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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DA INFECCAO IN VITRO DE MACROFAGOS DE
CAMUNDONGOS CBA POR L. major e L. amazonensis. IVANA NUNES GOMES.
Camundongos da linhagem CBA sao resistentes a infec¢do por L. major (Lm) e
susceptiveis a infeccdo por L amazonensis (la), apresentando distintos padrdes
morfolégicos da resposta tissular e da resposta imune. M® desempenham importante papel
na infec¢@o por Leishmania por serem as principais células hospedeiras do parasito e uma
das células apresentadoras de antigenos a linfécitos T especificos. Além disso, M® uma
vez ativados sdo capazes de destruir parasitos internalizados por mecanismos dependentes
da producdo de NO. Nesse estudo o principal interesse foi investigar uma possivel
participagdo de M® de camundongos CBA no estabelecimento da resposta imune durante
as fases iniciais da infec¢do. Através de estudos de cinética foi avaliado o percentual de
células infectadas pretratadas ou ndo com IFN-y. Para avaliar a sobrevivéncia e
multiplica¢@o do parasito no interior de M®, foi determinado o niimero de parasitos /M®
em diferentes periodos de incubag@o. Através da mensuragdo dos niveis de NO foi
avaliado a capacidade de M® ativados em destruir parasitos internalizados. Os resultados
demonstram que entre 90 minutos e 12 horas apés a adi¢do de promastigotas, a proporgao
de M® infectados € o nimero de parasitos/M® foi similar em ambos os grupos.
Entretanto, apés o periodo de caga de 24 h o percentual de células infectadas por La foi 2 x
mais elevado quando comparado a infecg@o por Lm. Essas diferengas foram mantidas apds
48 e 72 h de caga. Nesses mesmos periodos o niimero de parasitos /M® foi 2x maior em
células infectadas por La que por Lm. Em células tratadas com IFN-y, apds 24 horas de
pulso o perfil de infecgdo apresentado em células ndo tratadas se manteve. Nesse mesmo
periodo, em células infectadas por Lm a producdo de NO teve uma elevacdo discreta
comparado 2 infec¢do por La. Entretanto essa diferenga ndo foi estatiscamente significante.
Assim os estudos de cinética mostraram que M® infectados por Lm apresentam maior
capacidade de destrui¢do desse parasito em relacdo a infeccdo por La. Esses dados
sugerem que as diferencas encontradas na infec¢do de M® podem ser relacionadas com a
determinag@o dos perfis de resisténcia ou susceptibilidade, refor¢ando a importéncia dos
eventos que ocorrem nas fases iniciais no estabelecimento da infec¢do. 1. Camundongo
CBA. 2. Macroéfagos peritoneais. 3. Leishmania major. 4. Leishmania amazonensis.



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF IN VITRO CBA MICE M® INFECTION WITH L. major
AND L amazonensis. IVANA NUNES GOMES. CBA mice are resistant to Leishmania
major (Lm) infection but susceptible to Leishmania amazonensis (La). There is evidence
that the events occurring in the early stages of infection are crucial to the course of the
disease. Macrophages (M®) play a central role in Leishmania infection, for they are the
cells that harbor parasites and are one of the antigen-presenting cells to specific T
lymphocytes. M® phagocytizes Leishmania promastigotes and once activated can destroy
parasites by a NO-dependent killing mechanism. We were interested to know how CBA
mice can establish differential immune response when infected with Lm or La. In the
present report we examined the differential capacity of CBA peritoneal M® to destroy Lm
or La in vitro. In kinetic studies, we estimated the percentage of infected cells pretreated or
not with rIFN-y. In order to evaluate parasite survival and multiplication inside M® we
enumerated parasites per infected M® after different periods of infection. Activation of m¢
to kill parasites was determined by NO production in treated cells with IFN-y as compared
to control cells. Our results demonstrated that between 90 min and 12 hours after the
promastigote addition, the proportion of infected M® and the number of parasites/ M®
were similar. Interestingly, 24 hours after the pulse, the percentage of La infected M® was
almost 2.0 times higher in comparison to Lm infected cells. These differences maintained
during the next 48 to 72 hours after the pulse. At these time points, the number of parasites
per cell was 2.0 times higher in La infected cells. In addition, between 12 and 24 hours, in
both Lm or La infected cells, IFN-y did not influence neither the percentage of infected
M®, nor the number of parasites per cell. Twenty-four hours later, M® infected with Lm
presented higher NO production in comparison with La infected M®. However, this
increase was not statistically significant. In summary, until 12 to 18 hours after infection
CBA M® displayed similar infection capacities by both leishmanias. The kinetic studies
showed that the percentage of infected cells and parasite load were higher in M® infected
with La as compared to Lm promastigotes. Production of NO and treatment with IFN-y did
not influence M® infected with Lm or La. These differences may be important to
determine resistance or susceptibility in vivo. 1. CBA mice. 2. Peritoneal macrophages. 3.
Leishmania major. 4. Leishmania amazonensis.



1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

A leishmaniose compreende um grupo diverso de doencas resultantes da infec¢do por
parasitos do género Leishmania e estd incluida entre as principais endemias do mundo,
representando um sério problema de saide publica. Leishmania spp. sdo protozodrios
pertencentes a familia Tripanosomatidae, ordem Kinetoplastida. O género compreende
muitas espécies que sdo epidemiologicamente diversas e complexas. Todas as espécies de
Leishmania sdo transmitidas por insetos vetores do género Phlebotomus (no Velho Mundo)
ou Lutzomya (no Novo Mundo). As espécies patogénicas de Leishmania estdo distribuidas
em dois subgéneros: Viannia, aquelas que concluem o desenvolvimento da forma
promastigota na regido posterior do tubo digestivo (piloroe/ou ileo) do vetor,
correspondente éo complexo L. braziliensis, e o subgénero Leishmania, incluindo as
espécies que se desenvolvem na porgdo suprapildrica (regido anterior € médio) do vetor,
representadas no complexo L. donovani e L. mexicana (LAISON & SHAW, 1987;

GRIMALDI et al., 1989)

Uma vez inoculados no organismo vertebrado, promastigotas de Leishmania sao
internalizadas por células do sistema fagocitico mononuclear, onde iniciam seu estdgio de
desenvolvimento intracelular. As manifestagdes clinicas da infecgdo dependem da
interagdo entre fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro e caracteristicas de
viruléncia da espécie de Leishmania envolvida (BARRAL et al., 1991; GRIMALDI et al.,

1993; 1989)



No amplo espectro da leishmaniose tegumentar, encontram-se a leishmaniose cutinea
(LC), que € caracterizada por lesdes que regridem espontaneamente; a leishmaniose
mucocutanea (LMC), que resulta da disseminag@o do parasito de lesdes primdrias para
regides de mucosa; e a leishmaniose cutinea difusa (LCD), que produz lesdes difusas que
ndo regridem espontaneamente. A leishmaniose visceral (LV) varia desde a forma

assintomatica até a fatal.

Os parasitos que causam LC e LCM no Novo Mundo sdo agrupados nos complexos L.
brazilienses e L. mexicana. Parasitos do complexo L. brazilienses geralmente causam LC e
LMC, e a infec¢io por parasitos do complexo L. mexicana geralmente ndo envolve a
mucosa, causando lesdes limitadas na pele que curam naturalmente. L. amazonensis, que
causa principalmente lesdes localizadas na pele, tem sido associada com alguns casos de
LCM e LV (BARRAL et al., 1991). Parasitos do complexo L. mexicana também sao
responsdveis por alguns casos raros de LCD. L. tropica, L. aethiopica € L. major

representam os agentes etiolégicos de LC do Velho Mundo.

1.2 MORFOLOGIA E CICLO DE VIDA DA Leishmania

A Leishmania apresenta duas formas distintas em seu ciclo de vida, a promastigota € a
amastigota. A forma promastigota € afilada, mével, apresenta flagelo e através da picada
do inseto vetor é transmitida ao hospedeiro vertebrado. Na pele do hospedeiro vertebrado
promastigotas sdo internalizados por fagécitos mononucleares, perdem o flagelo e se
diferenciam em amastigotas. Os amastigotas apresentam uma forma arredondada, mével e

com flagelo interno.



A progressdo da infec¢do ocorre quando a ruptura de macréfagos (M®) resulta na
liberacdo de amastigotas no meio extracelular, havendo infec¢do subsequente de células
adjacentes. O ciclo de vida da Leishmania continua quando um outro inseto se alimenta do

sangue de um hospedeiro infectado e ingere M® da pele contendo amastigotas.

No intestino do inseto, os amastigotas sdo liberados de M® infectados e se diferenciam em
promastigotas, aproximadamente 12-18 horas depois da ingestio (LAWYER et al., 1990).
A identificac@o de vdirias formas de desenvolvimento de Leishmania dentro do intestino do
inseto evidencia uma diferenciagdo programada da forma amastigota intermedidria para
uma forma relativamente néo infectante, promastigota prociclico, e depois para um estagio
promastigota altamente infectante, metaciclico (LAWYER et al.,, 1990; SACKS &
PERKINS, 1984; 1985). Promastigotas metaciclicas aparecem aproximadamente uma
semana ap6s a infec¢do do inseto, quando os parasitos migram do intestino para a
probdscide do inseto (LAWYER et al., 1990; SACKS & PERKINS, 1984). Em estédgio ndo
infectante, promastigotas de L. major sdo capazes de aderir em células epiteliais do
intestino do inseto, e esta habilidade é perdida quando parasitos se transformam na forma
infectante (PIMENTA et al., 1992). Essas diferencas na adesdo ao epitélio intestinal
parecem ser reguladas por alteragdes especificas na expressdo de oligossacarideos de
lipofosfoglicana (LPG) de L. major, o que resultariam em uma migragéo seletiva de

promastigotas metaciclicos para a probéscide do inseto vetor (PIMENTA, 1992).



1.2.1 Principais glicoconjugados do parasito

Lipofosfoglicana (LPG)

O principal glicoconjugado da superficie de promastigotas de Leishmania é o LPG. Esta
localizado em toda a superficie do parasito incluindo o flagelo e esta ligado a superficie do
parasito através de ancora de fosfatidilinositol. A estrutura da LPG € composta por quatro
dominios: uma &ncora de lipidio fosfatidilinositol, um mnicleo glicana, uma regido
repetitiva de fosfato-sacarideo e uma cobertura de oligossacarideo (TURCO &
DESCOTEAUX, 1992). A ancora de lipidio e o niicleo glicano de LPG sio conservados
entre todas as espécies de Leishmania estudadas; entretanto, existe uma grande
variabilidade no contetido de carboidratos da regido repetitiva de fosfato-sacarideo e na

cobertura de oligossacarideo (SACKS, 1992).

Durante a diferenciacdo de promastigotas da forma prociclica para a metaciclica, duas
alteragbes ocorrem na estrutura do LPG. A primeira alteragdo € no comprimento da
molécula LPG devido ao aumento no nimero de sacarideos fosforilados. Em L. major esta
alongagdo resulta em quase o dobro da extensdo da molécula (SACKS et al, 1990). A
segunda modificagdo é a mudanga na por¢do carboidrato terminal encontrada na regido
repetitiva de sacarideo fosfato. Em promastigotas prociclicos o principal agicar terminal €
a galactose e nos metaciclicos esse agiicar € substituido por arabinose (McCONVILLE et

al, 1992) . A modifica¢do estrutural explica a perda da aglutinagdo por aglutinina de

amendoim (peanut agglutinin - PNA) dos promastigotas metaciclicos. Essas mudangas tém



sido demonstradas no cultivo de promastigotas in vitro € no desenvolvimento de
promastigotas in vivo no inseto vetor (SARAIVA et al, 1995).

