UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FUNDACAO OSVALDO CRUZ

Curso de Pos-Graduagao em Patologia  FIOCRUZ

Dissertagcao de Mestrado

ESTUDO COMPARATIVO DAS INFECCOES POR
Leishmania major e Leishmania amazonensis
EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS CBA

VALDERES LEMOS DE SOUZA

Salvador - Bahia
1998

161




UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

Curso de Pés-Graduagao em Patologia

ESTUDO COMPARATIVO DAS INFECCOES POR
Leishmania major e Leishmania amazonensis
EM CAMUNDONGOS ISOGENICOS CBA

Mestranda: Valderes Lemos de Souza

Orientador: Dr. Luiz Anténio Rodrigues de Freitas

Dissertagao apresentada para
obtencdo do grau de Mestre em
Patologia Experimental.

Salvador-Bahia

1998




Ficha Catalografica elaborada pela Biblioteca do CPqGM / FIOCRUZ
Salvador — Bahia

Souza, Valderes Lemos
S725 Estudo comparativo das infecgbes por Leishmania major e
Leishmania amazonensis em camundongos isogénicos CBA /
Valderes Lemos de Souza. _ Salvador: UFBA/Faculdade de
Medicina da UFBA / FIOCRUZ / CPqGM, 1998.
Xii + 119p.: il.

Dissertacdo (Mestrado em Patologia) - UFBA - FIOCRUZ,
1998.

1. Camundongo CBA. 2. Leishmaniose. 3. Histologia. 4.
Imunologia. 5. Leishmania amazonensis. 6. Leishmania major.
. Titulo.

CDU 589.323.4:616.993.161

CPqGM

BIBLIOTECA
TR Y

£92 2234 6.992 161
SAe e




FOLHA DE APROVACAO

COMISSAO EXAMINADORA

7] . .
@ 5 onrado do§ Santos
Pesquisador Ady

CPqGM - FIOCRUZ

S lotaT Cum (LQ\\

<~
Dr. Zilton de Aratij‘o(ér@ade Luiz Antonio Rodrigues de Freitas
Pesquisador Titalar Pesquisador Titular
CPqGM - FIOCRUZ CPqGM - FIOCRUZ




iii

Fontes de Financiamento:
PAPES - 0250.250.354
CNPq - 523005/96-2




Aos meus pais, Nicolau e Zélia

meus filhos Tiago e Isabel

meu esposo Paulo

por toda dedicagdo, amor, compreensao,
paciéncia e alegria.

v




AGRADECIMENTOS

A minha gratiddo a todas as pessoas que além de terem contribuido para a
execucdo deste trabalho, me fizeram consciente de que a harmonia e a
grandiosidade criativa ndo podem existir se o principio ndo for a ordem e para

tanto, sempre significa, um investimento de esforgo.

Obrigado:

Dr. Luiz A. R. de Freitas pelo incentivo e orientagao

Dra. Patricia Veras, pela orientagdo e acompanhamento em varias etapas deste
estudo,

Dra. Tania Correia, orientagdo no estudo morfoldgico

Juliana Assung¢do, Maria Lucia Moreno, Claudia Dias, Marcus Welby, Claudio,
lvana Gomes, Eduardo, Paulo Sérgio, Tania Silva, Keilan, Ana Paula, Rafael pelo
entusiasmo e auxilio nas atividades do laboratério,

Dra. Milena Soares pela colaboragao no estudo imunolégico,

Cristina Vasconcelos Mota e Creuza Vasconcelos pelo processamento do
material de histologia,

Ana Fiscina pela orientacéo na normatizagao das referéncias bibliograficas,

Tania de Farias e Itamar Crispim pela documentagéao fotografica do material,
Albert Ko pelo auxilio na corregao do texto em inglés.

Dr. Manoel Barral e Rosalia pela atengéo, respeito e dedicagéo,

Aos diretores deste Centro de Pesquisas pela oportunidade,

Aos companheiros de turma do mestrado pelo incentivo e companheirismo,

Aos amigos Ana Carvalho, Paulo e Cecilia pelo grande afeto que nos une.



