citocina é
um importante fator para determinagédo da resposta de susceptibilidade na infecgao
experimental por L. amazonensis.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram divergéncias entre os
dados obtidos das diferentes técnicas para marcagao de células apoptdticas, o que
dificulta uma interpretacdo clara de como este evento celular esta ocorrendo no
curso da infeccao experimental por Leishmania. No entanto, observou-se pelo
menos através de duas abordagens diferencas significativas na frequiéncia de
células apoptoéticas no padrao de resisténcia e susceptibilidade, sendo necessério
a confirmagao com outros experimentos.

Estes resultados abrem perspectivas para estudos posteriores a fim de
investigar outros tipos celulares que podem estar morrendo por apoptose ou que

sdo resistentes a este processo, sobretudo as células macrofagicas que se
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apresentam com grande destaque nos linfonodos dos animais susceptiveis. A
avaliagdo da ocorréncia de apoptose no local da lesdao também podera contribuir
para esclarecimento da participagao deste evento celular para o estabelecimento

do padrao de resisténcia e susceptibilidade.
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7 RESUMO DOS RESULTADOS

Camundongos CBA susceptiveis a infeccdo por L. amazonensis
desenvolvem lesdo progressiva juntamente com aumento do numero de
células do linfonodo popliteo e morte celular neste compartimento. Por outro
lado, camundongos infectados com L. major cicatrizam espontaneamente,

mantém o numero de células a taxa de morte celular.

Andlise por citometria de fluxo através da marcagdo com anexina-V nao
mostrou diferengas na frequéncia de apoptose ex vivo em células totais,
células T CD4+ e T CD8+ do linfonodo de camundongos CBA infectados

com L. amazonensis e L. major.

A analise in situ mostra diferengas na ocorréncia de apoptose em células do
linfonodo até a terceira semana de infecgdo. Sendo que com uma semana
ocorre mais apoptose no grupo resistente e com trés semanas ocorre mais

apoptose no grupo susceptivel.

A andlise por microscopia eletrdnica evidenciou aspectos morfolégicos de
células em apoptose nos grupos infectados. Foi observado com mais
frequéncia células macrofagicas com corpos apoptéticos internalizados nos

animais infectados com L. amazonensis.



8 CONCLUSOES

*Existem diferengas na cinética e na frequéncia de apoptose na resposta de

resisténcia e susceptibilidade.

» O padrao de resisténcia do camundongo CBA esta associado a ocorréncia de

apoptose em fases iniciais da infecgéao.

» O padrao de susceptibilidade esta associado com a ocorréncia de apoptose em

fases mais tardias.
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