As modifica¢Ges na estrutura de LPG té€m sido correlacionadas com importantes alteragdes
na biologia do parasito. Estudos sobre o papel de LPG durante o desenvolvimento de
promastigotas demonstram que LPG de prociclicos pode atuar como um ligante para
receptores nas c€lulas epiteliais do intestino do inseto. As modifica¢des de LPG durante a
metaciclogénese resultam na perda da ligacdo com as células epiteliais do intestino do
inseto, sugerindo que essas alteragdes sdo necessérias para permitir a liberagdo e migragio

das formas infectantes do intestino para a probdscide (PIMENTA et al, 1992).

H4 evidéncia de que promastigotas metaciclicos de L. major apresentam maior resisténcia
a lise mediada por complemento do que promastigotas em fase logaritimica de crescimento
(PUENTES et al, 1988). Outros estudos também sugerem que 0 aumento no comprimento
da molécula LPG bloqueia efetivamente o acesso dos componentes liticos do sistema

complemento & membrana do parasito (SACKS et al, 1990).

Depois da fagocitose, a LPG parece estar envolvida na sobrevivéncia intracelular de
promastigota e sua diferenciagdo em amastigota (McNEELY & TURCO, 1987). Isso
sugere que LPG desenvolve importante papel na resisténcia contra atividade microbicida
da célula hospedeira. Estudos in vitro mostram que anticorpos monoclonais revelam
epitopos de LPG localizados primeiramente na drea de internalizacdo da promastigota
(TOLSON et al., 1990). A distribuicdo dos epitopos na superficie dos M® ocorre 30

N

minutos apés a infeccdo. Embora a expressdo de LPG seja regulada em amastigotas



(McCONVILLE & BLACKWELL, 1991; MURRAY, 1982) , epitopos de LPG estio
presentes em toda a superficie de M® durante o primeiro dia ap6s a infec¢do. Entretanto, 5
ou 6 dias ap0s infecgdo, epitopos de LPG néo sdo mais detectados. Esses dados sugerem,
portanto, que as funcdes intracelulares de LPG devem ser exercidas durante as fases

iniciais da infeccdo de M®.

gp63

A principal proteina de superficie de promastigotas de Leishmania € uma glicoproteina de
63 kDa conhecida como gp63 (LEPAY et al, 1983). Andlises bioquimicas t€m mostrado
que gp63 € a mais abundante proteina da superficie de todas as espécies de Leishmania
estudadas e a sua expressdo aumenta quando a promastigota torna-se mais infectante
durante a metaciclogénese (BRITTIGHAM et al, 1995; KWEIDER et al, 1987;

RAMAMOORTHY et al, 1995).

A molécula gp63 parece interagir diretamente com receptores de M®, incluindo receptor
tipo 3 do complemento, CR3 (Cd11b/CD18) (RUSSEL & WRIGHT, 1986) ¢ o receptor
para fibronectina (RIZVI et al, 1988). O dominio de gp63 semelhante a fibronectina esta
envolvido na interagcdo com M® (SOTERIADOU et al, 1992). Devido a abundancia,
localizagdo na superficie e atividade proteolitica de gp63, muitos trabalhos foram
realizados mostrando o papel dessa molécula na viruléncia de Leishmania. Estes estudos
incluem a ligagdo de promastigotas a M® (CHANG & CHANG, 1986; RUSSEL &
WILHELM, 1986) bem como a sobrevivéncia intracelular de promastigotas fagocitadas

(CHAUDHURI et al, 1989).



1.3 INTERACAO MACROFAGO-Leishmania

Leishmania sao parasitos intracelulares obrigatérios que, em mamiferos, sobrevivem e se
multiplicam principalmente em células do sistema fagocitico mononuclear. Algumas horas
ap6s a inoculagdo do parasito na pele do hospedeiro vertebrado, ocorre um infiltrado
celular composto predominantemente de M® que fagocitam Leishmania (ANDRADE et
al, 1984) . Os M® desempenham papel central na leishmaniose (SOLBACH et al, 1991),
pois sdo as principais células hospedeiras de Leishmania, apresentadoras de antigeno a
linfécitos T especificos € também atuam como as células efetoras na destrui¢dio do
parasito. A atividade de M® constitui um dos mecanismos primdrios do organismo contra
a infeccao por micr(’)bios e é capaz de exercer uma variedade de fun¢Ges microbicidas tais
como a ativa¢do de sistema imune do hospedeiro e a producdo de radicais livres de

oxigénio (ROI) e de enzimas lisossomais.

Promastigotas de Leishmania s@o internalizados por M® por um processo passivo por
parte do parasito, o qual pode ser inibido pelo tratamento de M® por citocalasina B
(CHANG, 1979), um inibidor da polimerizagdo dos filamentos de actina. Promastigotas
mortos pelo calor sdo eficientemente fagocitados por M® (CHANG, 1979). Estudos
demonstraram que a ligagdo e fagocitose de promastigotas sdo eventos mediados por
receptor (WYLER, 1982; ZENIAN, 1981). Miiltiplos receptores de M®, ligantes do
parasito, e opsoninas do hospedeiro estdo envolvidos na ligagdo de promastigotas em

M® (MOSSER & ROSENTHAL, 1993).



1.3.1 Adesao direta de promastigotas a macréfagos

O reconhecimento de carboidratos do parasito por receptores de M® constitui um
importante componente do interagdo direta de parasitos com essas células. A ligagdo de
promastigotas de L donovani a M® murinos (BLACKWELL, 1985; CHANNON &
BLACKWELL, 1985) ou M® humanos (WILSON & PEARSON, 1986) foi inibida por
manana. A ligag@o direta de promastigotas de L. major a M® murinos ndo foi inibida por
manana (MOSSER et al, 1992). Alguns estudos demonstram que LPG purificada de L.
major liga-se especificamente a M® murinos (HANDMAN & GODING, 1985). A ligagéo
de promastigotas também pode ser bloqueada pela incubagdo com fragmentos F(ab) de

anticorpos contra LPG (HANDMAN & GODING, 1985).

Um grupo de receptores que parece estar envolvido no reconhecimento de LPG é o CD18
da familia B2 das integrinas . Usando esferas de silica cobertas por LPG e anticorpos
monoclonais, foi evidenciado que LPG poderia ligar-se diretamente a CR3 e p150/95
(CD11c¢/CD18) (TALAMAS-ROHANA et al, 1990). Esferas cobertas por LPG também
tém afinidade por CR3 purificado (VAN STRIP et al, 1993). Entretanto, usando
promastigotas intactas vidveis, alguns estudos mostram a liga¢ao indireta de promastigotas
a CR3 (MOSSER et al, 1992; .BRITTINGHAM et al, 1995; ROSENTHAL et al, 1996).
No uso de CR3 purificado e fibroblastos transfectados com CR3, foi observada a
necessidade absoluta de opsoninas do complemento na ligagdo de promastigotas a CR3
(BRITTINGHAM et al., 1995; MOSSER & HANDMAN, 1992; ROSENTHAL et al.,
1996) sugerindo que a interagdo direta de LPG com CR3, previamente mostrada, nao foi

suficiente para mediar a ligagdo de promastigotas vidveis a CR3.



Proteinas purificadas, bem como anticorpos contra gp63, inibiram a adesdo de
promastigotas (CHANG & CHANG, 1986; RUSSELL & WILHELM, 1986). Particulas
cobertas por gp63 ligaram-se a M® (RUSSELL & WILHELM, 1986). A restauragdo da
expressdo de gp63 em uma variante de L. amazonensis deficiente de gp63, leva a ligacdo a
M® murinos (LIU & CHANG 1992). Os mecanismos da adesdo de M® mediada por
gp63, bem como os receptores de M® envolvidos nessa ligacdo, permanecem

controversos.

1.3.2 Adesdo indireta de promastigotas a macrdéfagos

Virias opsoninas do soro e receptores celulares estdo envolvidos na ligagdo de
promastigotas a MdD (.MOSSER & ROSENTHAL, 1993). Estudos demonstraram que a
opsonizagdo de promastigotas aumenta a adesdo a M® (MOSSER & EDELSON, 1984).
Esse aumento é dependente da espécie de Leishmania estudada, bem como do tipo de M®
utilizado (MOSSER & ROSENTHAL, 1993). Além disso, foi demonstrado que a
opsonizagdo de promastigotas por componentes do soro ndo apenas afeta a ligagdo em
M®, mas também seu destino intracelular depois da fagocitose (MOSSER & EDELSON,
1987; .SACKS, 1992) . A fixagdo do complemento por promastigotas de L. major resulta
no aumento da sobrevivéncia intracelular dos parasitos em M®. Esse aumento da
sobrevivéncia de promastigotas em M® pode ser devido, em parte, a estimulagdo reduzida

da produgio de metabdlitos téxicos do oxigénio (MOSSER & EDELSON, 1987).
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Os receptores envolvidos na ligagdo e fagocitose de promastigotas opsonizadas pelo soro
sdo receptores de M® para proteinas C3 do complemento (BLACKWELL et al, 1989;
MOSSER & EDELSON, 1985; DA SILVA et al, 1989) . Os dois principais receptores para
o complemento em fagdcitos mononucleares sdo CR3, o receptor para C3bi, e CRI

(CD35), o receptor para C3b e C4b.

Foi identificado, em alguns estudos, o papel de CR1 na ligacdo de promastigotas
metaciclicos de L. major a M® humanos (DA SILVA et al, 1989). Por causa da atividade
de co-fator Fator 1 do CR1, C3b € rapidamente convertida para C3bi, o ligante para CR3.
A grande deposicdo de C3 na superficie do parasito estd associada a sua sobrevivéncia
intracelular (MOSSER & EDELSON, 1987) , provavelmente por causa da interacdo com
CR3, o que induz uma menor produgdo de ROI (WU et al, 1993). Estudos realizados com
prociclicos e metaciclicos de L. major mostraram que existe ligagdo desses promastigotas
com CR1 e CR3, mas CR3 parece que € o receptor primdrio envolvido na fagocitose desse
parasito. A adesdo estdvel de Leishmania opsonizada por complemento € mediada
primariamente por CR3, e anticorpos contra CR3, mas ndo contra CRI1, inibem a

fagocitose de promastigotas metaciclicos de L. major opsonizados pelo soro

(ROSENTHAL et al, 1996).
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1.3.3 Sobrevivéncia intracelular

A expansdo da infecg¢do por Leishmania dependerd da sua capacidade de sobreviver e
proliferar no interior de células do sistema fagocitico mononuclear. Alguns estudos tém
demonstrado que promastigotas de Leishmania induzem a produgdo de ROI durante a
fagocitose em M® de diferentes origens e localizagdio (MURRAY & CARTELLI, 1983;
PEARSON et al, 1982). Promastigotas de Leishmania sido susceptiveis a ROI produzidos
por M® e gerados em sistema livre de célula (MURRAY, 1981). Entretanto, foi mostrado
que algumas espécies de Leishmania podem apresentar uma variedade de mecanismos que
impedem a sua destruicio pelos ROIL L. donovani contém uma enzima denominada
fosfatase 4cida que pode bloquear a produgado de superéxido em neutréfilos (REMALEY et
al , 1984). LPG de Leishmania pode consumir superperéxido (CHAN et al, 1989), ou pode
indiretamente diminuir a producdo de metabdlitos téxicos por M®, através da inibi¢do da

proteina cinase C (PKC) (McNEELY & TURCO, 1987).