SUMARIO

LISTA ABREVIATURAS.........cocoermrssmsnsmsssnesmstssase s sasst s s sttt ssastssssssssssssssssssssns vii
LISTADE ILUSTRAGOES..........ccoctiitiiriirteteninn ettt s b st e ix
RESUMO........ooiieiiiceteiieeeteeetreesseeeteersaessaeaesaesssesss e sanesassesatesane e et e sateeaeeane e e st eaneesanensanesesesanesanean Xi
S ST T oo R Xii
1 INTRODUGAO .......coemreeneseassesasessasessasesessassssesssssasessasessssisssesamsssss s sasassssasessassssssssesssnsssansans 1
1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS......omuieeerereeeeeesieseesssessassesesssssssessssssssesesesssssssssassssesns 1
82T & = = 7 1 0 s i L T 3
1.3 AS FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE E SEUS AGENTES ETIOLOGICOS.......... 7
1.3.1 A Leishmaniose CUtENEa (LC)....cucvirciririeinienneerieneeeren et sas s e 9
1.3.2 A Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM) ......ccoeiieiiimeiienicein e 9
1.3.3 Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) .....ccccvrereeriieieniicniinirccniirenic e 10
1.3.4 Leishmaniose VISCEIral ........uuciiieieiriiirsieie et st rre e sa s er s s s 11
1.4 MODELO MURINO ..ottt rceereeserresesseme st esr e sar e s sat e s e ae s se s sabe s saassansenaesnnenns 12
1.4.1 A importadncia do Modelo MUINO .......ccvciviiiciii i 12
1.4.2 A resposta imune dos CamunNAONGOS........cueiviieiuiiniineitirineiisnie e ssrse s see e snnessee s 19
1.4.3 O estudo morfolégico das lesdes em modelos murinos de

leishmaniose tegUMENTAT........o.cvveieicierrcec e 33
2  OBUETIVO GERAL .......cooccorourrmemsensmencisissessssisnssiasis sssisssisasaisonsssass ssivasasiasnssasssaisissssassasssas 39
3 JUSTIFICATIVAS .....ooiesiinsscssesssssssssssasssse s msssas s s s snssssss s sessssnsssssesesnas 40
4 MATERIAIS E METODOS.......coicicemeererenenessereserssssrsamsssasessssssanssss ssssnssssssnsesassssnesssasssnnsanss 43
7 B [ e 43
4.2  PARASITO ..cooiuinmmssmsissnassesisssnssasssmsensissssassssan st sssssasesssotsssssssmsesshssssssanssesssseasensssessens sy 43
4.8  INFECCALD .o uommssmasssmsssimsssenossmssmosssyesssossssms simsssmssss o iR e o s esnsses 43
4.4 ACOMPANHAMENTO DO TAMANHO DAS LESOES.......cocooiieieieeecireiesisieieese e 44
4.5 ESTUDOS MORFOLOGICOS.....ccooiiiueeetierreetetreeeeiesesesesssssssasesssssesessssssssssssesassssseseseses 44
4.5 HISTOI0GIA simmmsmmsuimspsmmansernoremmamsanvassmnsane s fasiehions sumses s amsasissxsgs aammes sossssmmesnesss s nes 44
4.5.2 IMUNONISTOQUIMMICE .c.esereeerrercarsnsearsrarsasasassesesranansnserararacarasstsssnsmstsssonmansusasnssssstonesnstassss sesesss 45
4.6 CULTURA DE CELULAS DO LINFONODO......cccoumesimnmmsosisemesssssesmsssisonssassssssssassssisssssess 47
4.7 DOSAGENS DOS NIVEIS DE CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DE CULTURA DE

B, 25 0 U — 48
4.8 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO ...ttt reieesse e st sesesesssssssasassssesesessnssssnsesenes 49
4.9 ANALISE ESTATISTICA.....ouiuecceveecectsteecscteeessesesasassesesees s ssessssassssssassssessssssssnsesesassnns 50
B RESULTADIOS ...c.cumsivesasisssons ssinssvnssssissssisaissnss 55 sess inntns s e55555s s§8a050ms o d845083 ERATETEHHHY 51

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS LESOES: O TAMANHO DAS LESOES FOI
ACOMPANHADO EM CAMUNDONGOS CBA E BALB/c INFECTADOS