M® imunologicamente ativados geram uma grande quantidade de ROI durante a
fagocitose de promastigotas, e destroem os parasitos mais eficientemente do que M@
residentes (MURRAY & CARTELLI, 1983). M® da derme permitem o crescimento de
Leishmania, e essas células falham em produzir ROI durante a fagocitose de promastigotas
(LOCKSLEY et al, 1988). Diferente da infeccdo por promastigotas, a infec¢do por
amastigotas ndo parece ser controlada pela producdo de ROI por M®. Amastigotas sdo
mais resistentes a superdxido do que promastigotas (MURRAY, 1982) e eles tipicamente
ndo induzem a produgdo desses radicais toxicos durante a fagocitose (PEARSON et al,

1983; CHANNON et al, 1984). Amastigotas de Leishmania contém enzimas como
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superoxido dismutase e catalase, que provavelmente favorece sua sobrevivéncia no interior
de M® (CHANNON & BLACKWELL, 1985). Entretanto, apesar da resisténcia
demonstrada a ROI, os amastigotas sdo susceptiveis a produtos téxicos do nitrogénio
produzidos por M®. O mecanismo predominante na destruicio de amastigotas de

Leishmania por M® murinos estimulados por IFN-y envolve a producdo de Oxido Nitrico

(NO) (GREEN et al, 1990).

O maior percentual de parasitos que se liga a M® na auséncia do complemento € morto
(MOSSER & EDELSON, 1987). Entretanto, a dependéncia do complemento para a
sobrevivéncia nao € observada em todas as espécies de Leishmania. Promastigotas de L.
amazonensis ligam-se a M® eficientemente na auséncia do complemento, e um percentual
significante desse parasito sobrevive dentro de M® (MOSSER & EDELSON, 1987) . Essa
sobrevivéncia pode dever-se a uma resisténcia aos mecanismos de destrui¢cdo mediados por

M® ou a fixagdo de complemento enddgeno.

Amastigotas de Leishmania residem e multiplicam-se no interior d¢ M® em uma organela

conhecida como vactolo parasitéforo que exibe caracteristicas de compartimento da via
endocitica (ALEXANDER & VICKERMAN, 1975; CHANG & DWYER, 1976). Estudos

mostraram que fagossoma contendo Leishmania fusiona com lisossomo e/ou endossoma
tardio de M® para a formag@o do vactolo parasitéforo (ALEXANDER & RUSSELL,

1992).
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Muitos estudos de microscopia imunoeletrénica e imunofluorescéncia realizados com L.
amazonensis mostraram que proteinas de membrana caracteristicas de lisossomo estdo
presentes na membrana do compartimento contendo o parasito e também uma variedade de
hidrolases lisossomais no limem desse compartimento (ANTOINE, J. et al, 1991; 1987,
1990; PRINA et al, 1990). Foi demonstrado que ligantes endocitados via receptores de M®
podem ser liberados em vacuolo parasitéforo de M® infectados por L. amazonensis

(RABINOVITCH et al, 1985).

O vactolo de L amazonensis em M® murinos tem sido bem caracterizado. Alguns dados
indicam que 24-72 horas apdés a infeccdo, esses vactiolos manttm o pH de
aproximadamente 5.0 (ANTOINE et al, 1990) e contém vérias hidrolases lisossomais
aparentemente ativas (ALEXANDER & RUSSELL, 1992; ANTOINE et al, 1990; LANG
et al., 1994; PRINA et al, 1990; RUSSELL et al, 1992). A membrana do vacuolo apresenta
proteinas de compartimento tardio da via endocitica. Proteinas de membrana como
LAMPI1 e LAMP2, que estdo localizadas principalmente em lisossomo, sdo detectadas em
vacdolo parasitéforo (RUSSELL et al, 1992 ; LANG, 1994), evidenciando que esses

vactolos parasit6foros adquirem aspectos caracteristicos de lissosomo.

Moléculas de MHC classe II tém sido detectadas em vaciiolo parasitéforo de M® de lesdes
ou infectados e estimulados por IFN-y . Essas moléculas estdo presentes em vactolos de
M® infectados por L. amazonensis in vitro depois da ativagdo por IFN-y (ANTOINE, et al,
1991 ; LANG et al., 1994) e em vaciolos contendo L.mexicana na infecgdo in vivo

(RUSSELL et al, 1992). Esses dados sugerem que vaciolo parasitoforo de L.mexicana ou
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L. amazonensis sdo sitios hidroliticos, onde o processamento, incluindo a desnaturagdo e

protedlise de antigeno do parasito, podem ocorrer.

1.4 MODELO MURINO DE LEISHMANIOSE TEGUMENTAR

Linhagens isogénicas de camundongos tém sido amplamente estudadas na leishmaniose,
por apresentarem distintos padrdes de resisténcia e susceptibilidade a doenga. A depender
da espécie de parasito e da linhagem de camundongo envolvida, um considerdvel espectro
de manifestacdes da doenca pode ser produzido. A maior parte desses conhecimentos
decorre de estudos experimentais feitos em camundongos isogénicos resistentes a infecgio
por L. major, como C57BL/6, C3H, CBA ou susceptiveis a este parasito, como BALB/c.
Camundongos resistentes infectados por L. amazonensis ou L. major apresentam infecc¢des
semelhantes a LC é LMC, e os susceptiveis, semelhante a LCD (BARRAL-NETTO et al,

1987).

Estudos experimentais indicam que os estagios iniciais da infec¢do s@o similares em ambos
0s animais resistentes ou susceptiveis, com uma predominincia de neutr6filos, muitos
contendo o parasito. Em linhagens susceptiveis, o padrdo é gradativamente substituido por
um aspecto monomérfico, consistindo predominantemente de M® vacuolizados contendo
amastigotas, enquanto que em linhagens resistentes observa-se um infiltrado linfocitério e

uma reacgdo granulomatosa (ANDRADE et al, 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987)

Camundongos BALB/c, que sdo altamente susceptiveis a infecgdo por L. amazonensis,

depois de inje¢do intravenosa com antigeno soliivel de promastigotas exibem uma rea¢do
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mista de células mononucleares com reagdo granulomatosa, deposi¢do de coldgeno e
necrose fibrindide no sitio da infeccdo. Em contraste, animais ndo imunizados
desenvolvem um aspecto monomorfico composto por M® parasitados com vactolos
grandes e com d4reas de necrose coagulativa (BARRAL-NETTO et al, 1987). Esses
achados mostram que mudangas histolégicas refletem a resposta imune do hospedeiro na
leishmaniose cutinea, e que o perfil de susceptibilidade de camundongos BALB/c 2
infec¢do por L. amazonensis pode ser artificialmente modificado (BARRAL-NETTO, et al,

1987).

Na infec¢@o experimental por L. major aspectos distintos do espectro de manifestagGes
clinicas visto em pacientes com leishmaniose cutinea pode ser reproduzido em diferentes
linhagens de camundongos isogénicos (BEHIN et al, 1979; MITCHELL et al, 1980).
Camundongos da maioria das linhagens isogénicas (C3H/He, CBA, C57Bl1/6, 129Sv/Ev)
desenvolvem lesdes cuténeas locais que resolvem espontaneamente entre 4 a 8 semanas.
Esses camundongos ndo desenvolvem lesdes depois da segunda inoculagdo com L. major,
mostrando um fenétipo de resisténcia. Camundongos de algumas linhagens (BALB/c,
DBA/2) desenvolvem lesdo grave e ndo controlada, sem tornarem-se imune a reinfecgéo,

caracterizando um fenétipo de susceptibilidade (MITCHELL et al, 1980) .

Camundongos da linhagem CBA, quando infectados por L. major, desenvolvem perfil
tecidual caracteristico de resisténcia, com formag@o de granulomas, necrose fibrindide e
redu¢do do nimero de parasitos na lesdo (SOUZA, 1998). Esses mesmos animais

infectados por L. amazonensis mostram na lesdo achados semelhantes aos observados em
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lesdes de camundongos BALB/c altamente susceptiveis (ANDRADE et al, 1984), com
extensas dreas de necrose de coagulacdo, infiltrado mononuclear macrofdgico difuso e

grande carga parasitdria (SOUZA, 1998).

1.5 RESPOSTA IMUNOLOGICA NA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR MURINA

Os mecanismos de resisténcia e susceptibilidade a infecg¢do na leishmaniose tegumentar
envolvem a resposta imune mediada por células, sobretudo a populagdo de linfécitos T
com fenétipo CD4" (LIEW & O'DONNELL, 1993). Diversos estudos tém demonstrado
que células T CD4" se dividem em duas sub-populagdes que secretam diferentes padrdes
de citocinas, ativando distintos sistemas efetores. A sub-populagdo CD4* Th1 produz IFN-
y e IL-2, enquanto que células CD4* Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 (MOSMANN &

COFFMAN, 1989).

A resisténcia ou susceptibilidade de linhagens de camundongos a L. major correlaciona-se
com a indugdo da resposta Th1 ou Th2, respectivamente (HEINZEL et al, 1991; SCOTT et
al, 1988; BOOM et al, 1990). Camundongos resistentes infectados por L. major
apresentam um padrdo de resposta imune mediada por células tipo Thl, enquanto que a
susceptibilidade observada em BALB/c resulta da expansdo preferencial de células Th2
(HEINZEL et al, 1989; LIEW & O'DONNELL, 1993). O perfil de citocinas produzidas
por células Thl envolvidas na ativagdo de M® predomina em camundongos resistentes,
enquanto que as citocinas implicadas na producdo de anticorpos e inibi¢do de MO,
produzidas por células Th2, estdo associadas ao perfil de susceptibilidade (HEINZEL et al,

1989; LIEW & O'DONNELL, 1993; MOSMANN & COFFMAN, 1989).
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O principal mediador da resisténcia a infecgdo por L. major em linhagens de camundongos
resistentes € o IFN-y, devido a sua capacidade de ativar macréfagos para destruigdo do
parasito (TITUS et al, 1984; NACY et al, 1985). Em camundongos susceptiveis, a IL-4
pode bloquear a capacidade do IFN-y em ativar macr6fagos (LEHN et al, 1989; LIEW et
al, 1989) . O IFN-y e a IL-4 tém um papel decisivo na infec¢do por L. major, pois através
da influéncia na determinagio do tipo de resposta gerado contra o parasito, essas citocinas

agem modulando a atividade efetora de M®.

O padrdao morfolégico de resposta tecidual, observado em camundongos CBA infectados
por L. major ou L. amazonensis, correlaciona-se com aspectos da resposta imune. Na
infeccdo por L. major, esses camundongos apresentam niveis elevados de IFN-Y,
evidenciando uma resposta do tipo Th1 e, quando infectados por L. amazonensis produzem
niveis elevados de IL-4, caracterizando uma resposta do tipo Th2 (SOUZA, 1998). Esses
dados sugerem que, em camundongos CBA, fatores relacionados com o parasito podem ser

determinantes do tipo de resposta imune-inflamatdria.

Na leishmaniose cutdnea murina experimental, portanto, j4 € bem conhecido que o
resultado da doenca em camundongos geneticamente resistentes ou susceptiveis é
modulado pela expansdo preferencial de células T protetoras ou ndo protetoras,
respectivamente. Entretanto, ndo estd evidenciado como se define a ativagdo preferencial
dessas diferentes subpopulacdes de células T. Alguns estudos da leishmaniose murina,

mostram que, juntamente com células T, diferengas na funcdo de células apresentadoras de

antigeno (APC), como M® (HANDMAN et al, 1979; NACY et al 1983) , podem
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influenciar no resultado da doenga. Isso sugere que o destino da infecgdo pode ser

determinado por células T ou APC ou pela combinag@o dos tipos celulares.

1.5.1 Macrdfagos e a indugao das subpopulagées Thl ou Th2

Algumas evidéncias sugerem que oOs eventos que participam na determinagdo da
susceptibilidade a infec¢do por Leishmania ocorrem no inicio da infec¢do e envolvem
elementos da resposta imune inata que precedem o desenvolvimento de células Th1 e Th2
especificas (CHATELAIN et al, 1992; SYPEK et al, 1993 Assim, o tratamento com anti-
IL-4 (SADICK et al, 1990) ou a administracdo de IL-12 (SYPEK et al, 1993) durante a
primeira semana da infecg¢@o favorecem a cura em camundongos BALB/c. Resultados in
vivo e in vitro sugerem que citocinas presentes no inicio da resposta imune t€ém um

importante efeito na diferenciag@o de células T CD4+ (O'GARRA & MURPHY, 1994).

Os estudos sobre leishmaniose murina focalizam, principalmente, a resposta de células T
especificas (LOCKSLEY et al, 1991; MULLER et al, 1989) € o IFN-v é a principal
citocina ativadora de M® na destruicdo efetiva de L. major (NATHAN et al, 1983).
Entretanto, a existéncia de células especificas Th1l produtoras de IFN-y em camundongos
resistentes ndo explica completamente o fendmeno de resisténcia natural na leishmaniose

experimental.

Foi demonstrado que linhagens de células T secretoras de IFN-y podem exacerbar a doenga
(TITUS et al, 1991), e que IL-4 sinergiza com IFN-y na ativacdo de M® ao invés de

reduzir sua atividade (BOGDAN et al, 1991). Estudos de transplantes revelam que a



19

resisténcia e susceptibilidade na leishmaniose experimental sio determinadas por
descendentes de células hematopoiéticas do doador (HOWARD et al, 1980). Esses dados
sugerem que diferengas na resposta de M® podem desempenhar importante papel no

resultado da infecgdo por L. major.

Alguns dados mostram que, dois dias apds a infeccdo por L. major, o percentual de M®
maduros F4/80 positivos na lesdo aumenta mais rapidamente em camundongos C57Bl/6
resistentes do que em camundongos BALB/c susceptiveis. Esse aspecto foi também
demonstrado em linhagens de camundongos atimicos, excluindo assim o fendmeno

controlado por células T (SUNDERKOTTER et al, 1993 ).

As populacdes de células Thl e Th2 sdo derivadas de um precursor comum ThO, o qual
estd presente nos estdgios iniciais durante a cultura in vitro (STREET et al, 1990). A
natureza do antigeno, o tipo de APC, a presenga de moléculas coestimulatdrias ligadas a
membrana ou a presenca de fatores soliveis parecem influenciar na diferenciagdao das

subpopulagdes de células T.

Certos antigenos de Leishmania induzem preferencialmente Thl ou Th2 depois da
imunizagdo de camundongos BALB/c (SCOTT et al, 1988). A imunizagdo de
camundongos BALB/c com peptideos de gp63 indica que certas sequéncias tem a
capacidade de direcionar a resposta para Thl ou Th2 (SOARES et al 1994). A injecéo de
antigenos de Leishmania por via intravenosa ou intraperitoneal confere cura a BALB/c,

enquanto a inje¢@o subcutdnea da mesma preparagio exacerba a infec¢do (HOWARD et al
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1982; LIEW et al, 1985). Estes resultados parecem resultar da apresentacdo do antigeno
por diferentes APC. O mecanismo pelo qual APC pode influenciar a geragdo de
populacdes de células T pode envolver interagdes especificas de moléculas de membrana

entre célula T e APC ou pode derivar das atividades de produtos secretados por APC .

A coestimulagdo de células T via interagdes com APC durante a apresentacdo de antigeno
pode determinar a polarizacdo da resposta T CD4+. Algumas evidéncias sugerem que a
interagdo entre B7-1 ou B7-2 de APC e células T durante a apresentacdo de antigeno pode

selecionar a resposta para Th1 ou Th2, respectivamente (KUCHROO et al, 1995).

IL-12 é uma citocina que pode selecionar o crescimento de células Thl e suprimir o
desenvolvimento de células Th2 (HSIEH et al, 1993). A administragdo in vivo de IL-12 ¢
suficiente para curar camundongos BALB/c infectados por L. major quando € realizada no

inicio da infec¢do (SYPEK et al, 1993).

1.5.2 Interagdo células T — macrdfagos

A fagocitose de organismos patogénicos por macrofagos induz a produgdo de vérios
mediadores soliveis, incluindo fatores quimiotaticos (IL-8, MCP-1, MIP-1, RANTES),
fatores de ativacdo como TNF-q, IL-12, e IL-1, estimulantes de inflamag¢do aguda como
IL-6, fatores de modulagdo como IL-10 e fatores estimulantes da hematopoiese como M- e
GM-CSF, que podem participar de vérios aspectos da defesa do hospedeiro (revisto por

REINER & LOCKSLEY, 1995).
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Em M® infectados in vitro por L. donovani ocorre uma diminuicdo na expressdo de
moléculas de MHC classe Il e secrecdo de IL-1 (REINER, 1987). Macréfagos de linhagens
suscetiveis secretam altos niveis de IL-1 quando comparados a macréfagos de linhagens
resistentes infectados com L. major. M® de camundongos BALB/c produzem grandes
quantidades de IL-1 quando infectados in vitro por L. major (REINER et al 1990),
enquanto que o IFN-y aumenta a producdo de IL-1 em M® infectados por L. donovani
(CILLARI et al, 1989). Portanto, o efeito da infec¢do por Leishmania em M® sobre a
produgdo de IL-1 parece depender da espécie de Leishmania envolvida e da origem dos
M®. Adicionalmente, a IL-1 estimula a producdo de outro mediador produzido por
macréfagos, o TNF-q, importante na infeccdo por Leishmania. TNF-o. esta associado com
a resisténcia a infec¢do, tanto in vivo quanto in vitro, devido a sua capacidade de induzir a

atividade leishmanicida dos M® (LIEW et al, 1990).

A prostanglandina E, (PGE;) € um importante mediador em rea¢des inflamatérias e €
capaz de favorecer a geracdo de respostas Th2, inibindo a producdo de IFN- y (PHIPPS et
al, 1991). O papel exato de PGE, na leishmaniose ndo estd claro. M® isolados de
camundongos BALB/c e infectados por L. donovani produzem 2-5 vezes mais PGE,
quando estimulado por fitohemaglutinina in vitro, do que M® de camundongos normais
(REINER & MALEMUD, 1985). Entretanto, outros estudos revelam papel protetor de
PGE,. Em M® de camundongos CBA ou C57BL/6 infectados in vitro por L. enrietti €
ativados por IFN-ye TNF-o ocorre aumento na destrui¢cdo do parasito e produgido de NO

quando PGE, est4 presente nas culturas (MAUEL et al, 1995).
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IL-10 € uma citocina produzida por M® e células T (MOSMANN & MOORE, 1991).
Pode atuar diretamente em M® inibindo sua ativagdo (CONVIT et al, 1989), ou através da
inibi¢do da producdo de IFN-y (FIORENTINO et al 1991 a b). O TGF-§ € uma citocina
que estd relacionada com a susceptibilidade, pois em lesdes de camundongos BALB/c
detecta-se maior producdo de TGF-f3 em relagdo ao observado em lesdes em animais
C57BL/6 (BARRAL et al, 1993; STENGER et al, 1994; Além disso, o tratamento de
camundongos BALB/c com TGF-f recombinante leva a exacerbagdo da infecg¢do por L.

brasiliensis (BARRAL et al, 1993).

IL-12 € o principal fator produzido por M® capaz de induzir a produg¢do de IFN-
Y determinando o desenvolvimento de resposta Th1 (GERMANN et al, 1993). A produgio
de IFN-y aumenta a expressdo de moléculas coestimulatdrias B7-1 e B7-2 (DING et al
1993) e citocinas como IL-12 podem agir sinergicamente com essas moléculas induzindo
proliferacdo de células T (MURPHY et al 1994). IFN-y e TNF-o induzem a produgdo de
NO e essa agcdo pode ser inibida por IL-10 (WU et al 1993). IFN-y e TNF-a sdo as

principais citocinas envolvidas na ativagdo de M® para a destrui¢io de Leishmania.

Portanto, o tipo de resposta de M® a qualquer estimulo depende da interagdo de varios
fatores liberados durante sua ativag@o. IL-2, por exemplo, pode atuar sinergicamente com
IL-12 e induzir proliferagdo de células T (GERMANN et al 1993). O efeito inibitério de
TGF-B pode ser revertido pela liberagdo de IFN-y e TNF-o (CORRADIN et al 1993) .
Esses dados sugerem que vdrias citocinas podem estar envolvidas na regulacdo das fungdes

de M®.
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1.5.3 Mecanismo efetor na destruigcdo de Leishmania

Oxido nitrico é um composto derivado de L-arginina e estd envolvido na destruicdo de
Leishmania por M®. E o principal mediador relacionado com a destruicdo de Leishmania,
tanto in vitro quanto in vivo (LIEW et al 1990 a b). Este mediador € produzido por M®
ativados por citocinas como o IFN-ye o TNF-o (GREEN et al, 1990; LIEW et al 1990 a
b). A producdo de NO e a capacidade leishmanicida podem ser inibidas por L-NMMA, um
analogo da arginina (LIEW et al, 1990 a ). Além disso, M® de camundongos resistentes a
infecg¢do por L. major produzem uma maior quantidade de NO sintetase induzivel (iNOS) e
NO do que macréfagos de camundongos susceptiveis a esta Leishmania (STENGER et al
1994). O papel de NO foi também demonstrado in vivo. Camundongos injetados com L-

NMMA desenvolvem grandes lesdes e ocorre um aumento da carga parasitria em relagao

ao controle (LIEW et al, 1990 b).

A produgdo de NO pode ser regulada por citocinas. M® incubados com IFN-y produzem
altos niveis de NO (DING et al 1988). O IFN-y pode atuar sinergicamente com TNF-a e
TNF-B aumentando a produgido de NO (DING et al 1988). Outras citocinas, tais como IL-
3, IL-4, TGF-f e IL-10, entretanto, podem atuar inibindo a expressdao de iNOS (LIEW &

COX, 1991).