COM DIFERENTES ESPECIES DE I,ElSHMANlA. ......................................................... 51
5.2 PESQUISA DE PARASITOS ATRAVES DO METODO IMUNOHISTOQUIMICO............ 57
5.2.1 Na pele: [ocal da infEEEAO «smssmuuimsssmaism s umeissversis snmsys s350 (e rms v TR T3 108 57
5.2.2 Nos linfonodos popliteos de drenagem.....cc...cceveiiiiereniitiiniiec s sane s 61
5.3 ASPECTOS HISTOLOGICOS DA RESPOSTA INFLAMATORIA.........cceoeveerrierrrcreennnes 66
5.3.1 Na pele: local da infeCEaA s sswsmsmsmissvimmssrimmsssusassisssssesssasse smsasssssossiinsissmssss s ssvssmsssisiios 66
5.3.2 No linfonodo popIBG: ... guomssmmsmssimmsy s s 73
5.4 O PERFIL DA PRODUGAO DE CITOCINAS NA INFECCAO POR L. major OU

L. @MAZONENSIS,,.............ccovererrreeetresinieussssteseass i ssestesese st se e s et se s an s et ess s s s ebe s 76
B4 PIOUUGES T8 PN A wovecmnmomsinnamnasionin i oo i ssiass s s s comes s S50 50 S50 0 S A AT 76
5.4/2 Produgao A8 ILi-d....e cucoseriarearssaiisseransisosssisasssssessisissss siunissssmaionss s iems s assinstass ssani s sns samsmsnisn 77
5.4.3 Produgas 06 1L-10.....cum s iosssmsioss s sue onsss s o0 ass st sonis S5is ssis 655468 VA5 TS5 403 RE08839 79
5.5 A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) NA INFECGAO POR L. major OU

L. @MIAZONENSIS ......o.oeoveeeereeeeeeeeereseieisessssessesasesesessssssssssssssesasssesesesessssasas st asesesesessssanansssenns 79
R ] D=L o OOV —— 81
7 RESUMO DOS RESULTADOS.......coccremcscnrrsroranesssoranesssrssesssssssssessssassnsssnsesssenassssssnsnssse 96
8  CONCLUSOES......cccosmuernes A BR202Rr rE Adprece AeEm  esanentemarand 97
9 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cccocvieenriereeresesessmssssanssasessasssssssassssssssssasssasssssasens 98
10 APENDICE .....oueeueereremsessmressasssrsssonasssssssssmssssssssssessatassssassssssssssstsssssssssssssarsssnsssssssessssssssens 117




vii

LISTA DE ABREVIATURAS

APC - “antigen-present cells” (células apresentadoras de antigeno)

Con A - concanavalina A

DAB - diaminobenzidina

DMEM - Dulbecco’s modifield Eagle’s medium (meio de cultivo de células)

DTH - “delated type hipersensibility” (reacéo de hipersensibilidade do tipo
tardia)

ELISA - ensaio imunoenzimatico

H-E - hematoxilina-eosina

HEPES - N-2hidroxetillpiperazina-N'-2-etano acido sulfénico

IMC - imunidade mediada por célula

IL- “interleukin” (interleucina)

IFN - “interferon”

iINOS - “inducible nitric oxide synthase” (6xido nitrico sintetase induzivel)

LCL - Leishmaniose cutanea localizada

LCD - Leishmaniose cutanea difusa

LCM - Leishmaniose cutdnea-mucosa

LIT - liver infusion trytose

LPS - lipopolissacarideo

LV - Leishmaniose visceral

MHC - “major histocompatibility complex” (complexo de histocompatibilidade
principal)

NM - Novo Mundo

NO - “nitric oxide” (6xido nitrico)

NO, - nitrito

NRAMP 1 - “natural resistence-associated macrophage protein”

PBS - “phosphate buffer saline” (salina fosfatada a 150mM, pH 7,4)

PGE- prostaglandina

PIV - “priming in vitro stimulattion” (estimulagao primaria in vitro)

SCID - “ severe combinated immunodeficiency”




viii

SFB - soro fetal bovino

Th - “T helper” (linfécitos T auxiliadores)

TGF - “transforming growth factor” (fator de crescimento tumoral)
TMB - 3,3, 5-5-Tetramethyyl-benzidine