E provavel que miltiplos fatores envolvidos nas etapas iniciais da infecgdo por Leishmania
participem na geracdo da resposta imunolégica. Os estudos in vivo ndo permitem observar
de modo detalhado os elementos que participam destes eventos. Assim, devido a

importancia dos macréfagos na infecgdo por Leishmania, € importante delinear estudos in
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vitro que visam investigar o possivel papel dessas células na determinagdo dos perfis de
resisténcia ou susceptibilidade durante os primeiros momentos apds a infecgdo por
Leishmania. Talvez diferentes espécies de Leishmania induzam distintos padrdes de
resposta em macréfagos murinos, tais como diferencas na apresentacdo de antigeno, na
expressdo de moléculas coestimulatérias, na producdo de citocinas ou de outros fatores
capazes de modular o sistema imune levando a uma resposta relacionada com protegéo ou

susceptibilidade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar uma possivel participagdo de M® de camundongos CBA na determinacgdo dos
perfis de resisténcia ou susceptibilidade na infeccdo por L. major ou L. amazonensis,

respectivamente.

2.2 Objetivos Especificos

1. Comparar a cinética de infec¢@o in vitro de M® de camundongos CBA por L. major ou

L. amazonensis.

2. Averiguar o efeito do IFN-y na infec¢do de macréfagos de camundongos CBA por L.

major ou L. amazonensis.

3. Correlacionar a produg@o de NO com a atividade leishmanicida dos M® infectados por

L. major ou L. amazonensis de camundongos CBA.
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3. JUSTIFICATIVA

O padr@o diverso de manifestagdes clinicas da leishmaniose pode ser reproduzido na
infec¢do experimental de linhagens de camundongos isogénicos. Essas linhagens de
camundongos sdo amplamente estudadas na leishmaniose por apresentarem distintos
padrdes de resisténcia ou susceptibilidade & doenca. A resisténcia ou susceptibilidade a
infecgdo estd correlacionada com a indugdo da resposta Thl ou Th2, respectivamente

(SCOTT et al., 1988; HANDMAN et al., 1979; BOOM et al., 1990).

Camundongos da linhagem CBA apresentam perfil caracteristico de resisténcia quando
infectados por L. major e de susceptibilidade quando infectados por L. amazonensis
(SOUZA, 1998). O estudo desse modelo de infec¢do experimental pode evidenciar vérios
fatores que estdo associados a protecdo ou susceptibilidade de uma mesma linhagem de
camundongo infectado por Leishmania, permitindo assim a investigacdo dos mecanismos

de resposta do hospedeiro, como também fatores de viruléncia do parasito.

O sitio natural da entrada de Leishmania no hospedeiro mamifero € a pele, e h4 evidéncias
de que a resposta imune cutinea nos estdgios iniciais da infec¢éo € crucial para o curso da
doenga. Algumas horas apds a inoculagdo do parasito, ocorre um infiltrado celular
composto predominantemente de macréfagos que fagocitam a Leishmania (ANDRADE et
al., 1984). Os macréfagos desempenham papel importante na leishmaniose (SOLBACH et
al., 1991) pois sdo as principais células hospedeiras de Leishmania e podem funcionar

como células apresentadoras de antigenos, estimulando células T especificas.
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A atividade de M® constitui um dos mecanismos primarios do organismo contra a invasdo
de parasitos e € capaz de preencher uma variedade de fung¢des microbicidas tais como a
producdo de ROI, enzimas lisossomais e fatores soliveis de secre¢do, como também a
capacidade de ativar o sistema imune. A intera¢do entre parasito e célula hospedeira é

crucial para o estabelecimento da infec¢do (ALEXANDER & RUSSELL, 1992)

Algumas evidéncias sugerem que Os eventos que participam na determinacdo da
susceptibilidade & infec¢do por Leishmania ocorrem no inicio da infeccdo e envolvem
elementos da resposta imune inata que precedem o desenvolvimento de células Thl e Th2
especificas (SYPEK et al., 1993). Além disso, foi observado que a diferenciagdo das
subpopulacdes de linfécitos T ocorre a partir de um precursor comum € parece que é
determinada nos momentos iniciais apds a infeccdo (STREET et al., 1990). Investigar
fatores que participam na indug¢do da resposta imune parece importante, pois abre
perspectivas para possiveis manipulacdes com objetivo de modular o padrdo da resposta
imune, como também para conhecer vérios aspectos da interacdo entre parasito e célula

hospedeira.

A hipétese levantada nesse trabalho foi que M® de camundongos CBA apresentariam um
perfil de resisténcia quando infectados in vitro por L. major e de susceptiblidade quando
infectados por L. amazonensis. E provavel que muiltiplos fatores envolvidos nas etapas
iniciais da infec¢do por Leishmania participem na geragdo da resposta imunoldgica. Os
estudos in vivo ndo permitem observar de modo detalhado os elementos que participam

destes eventos. Assim, devido a importancia dos macréfagos na infec¢do por Leishmania,
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estudamos in vitro uma possivel participacdo dessas células na determinacdo do curso da
doenga de camundongos CBA infectados com L. major ou L. amazonensis. Talvez estas
duas espécies de Leishmania estejam induzindo diferentes respostas em macréfagos de

CBA, e essas diferencas podem estar relacionadas com prote¢do ou susceptibilidade.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas ou machos, isogénicos, das linhagens CBA e
C57BL/6 variando entre 6-12 semanas de idade, obtidos do Biotério Central da
FIOCRUZ/RIJ. Esses animais foram mantidos no Biotério de Experimentagdo do Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz (CPqGM), sendo alimentados com ragdo comercial e dgua ad

libitum.

4.2 Parasitos

Os promastigotas em fase estaciondria utilizadas nesse trabalho foram de cepas L. major
MHOMRI-173 e L. amazonensis MHOM/Br88/Ba-125 doadas por Dra. Aldina Barral do
Servico de Imunologia do Hospital Universitdrio Professor Edgar Santos (HUPES
UFBA/SSA). Os parasitos foram mantidos em cultura axénica em meio LIT total
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Hyclone laboratories), e reisolados de

linfonodos de camundongos resistentes (C57B1/6), para manutengao da infectividade.

4.3 Determinacio do percentual de promastigotas metaciclicas

Para avaliar o percentual de promastigotas metaciclicos existentes nas culturas axénicas em
fase estaciondria de L. major ou L. amazonensis, utilizou-se soro fresco (ULRICH et al.,
1968) de cdo, observando a resisténcia desses parasitos a lise pelo complemento. O soro
foi usado nas concentragdes de 25, 50 e 100% e incubado com 2 x 10° parasitos a cada
200ul do soro, durante 30 minutos a 37 °C. Através do microscépio de fase, foi contado o

nimero de parasitos vivos. Como controle positivo do experimento, utilizou-se L. chagasi
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em fase logaritmica. A figura abaixo mostra que o percentual de metaciclicos em relagio
ao controle, incubado em meio sem soro, variou entre 50-60% em ambas as culturas de L.

major ou L. amazonensis, e os promastigotas de L. chagasi foram totalmente lisados. Este

resultado € representativo de 3 experimentos.
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Figura 1 - Percentual de promastigotas metaciclicos de L.major ou L. amazonensis. Foi
determinado o percentual de promastigotas metaciclicos de L. major ou de L. amazonensis, através
do teste de resisténcia a lise pelo complemento. Os promastigotas foram incubadas com soro fresco
de cdo em diferentes diluicdes. O percentual de metaciclicos em relagdo ao controle, foi
determinado através da contagem de parasitos vivos. Promastigotas de L. chagasi em fase

logaritmica, utilizados como controle positivo, foram lisados em todas as dilui¢Ges do soro. Esse

resultado € representativo de 3 experimentos.
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4.4 Cultura de macroéfagos

M® peritoneais residentes foram obtidos através da lavagem da cavidade peritoneal dos
camundongos, utilizando salina gelada com 20 Ul/ml de heparina. As células foram
recuperadas em tubo o polipropileno e centrifugadas a 1200 rpm a 20° C durante 10
minutos. Foram distribuidos 2 x 10° M® /pogo em placas de 24 pogos contendo laminulas
de vidro, em triplicata, em meio DMEM suplementado com Hepes pH 7.4 a 25mM,
glutamina a 2mM, penicilina 100UL/ml, streptomicina a 100pug/ml, bicarbonato de sédio a
2,0 g/l e 10% de soro bovino fetal (DMEM completo). Ap6s 24 horas de incubagdo a 37°C
e 5% de CO,, as culturas foram lavadas por meio RPMI para a remog¢do das células ndo
aderentes e reincubadas nos periodos entre 90 minutos € 72 horas em meio DMEM

completo.

4.5 Infeccio de macréfagos

Os macréfagos foram infectados por promastigotas de L. major ou L. amazonensis em fase
estaciondria, em uma propor¢do de 10 parasitos/M®. Nos estudos de cinética curta, os
parasitos foram adicionados, e ap6és 90 min, 3, 6 ¢ 12 horas, grupos de células foram
fixadas, com metanol durante 10 minutos. Nesse periodo de pulso del2 horas, as culturas
foram lavadas por meio RPMI para a remocao de parasitos nao internalizados. Nos estudos
de cinética longa, grupos de células foram fixadas imediatamente apés o periodo de pulso
de 12 horas ou ap6és periodos de caga de 24, 48 e 72 horas. As laminulas foram retiradas e
coradas por hematoxilina-eosina. Utilizando a microscopia optica foi determinado o indice

de infecgdo através da contagem de macréfagos infectados e do nimero de Leishmania por

Mo .
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4.6 Ativacio de macréfagos por IFN-y

Macroéfagos infectados e néo infectados foram tratados por IFN-y recombinante (19301T
Pharmingen#MO0207056). Inicialmente, foram testadas diferentes concentragdes de IFN-y
(50, 100 e 200 Ul/pogo) e optou-se por utilizar 100 Ul/pogo de cultura, pois com a
concentragdo de 50 Ul/poco detectou-se baixa producdo de nitrito € com 200 UI/ml o nivel
detectado foi similar ao encontrado utilizando 100 Ul/poco. Primeiramente as células
foram pré-tratadas por IFN-y por um periodo que variou entre 12-18 horas e, em seguida,
foram infectadas por L. major ou L. amazonensis. Apés 12 horas de pulso as culturas
foram lavadas por RPMI para remocdo dos parasitos ndo internalizados. Um grupo de
células foi fixado imediatamente apés o pulso e o outro grupo foi tratado por IFN-y,
reincubados por 24 horas adicionais € em seguida, fixado. Os sobrenadantes foram
coletados em todos os pontos para a mensuracdo dos niveis de NO. As laminulas apds
fixadas, foram retiradas e coradas para a determinag¢do dos indices de infec¢do como

descrito no item 4.5.

4.7 Determinacao da producio de NO
A produg@o de NO foi determinada através do método de Griess (DING, 1988), a partir da

quantificagdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas. A curva padrdo de leitura foi
constituida por nitrito de sédio em DMEM, em dilui¢des seriadas (1:2) a partir de 200uM,
distribuidas em triplicatas, em placas de 96 pocos. A revelacdo foi feita com a adi¢do de
volume igual do reagente a base de 1% sulfanilamida e 0,1% de N-1 Naftiletilenodiamina

(NEED).
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4.8 Analise Estatistica
Para a andlise estatistica dos resultados foi utilizado o programa Graph Pad Prima Verséo
2.0. O teste Kolmogorov-Smirnov demonstrou que dados da média do % de M®
infectados de 6 experimentos apresentaram uma distribuicdo normal. Assim, foi utilizado
para a comparagdo das médias o teste ONE-WAY ANOVA, e caso houvesse diferengas
estatisticamente significante foi aplicado o pés teste Newman-Keuls. O teste ¢ de Student

foi utilizado quando foram comparados apenas 2 grupos entre si.
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5. RESULTADOS

5.1 Cinética de infeccao de macréfagos de camundongos CBA por L. major ou L.
amazonensis.

5.1.1 Cinética de curta duragao

Para avaliar comparativamente o percentual de infecgdo de M® por L. major ou L.
amazonensis, realizou-se uma cinética de infecg@o. A figura 2A mostra o percentual de
M® infectados nas primeiras horas (1,5 a 12 horas) apds a adicdo das promastigotas. Os
dados mostram que nesse periodo o percentual de M® infectados foi similar em ambos os
grupos (p=0,3113). Nesse mesmo periodo de incubagdo, observou-se que a quantificagdo
do nimero de parasito por M® (Figura 2B) foi também similar em ambos os grupos de
infec¢do. Entretanto, o teste estatistico (ONE-WAY ANOVA) mostrou que existia
diferencas entre os grupos (p=0,0397), mas o pds-teste (Newman-Keuls) ndo detectou o
sitio da diferenga (p>0,05). Esses resultados representam a média de 4 experimentos. No
ponto de 12 horas foram computados os dados de todos os experimentos de cinética da

infecgdo curta ou longa de M® de camundongos CBA (n=8).

5.1.2 Cinética de longa duragdo

Foi realizada a cinética longa da infeccdo de M® infectados por L. major ou L.
amazonensis, para verificar se o padrdo observado nas primeiras horas era mantido em
momentos mais tardios apds a infecgdo. A figura 3A mostra que 24 horas apds o pulso de
12 horas, o percentual de M® infectados por L. amazonensis foi aproximadamente duas
vezes maior do que aqueles infectados por L. major (p<0,0001). Estas diferencas foram
mantidas 48 e 72 horas apés a infec¢do. Em relagdo ao nimero de parasitos por M® nesse

periodo, a figura 3B mostra que o nimero de amastigotas em células infectadas por L.



35

amazonensis foi duas vezes maior do que nas infectadas por L. major (p<0,0001). Estes
resultados correspondem a média de 6 experimentos. Como mencionado anteriormente, no
ponto O (ponto de 12 horas apdés a infecgdo), foram computados os dados de todos

experimentos de cinética da infec¢io de M® de camundongos CBA (n=8).



36

1007 —=— major

o —&— [. amazonensis
g 75- B
[T} Py
o )|
£ 50- }
S
=
R 25-

0 1 L 1 1

0 3 6 9 12

Tempo (horas)

Figura 2A - Cinética curta da infeccio de M® por L. major ou L. amazonensis.
Macréfagos peritoneais residentes de camundongos CBA, foram infectados por
promastigotas em fase estaciondria de L. major ou L. amazonensis na propor¢do 10
parasitos/M®. Apds 1,5; 3; 6 e 12 horas de infecgdo as células foram fixadas e o percentual

de M® infectados foi determinado. Esses resultados representam a média de 4

experimentos + erro padrdo (SE). (p=0,3113).
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Figura 2B - Carga parasitiaria de M® infectados por L amazonensis ou L. major na
cinética de curta duracgio. M® peritoneais residentes de camundongos CBA foram
cultivados conforme descrito na figura 1. A carga parasitdria foi avaliada através da
quantificagdo do nimero de parasitos por M®. Esses resultados correspondem a média de

4 experimentos t SE (p=0,0397)
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Figura 3A - Cinética longa da infeccio de M® por L. major ou L.

amazonensis. M® peritoneais residentes de camundongos CBA foram infectados por

promastigotas em fase estaciondria de L. major ou L. amazonensis na propor¢ao de 10

parasitos/M®. Grupos de células foram fixadas apds 12 horas de pulso (Tempo 0) ou nos

periodos de caga de 24, 48 e 72 horas. Foi determinado o percentual de M® infectados.

Esses resultados correspondem a média de 6 experimentos *+ SE. (p<0.0001).
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Figura 3B- Carga parasitaria de M® infectados por L. amazonensis ou L. major na
cinética de longa duragio. M® peritoneais residentes de camundongos CBA foram
cultivados com o descrito na figura 3 A. A carga parasitaria foi avaliada através da
quantificagdo do nimero de parasitos por M®. Esses resultados correspondem a média de

6 experimentos + SE (p<0.0001).
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5.2 Cinética de infec¢ao de macroéfagos de camundongos C57Bl/6 por L. major ou L.
amazonensis.

Com o objetivo de determinar se o perfil de resposta a infec¢do por L. major ou L.
amazonensis seria caracteristico dos M® da linhagem de camundongos CBA, avaliou-se a
resposta a infec¢do de células da linhagem de camundongo C57BL/6. Essa linhagem ¢é
resistente a infecgdo por ambas as espécies de Leishmania. Desta forma, foi realizada a
cinética de curta e longa duragdo da infec¢do de M® de camundongo C57BL/6 por L.

major ou L. amazonensis.

A figura 5A mostra que, desde as primeiras horas, o percentual de M® infectados por L.
amazonensis é aproximadamente duas vezes maior em relacdo a infec¢do por L. major, €
essa diferenca é mantida nas fases mais tardias da infecgado, (Fig. 6A). Em relagdo a carga
parasitdria, os dados mostram que o nimero de parasitos em células infectadas por L.
amazonensis foi cerca de duas vezes mais elevado do que em células infectadas por L.

major, tanto na cinética de curta duracdo (Fig. 5B), como na cinética de longa duracdo

(Fig. 6B). Esse resultado € representativo de 3 experimentos.
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Figura 5 A - Cinética de curta duracio da infeccio de M® de camundongos C57BL/6
por L. major ou L. amazonensis. Macréfagos peritoneais residentes de camundongos
C57BL/6 foram infectados por promastigotas de L. major ou L. amazonensis em fase
estaciondria na proporgdo de 10 parasitos/M®. Apés 1,5; 3 e 12 horas de infecg¢do as

células foram fixadas e o percentual de M® infectados foi determinado. Esse resultado é

representativo de 3 experimentos.
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Figura 5B - Carga parasitaria de M® de camundongos C57BL/6 infectados in vitro
por L. major ou L. amazonensis na cinética curta. M® peritoneais residentes de
camundongos C57BL/6 foram cultivados como descrito na figura SA e a carga parasitaria

foi avaliada através da quantificagdo do numero de parasitos por M®. Esse resultado é

representativo de 3 experimentos.
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Figura 6A - Cinética de longa duragao da infeccdo de M® de camundongos C57BL/6
por L. major ou L. amazonensis M® peritoneais residentes de camundongos C57BL/6
foram infectados por promastigotas de L. major ou L. amazonensis em fase estaciondria na
propor¢do 10 parasitos/M®. As células foram fixadas apés um periodo de pulso de 12

horas e apds 24, 48 e 72 horas de caca. Foi determinado o percentual de M® infectados.

Esse resultado € representativo de 3 experimentos.
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Figura 6B - Carga parasitaria de M® de camundongos C57BL/6 infectados in vitro
por L. major ou L. amazonensis na cinética longa. Macréfagos peritoneais residentes de

camundongos C57BL/6 foram cultivados como descrito na figura 6 A e através da
quantifica¢cdo do nimero de parasitos por M®, a carga parasitaria foi determinada nos

momentos mais tardios da infecc@o. Esse resultado € representativo de 3 experimentos.



45

5.3 Efeito do IFN-y na infec¢do de macrofagos por L. major ou L. amazonensis.

Para avaliar o efeito do IFN-y na sobrevivéncia de L. major ou L. amazonensis no interior
de M® de camundongos CBA, foi determinado o percentual de M® infectados apés 24 h
de caca na presenca ou auséncia de INF-y. A figura 7 corresponde a média de quatro
experimentos € mostra que o percentual de células infectadas por L. amazonensis, no
periodo de 24 horas de caca, se manteve duas vezes maior que o percentual de células
infectadas por L. major (p<0.0001) tanto em células tratadas por IFN-y como em células
ndo tratadas. Esses dados sugerem que o tratamento por IFN-y ndo modificou a infecg¢ao in

vitro dos M® por Leishmania.

5.4 Producdo de NO por macroéfagos infectados por L. major ou L. amazonensis.

Nesse trabalho foram avaliados os niveis de producdo de NO em sobrenadantes de culturas
de M® de camundongos CBA, tratadas ou ndo tratadas por IFN-y, no periodo de 12h de
pulso e 24 horas de caga. Nos grupos ndo tratados, ndo foi detectada produgdo de NO.

Doze horas apés a infecgao, detectou-se baixos niveis de NO nos grupos tratados por IFN-

v, € infectados por L. major ou L. amazonensis.

A figura 8 mostra a média de 5 experimentos onde determinou-se produgdo de NO em
células pré-tratadas e tratadas por IFN-y durante a caga de 24 horas. Os dados evidenciam
que em M® infectados por L. major, houve uma produgdo de NO um pouco mais elevada

em relagio aos M® infectados por L. amazonensis. Vale ressaltar que em 3 de 5
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experimentos houve produgdo de NO entre 1,5-2 vezes mais elevada em células infectadas
por L. major que por L. amazonensis. Esses resultados indicam que, apesar do conjunto de
dados n3o mostrar diferencas estatisticamente significante entre os grupos, existe uma
tendéncia das células infectadas por L. major produzirem uma maior quantidade de NO.
Entretanto, é necessario que esses dados sejam confirmados realizando-se um ndmero

maior de experimentos.
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Figura 7 - Efeito do IFN-y em M® infectados por L. major ou L. amazonensis. M® de
camundongos CBA infectados foram tratados por IFN-y (100 Ul/pogo). Depois do pré-
tratamento de um periodo que variou entre 12-18 horas, grupos de células foram infectadas

e ap6s 12 horas de pulso foram lavadas e fixadas ap6s um periodo de caca de 24 horas. Foi

avaliado o percentual de M® infectados. (p<0.0001).
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Figura 8 - Producdo de 6xido nitrico por M® infectados por L. major ou L.
amazonensis. Os M® de camundongos CBA foram cultivados como descrito na figura 7 e
os sobrenadantes das culturas foram coletados apds 24 h de caga. Os niveis de NO foram
avaliados através do Método de Griess. Esses dados correspondem a média de 5

experimentos (p>0.05)
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6. DISCUSSAO

6.1 A cinética da infec¢ao de macrofagos por L. major ou L. amazonensis

Nesse estudo foi caracterizado o perfil de resposta de M® de camundongos CBA
infectados in vitro por L. major ou L. amazonensis. O padrao de resposta foi avaliado
quanto a cinética e produgdo de NO. Quanto a cinética, observa-se que nos primeiros
momentos apés a infecgdo o percentual de M® infectados e a carga parasitdria s@o
similares em ambos os grupos (Figuras 2A e 2B). Entretanto, a partir de 24 horas apés o
pulso, M® infectados por L. major apresentam maior capacidade leishmanicida do que

aqueles infectados por L. amazonensis, e essas diferencas sdo mantidas apés 72 horas de

caca (Figuras 3A e 3B).

Nesse estudo os resultados indicam que M® de uma mesma linhagem de camundongo
podem apresentar diferentes perfis de resposta quando infectados por diferentes espécies
de Leishmania. Os dados aqui apresentados se correlacionam com estudos anteriores
mostrando que o inicio da infeccdo de M® por L. tropica (30-40% de células infectadas)
ndo foi influenciado pelo gendtipo do camundongo. Entretanto, depois do segundo dia
ap6s a infecgdo o percentual de M® infectados variou de acordo com a origem dessas
células , pois em linhagens de camundongos resistentes como C57BL/6 e NZB houve um
decréscimo no percentual de células infectadas e em M® de camundongos susceptiveis

como BALB/c houve aumento progressivo (60-70%) (HANDMAN et al., 1979 )
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M® de animais resistentes infectados por L. major sdo mais sensiveis a ativa¢do por
citocinas produzidas por células T do que M® de animais susceptiveis (NACY et al.,
1985). A destrui¢do de parasitos em M®, ocorre depois da ativagdo dessas células por
citocinas produzidas por linfécitos T antigeno-especificos (BOGDAN et al, 1991;.NACY,
1983 et al., STENGER et al.,, 1991) Além disso, a resolugdo de lesdes parece ser
dependente da capacidade de M® de destruir parasitos intracelulares (HANDMAN et al.,

1979; BEHIN et al., 1979; .NACY et al., 1983)

Camundongos da linhagem CBA quando infectados por L. major desenvolvem perfil
tecidual caracteristico de resisténcia, com formagdo de granulomas, necrose fibrindide e
redu¢do do nimero de parasitos na lesdio (SOUZA, 1998). Esses mesmos animais
infectados por L. amazonensis apresentam perfil de susceptibilidade, com extensas dreas de
necrose de coagulagdo, infiltrado mononuclear macrofdgico difuso e grande carga
parasitaria (SOUZA, 1998). Esse padrdo morfoldgico de resposta tecidual, correlaciona-se
com aspectos da reposta imune avaliados. Na infec¢do por L. major, esses camundongos
apresentam niveis elevados de IFN- v, evidenciando uma resposta do tipo Thl e, quando
infectados por L. amazonensis produzem niveis elevados de IL-4, caracterizando uma
resposta do tipo Th2 (SOUZA, 1998). Os resultados aqui apresentados mostram que hé
correlagdo in vitro do padréo de resisténcia e susceptibilidade com os observados in vivo

em camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis, respectivamente.
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Nesse trabalho, a carga parasitdria foi avaliada através da contagem do ndmero de
parasitos por M®. Um questionamento que pode ser feito é a respeito da viabilidade dos
parasitos visualizados por microscopia dptica. O ideal seria avaliar a viabilidade utilizando
ensaios como por exemplo a dilui¢do limitante. Esse estudo devera ser realizado em etapas
posteriores. Entretanto, os amastigotas de ambos os grupos parecem muito bem
preservados e além disso, a diferenga encontrada nos periodos de caga a partir de 24 horas

¢ muito evidente quando se compara a grande quantidade de M® infectados por L.

amazonensis com poucos M® infectados por amastigotas de L. major.

Um aspecto cuidadosamente acompanhado foi a infectividade da Leishmania testada
através do acompanhamento das lesdes de camundongos CBA e BALB/c infectados. E
para garantir a mesma quantidade de parasitos infectantes nos dois grupos, foi avaliado o
percentual de promastigotas metaciclicos em fase estacionéria adicionados as culturas, € os
resultados mostraram que as culturas de L. major € L. amazonensis apresentava percentuais

similares de promastigotas metaciclicos (Fig. 1).

N

Com o objetivo de determinar se o perfil de resposta & infeccdo por L. major ou L.
amazonensis seria caracteristico dos M® da linhagem de camundongos CBA, avaliou-se a
resposta a infeccdo de células da linhagem de camundongo C57BL/6. Essa linhagem &
resistente a infeccdo por ambas as espécies de Leishmania. Foi realizada a cinética de

infecgdo de M® peritoneais residentes de camundongos C57BL/6. Observou-se que,
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diferentemente de M® de camundongos CBA, os M® de C57BL/6 apresentam um maior
percentual de infecgdo por L. amazonensis do que por L. major, desde os primeiros
momentos apds a infeccdo, e essas diferengas sdo mantidas nos periodos mais tardios. As
diferengas observadas podem estar relacionadas ao reconhecimento e a fagocitose das
espécies de Leishmania por essas duas linhagens de camundongos e no a capacidade dos

M® de destruir Leishmania. Esses resultados relativamente inesperados podem ser
/

{

atribuidos ao fato de que camundongos C57BL/6 apresentarem uma resisténcia parcial

quando infectados por Leishmania.

A linhagem CS57BL/6 tem sido utilizada como linhagem resistente a infec¢do por L. major
ou L. amazonensis. Entretanto, vérias evidéncias sugerem que esta linhagem pode ter uma
resisténcia intermedidria quando comparado as linhagens altamente resistentes como CBA
e C3H. As lesdes em C57BL/6 infectados por L. major apresentam alta carga parasitéria
proxima das lesdes de BALB/c, enquanto que as observadas em CBA e C3H apresentam
baixa carga parasitiria (SCHARTON & SCOOT, 1993). Além disso, camundongos
C57BL/6 desafiados com altas doses de L. tropica apresentam lesdes cronicas € ulcerativas
(BEHIN et al, 1979) A linhagem C57BL/6 pode apresentar padrdo variado de lesdes
primdrias que cicatrizam espontaneamente (CHILDS et al., 1984, ou lesdes progressivas,

ulceradas e/ou disseminadas .(BARRAL et al., 1983).

Estudos recentes mostraram que camundongos C57BL/6 quando infectados por L.

amazonensis desenvolvem lesdes persistentes sem sinais de cura e em sobrenadantes de
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culturas de esplendcitos desses animais, com oito semanas de infec¢ao, nao detectou-se IL-
4, evidenciando que nem sem sempre o perfil de susceptibilidade esta associado a resposta
Th2 (SOONG et al., 1997). No sistema de estimulagdo priméria in vitro (PIV) observou-se
que, células de camundongos C57BL/6 infectadas por L. major produzem grandes
quantidades de IL-4 e IL-5 e baixos niveis de IFN-y quando comparadas as células de
camundongos CBA (SOARES et al., 1997) . Esses dados indicam que o comprometimento

com o fenétipo Thl é mais tardio em camundongos C57BL/6 do que em camundongos

CBA

6.2. Possiveis mecanismos responsaveis pelas diferencas entre a infec¢io por L. major
e L. amazonensis

J4 é bem evidenciado que as subpopulacdes de linfécitos Th1 ou Th2 sdo originados de um
precursor comum que se diferencia nos momentos inicias apés a infec¢do (STREETet al.,
1990). As manipulagGes feitas com o objetivo de reverter o tipo de resposta s6 sdo efetivas
quando realizadas na primeira semana de infec¢do, sugerindo que os eventos iniciais sdo

cruciais na defini¢do do tipo de resposta imunolégica.

Na leishmaniose cutinea murina experimental € bem evidente ocorrer ativagdo seletiva de
células Thl e Th2 (BOOM et al., 1990; HEINZEL et al., 1989; 1991; SCOTT et al., 1988).
Entretanto, 0os mecanismos que participam dessa ativagdo seletiva sdo pouco conhecidos,
especialmente o papel de APC no processo. No modelo aqui estudado, € possivel que as

diferencas encontradas no percentual da infeccdo de M® por diferentes espécies de
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Leishmania e na carga parasitdria, induziram diferentes mecanismos de ativagdo dos M®

em resposta a infeccao.

O presente estudo parece evidenciar que M® podem ter importante papel na indugdo da
resposta imune em camundongos CBA, pois demonstramos que essas células sem
nenhuma estimulacdo prévia apresentaram significativa diferenca na capacidade de
destruicdo de Leishmania. Esse distinto padrdo de resposta observado pode estar induzindo
diferencas na producdo diferenciada de ROI, tipo de antigenos apresentado, indugdo da
expressdo de moléculas de MHC classe II, de moléculas coestimulatdrias, liberagdo de

citocinas e produgdo de NO.

Parece que existém muiltiplos fatores envolvidos na ligagdo de promastigotas a M® que
podem influenciar no destino intracelular do parasito por causa das diferengas na
composicdo de membrana entre as espécies de Leishmania e consequente ligagdo a
diferentes receptores dos M®. Uma yez no interior de M®, Leishmania pode regular

mecanismos de destruicdo associados aos ROI, dependendo do receptor utilizado para

entrada (BUCHMULLER-ROUILLER et al., 1992; WRIGHT & SILVERSTEIN, 1983)

Os eventos iniciais na formagio do vaciolo parasitéforo parecem regulados pelo parasito.
Por exemplo, LPG parece desempenhar papel importante na biogénese do vactiolo
parasitéforo através da restricdo da fusdo de fagossomas contendo Leishmania com

compartimentos endociticos tardios. Esse bloqueio tempordrio da fusdo permite que
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promastigotas se transformem em amastigotas, os qual sdo melhores adaptados a vida
intracelular (DESJARDINS & DESCOTEUAX, 1997). Além disso, foi mostrado que LPG

pode atuar inibindo PKC que € uma importante enzima na geragdo de ROI (McNEELY,
1989). A inibi¢do da PKC pode ser um fator critico no estabelecimento e manutengdo da
infec¢do ao proporcionar condi¢cdes adequadas para o crescimento intracelular de
Leishmania. E razodvel propor que a efetiva inibi¢io da atividade de PKC através da LPG
pode ser importante para o estabelecimento da infec¢do de promastigotas de Leishmania
em fagécitos mononucleares (DESCOTEAUX et al, 1992). Em nosso modelo,
promastigotas de L. amazonensis ou L. major podem estar sendo reconhecidos por
diferentes receptores de M® de camundongos CBA. O reconhecimento diferenciado pode
resultar na indug@o ou inibi¢do de mecanismos de destrui¢do por M®, através da ativagado

de diferentes vias de sinalizagao.

Embora os vactiolos de Leishmania estudados possuam muitas caracteristicas comuns, eles
ndo sdo idénticos morfologicamente ou funcionalmente. Por exemplo, em relacdo ao
tamanho, os vacuolos de L. amazonensis € L. mexicana s@o grandes, enquanto que
vactolos de L. major ou L. donovani sdo bem menores. Isso sugere que o processo de
fusdo/fissdo é diferente em M® infectados por diferentes espécies de Leishmania. Assim,
diferentemente de vacuolos de L. amazonensis (VERAS et al.,, 1992), vactiolos de L.
donovani ndo fusionam com pequenos fagossomas contendo particulas de zimosan (revisto

POR ANTOINE et al., 1998).
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Em trabalhos anteriores, foi isolado um gene de resisténcia a patégenos intracelulares
chamado Nramp 1 (natural resistance-associated macrophage protein 1) (VIDAL et al.,
1993) que codifica uma proteina integral de membrana com estrutura homéloga a uma
proteina transportadora. Uma simples mudanca em um aminodcido foi encontrada em
linhagens de camundongos Beg susceptiveis (Bcg®) e ndo em linhagens Bceg resistentes
(Bcg') (VIDAL et al., 1993. Alguns estudos tém demonstrado um efeito pleiotrépico do
gene, pois esté relacionado com maior produgéo de NO em Beg' do que em Bceg®, depois da
estimulagdo por IFN-y (BARTON et al., 1995) , como também maior producdo de ROI
(DENIS et al., 1988). Além disso, Nramp induz uma maior produgdo de IL-1p, TNF-
o (ROACH et al, 1994) e maior expressdo de moléculas de MHC classe II (DENIS et al,
1988; .BARRERA et al, 1997). A maioria dos estudos relacionados ao papel de Nramp sdo
realizados com Mycobacterium, entretanto € possivel que as diferengas na destrui¢do de L.

major e ndo de L. amazonensis estejam relacionadas com indugio da expressdo de Nramp.

Uma fungdo priméria de M® € processar e apresentar antigeno no contexto de moléculas
de MHC classe II para células T, junto com moléculas coestimulatérias, levando a ativagdo
dessas células. A capacidade de M® de processar e apresentar antigenos € um fator critico
na indug¢do da resposta efetora. Tem sido postulado que dependendo da natureza das
moléculas ou fragmentos que sdo apresentados por M® ocorre estimulag@o de diferentes
subpopulagdes de células T (BARRAL et al, 1991). Algumas evidéncias sugerem que no
contexto da apresentagdo de antigenos o vactolo parasitéforo pode ser importante

compartimento no processamento de antigenos.
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A induc@o da redugdo do nimero de complexos moléculas de MHC-antigeno na superficie
de M® infectados, parece uma boa estratégia de sobrevivéncia para patégenos
intracelulares. Certas espécies de Leishmania, tais como L. amazonensis € L. mexicana, s30
capazes de sequestrar complexos antigénicos dentro de vaciolo parasitéforo (ANTOINE et
al, 1998). Outra estratégia € a habilidade de amastigotas de L. amazonensis € L. mexicana
em degradar moléculas de MHC classe II que chegam ao vaciolo parasitéforo (DE
SOUZA LEAO et al., 1995). Pode ser que em M® de camundongos CBA infectados in
vitro por L major ou L. amazonensis existam diferencas cruciais no processamento de

antigenos e associag¢do desses com moléculas de MHC classe II.

Outro aspecto importante na infec¢@o por Leishmania é a indugdo diferencial de moléculas
coestimulatérias. Alguns estudos mostram que a interagdo das moléculas B7-1 ou B7-2 de
APC e moléculas de superficie de células T durante a apresentagdo de antigeno pode
selecionar a resposta para Thl ou Th2, respectivamente (KUCHROO et al, 1995). E
possivel que as diferencas na infeccio de M® de camundongos CBA por L. amazonensis

ou L. major possam repercutir na expressao diferenciada de moléculas coestimulatdrias.

A natureza do tipo de APC envolvida na resposta a infec¢do por Leishmania ndo € bem
clara. Foi demonstrado que apesar de células dendriticas e células B serem as principais

células na indugdo da proliferacdo de linfécitos T, os M® sdo as células efetivas na
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indugéio da resposta por células T especificas para L. major, estimulando a maior produgéo
de citocinas. Dado ao fato de M® serem as principais células hospedeiras na infecgdo por
Leishmania, € possivel que antigenos do parasito sejam processados e liberados por M®

infectados e que esses antigenos sejam apresentados por células dendriticas e células B

(SHANKAR & TITUS, 1997).

A fagocitose de organismos patogénicos induz M® a produzirem citocinas que coordenam
vérios aspectos da defesa do hospedeiro. Um importante fator no desenvolvimento do tipo
de resposta desenvolvida por células T sdo as citocinas que podem estar presentes quando
essas células sdo ativadas, principalmente aquelas produzidas no inicio da infecgdo. Sabe-
se que na resposta imune associada a infecg¢@o por L. major, a producao inicial de IL-12 e
IFN-vy é responséavel pelo desenvolvimento de células Th1, enquanto que a produgao inicial
de IL-4 induz o desenvolvimento da resposta Th2 (CHATELAIN et al, 1992; HEINZEL et

al, 1991)

Parece que a resposta inicial € crucial na determinag@o da natureza da resposta adaptativa.
A resposta inicial pode ser influenciada pela producdo de citocinas inibidoras da resposta
Th1, tais como TGF-B e IL-10, visto em camundongos BALB/c (SCHARTON & SCOOT,
1993). Em camundongos C3H, IL-12 ¢ produzida no inicio da infec¢@o e sua neutralizagio

bloqueia a produgédo de IFN-y e a resposta de células NK. (SCHARTON & SCOOT, 1993)
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Linfécitos sao ativados por células acessérias que apresentam antigeno e fornecem
multiplos sinais que podem influenciar na ativagdo dessas células. Estudos realizados
utilizando o sistema PIV, mostram que células de camundongos BALB/c susceptiveis
produzem mais IL-1, PGE,, IL-6 ¢ TGF-B do que células da linhagem C57BL/6 resistente.
Assim € possivel que fatores sejam produzidos por APC e influenciem o comprometimento
para o fenétipo Th2. Na auséncia desses fatores, como ocorre na estimulagdo primdria in
vitro de células de CBA infectadas por L. major, a resposta € naturalmente direcionada
para o fenétipo Thl (SOARES et al., 1997). Esta hipétese € apoiada por experimentos que
mostram que o ambiente no qual a resposta primdria ocorre pode definir o tipo de resposta
(SHANKAR et al., 1996). No nosso sistema, pretendemos avaliar, posteriormente, o perfil
de citocinas produzidas. E possivel que as diferengas encontradas entre a infecgdo por L.
major e L. amazonensis leve a produgdo distinta de vdrias citocinas importantes na

ativacdo de células T.

6.3 A ativacdo de macréfagos por IFN-y

2

O principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra a leishmaniose € a imunidade
mediada por células T, a qual € subsequente ao papel primério desempenhado por M®.
Existe evidéncia de que M® sdo responsiveis pela resisténcia geneticamente determinada
a iﬁfecgﬁo por L. major (NACY et al.,1983). Alguns estudos mostram que a atividade
efetora de M® contra amastigota (GREEN et al, 1990) e promastigotas .(LIEW et al.,
1990b) é mediada por NO e o papel de NO tem sido demonstrado in vivo.(LIEW et al.,

1990a ¢ in vitro (LIEW et al., 1991.
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Foi avaliado nesse estudo se diferengas encontradas entre as duas espécies de Leishmania
correspondiam a distinta producdo de NO. Inicialmente ndo foi detectado a produgéo de
NO em M® sem estimulag@o prévia por IFN-y. Entretanto, quando estimulados por IFN-y,
M® residentes de CBA produzem NO e quando foram tratados por IFN-y e infectados,
essa produgdo aumenta cerca de tré€s vezes. Na infec¢@o por L. major os M® apresentaram
uma discreta elevagdo na producdo de NO quando comparado a infec¢do por L.

amazonensis, embora essa diferenca nao seja estatisticamente significante.

A infec¢do de M® tratados por IFN-y e infectados por L. major ou L. amazonensis foi
também avaliada no periodo de 24 horas de cacga. Surpreendentemente, ndo houve
diferencas significativas no padrao de resposta de células tratadas ou ndo tratadas por IFN-
v. Ou seja, nesse estudo o tratamento por IFN-y € consequente produgdo de NO ndo
induziram maior destruicdo dos parasitos. Esses dados sdo contririos aos encontrados na
literatura que mostram a capacidade de M® ativados em destruir amastigotas em L. major
in vitro por mecanismos dependentes de L-arginina (GREEN et al., 1990. Além disso,
estudos anteriores mostraram que, em camundongos CBA, depois da administragdo de L-
NMMA, a infecgdo por L. major progride, mostrando in vivo o papel de NO na resisténcia
a infeccdo .(LIEW et al., 1990a). Outro estudo utilizando M® de camundongos CBA
infectados in vitro por L. major mostra que a resisténcia desse camundongo correlaciona-se
com a capacidade de M® de sintetizar NO e iNOS depois da ativagdo de IFN-y ¢ TNF-

o .(LIEW et al., 1991° GREEN et al., 1990). Em M® ativados por IFN-y e incubados com
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anticorpo anti-TNF, observa-se diminui¢ao na destrui¢cdo do parasito e na producio de NO

(GREEN et al., 1990).

Uma possivel explicagdo para essa aparente discrepancia € que outros fatores importantes
na ativagdo de M® estejam ausentes no nosso sistema. Um exemplo disso € que nos
sobrenadantes das culturas das células infetadas por L. major ou L. amazonensis nao
detectou-se a producdo de TNF-a (dado ndo mostrado). A producdo de NO no nosso
sistema parece ndo ter efeito adicional na destruicdo nem de L. major nem de L.
amazonensis com 24 ap6s o periodo de pulso. Entretanto, a tendéncia ao decréscimo da
infecgdo e ao aumento da producdo de NO em células infectadas por L. major em relagio a
infec¢do por L. amazonensis, podem ndo mostrar significancia estatistica, mas pode ser
biologicamente importante. Pode ser que nos momentos mais tardios apés a infecgdo,
ocorra maior destrui¢do dos parasitos, de modo que € necessario a realizagdo de estudos de

cinética nos periodos mais tardios de incubacdo.

A infecgdo experimental de camundongos por L. major tem sido usada para investigar
fatores envolvidos na geracdo da imunidade protetora contra patdgenos intracelulares. A
clara dicotomia entre o desenvolvimento de células Thl e a cura da infec¢do de algumas
linhagens tais como C3H e C57BL/6 e a dominincia de Th2 em outras linhagens como
BALB/c permite a comparagdo in vivo de mecanismos envolvidos no desenvolvimento
diferencial de subpopulagbes de células Th entre diferentes linhagens de camundongos. O

estudo comparativo da infecgdo por Leishmania em uma mesma linhagem de camundongo,
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que apresenta diferentes perfis de resposta a infecgdo, € relevante pois, elimina as possiveis
diferencas no padrdo de doenca que um mesmo parasito pode causar em diferentes

linhagens de camundongo, devido a diferencas do "background" genético do hospedeiro.

Este estudo mostra que M® nio ativados sdo capazes de destruir in vitro L. major e nao
destroem L amazonensis a partir de 1,5 horas apds a infec¢do. Esses diferentes perfis de
resposta podem refletir-se em vdrios aspectos relacionados a ativagio de M® e
consequente indugdo da resposta imune adquirida in vivo. O modelo de infec¢do de uma
mesma linhagem de camundongo que apresenta perfis diferentes de resposta imunolédgica
abre perspectivas para importantes estudos sobre a interacdo parasito-célula hospedeira,
como também de eventos que ocorrem nas fases iniciais que possam estar correlacionados
com a indugio seletiva de subpopulagdes de linfécitos T. Além disso, possibilita investigar

aspectos relacionados ao hospedeiro como também fatores de viruléncia do parasito que

determinam resisténcia ou susceptibilidade.
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7. CONCLUSOES

A observagdo de que M® peritoneais residentes ndo ativados de camundongos CBA
apresentam maior capacidade de destrui¢do contra parasitos de L. major do que L.
amazonensis, sugere que os eventos que ocorrem logo apds a infec¢do por Leishmania
podem ser importantes na determinagfo dos perfis de resisténcia ou susceptibilidade.

A adicio de IFN-yndo aumenta a capacidade leishmanicida dos M@ peritoneais
residentes de camundongos CBA, apesar de induzir a produg¢do de NO, o que sugere que
outros fatores além do IFN-y, ausentes em nosso sistema, sdo necessarios para que o IFN-y

exerca seu efeito.
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