TNF - “tumor necrosis factor” (fator de necrose tumoral)

VM - Velho Mundo



LISTA DE ILUSTRACOES

Tabela 01: Os agentes etiolégicos da leishmaniose no Novo Mundo (NM)
e do Velho Mundo (VM) e seus respectivos aspectos clinicos..........c.cceeevveveenenn.e. 06

Figura 01: A progressao da infecgdo em camundongos BALB/c inoculados
com L. major ou L. @mMazZOnENSis. . ........ccccouvveeeiiiiiiiiiieee e sicieeee e eeciranee e 53

Figura 02: A progressao da infecgdo em camundongos CBA inoculados
COM L. Major ou L. @MAZONENSIS. ...........cueiiiiieeeeeeecccrie e eeeecireeee e ceaein e 54

Figura 03: A progressao da infecgao por L. major em camundongos CBA
OU BALBYC ...ttt e s e e et baa e e e e s e naae s e s s e aan e e ss 55

Figura 04: A progresséao da infec¢ao por L. amazonensis em
camundongos CBA oU BALBY/C. ..........oooviiiiiiiiciteeee e 56

Figura 05: Identificagao de formas amastigotas na pata de camundongos
CBA com 7 dias ap0s @ iNfECCAOD .........oeeeiiiirriiiiiiiiiiice e e e e e e e ee e 59

Figura 6: Identificacao de formas amastigotas na pata de camundongos
CBA com 42 dias ap6s @ iNfECGAO0 ..........ieviiiiiiiiiiiiiei ettt 60

Figura 7: Identificagdo de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com infectados por L. major com 3 dias apds a
L=t | o U ——— 62

Figura 8: Identificagao de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 7 dias ap6s @ infeCCa0.........cccveeviiireiiiiiieec e, 63

Figura 9: Identificagao de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias apds a infecgao...........ccevvivvmreriiiriiiieeeieiee e, 64

Figura 10: Identificagao de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias apds a infecgao ............covvecrrrireriirieiiiiieeeeeeee e, 65

Tabela 2: Principais aspectos histopatoldgicos da pele observados no
curso da infecgao por L.major ou L.amazonensis nos camundongos CBA ............ 68

Figura 11: Comparagao do padréao tissular no sitio de inoculagdo nos
camundongos CBA com 14 dias apds a infeCgao. ........cccceevvviiniicinnnciiinnccnen, 69

Figura 12: Comparagao do padréo tissular no sitio de inoculagao nos
camundongos CBA com 21 dias apds a infecgao. .........cccccvimiieiiiniiiiiiennnninnnen, 70



Figura 13: Comparagéao do padréo tissular no sitio de inoculagéo nos
camundongos CBA com 42 dias apds a infeCGa0........cccvvivierericieeeie e 71

Figura 14: Comparagéo do padrao tissular no sitio de inoculagao nos
camundongos CBA com 70 dias apds a infeCGa0...........ccevvverireciiiieeciiecciecene, 72

Figura 15: Comparacgéao do padrao tissular no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias apds infECGAO .........ccccuvvvieeieeciirieieee e, 74

Figura 16: Padrao tissular no linfonodo popliteo de camundongos CBA
infectados por L. amazonensis apés 70 dias de infecCa0 .......ceeevvivvvvviieeeeeiiiinnnenn, 75

Figura 17: Produgao de IFN-y nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. majorou L. amazonensis . ...........ccccee........ 78

Figura 18: Producgéao de IL-4 nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis . ..............cccce...... 78

Figura 19: Producgéo de IL-10 nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis. ..........c.....c.......... 80

Figura 20: Produgao de éxido nitrico nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis............cccccccuveeuinnns 80

Tabela 03: Valores obtidos no acompanhamento do tamanho da lesao dos
camundongos CBA e BALB/c infectados com L. amazonensis ou L. major .......... 117

Tabela 04: Produgéao de IFN-y nas células do linfonodo popliteo dos camundongos
CBA infectados por L. major ou L @mazonensis.............cccuuccuuereeriniaaeereesiiineenenns 118

Tabela 05: Produgéao de IL-4 nas células do linfonodo popliteo dos camundongos
CBA infectados por L. majorou L. amazonensis..........ccccccueeeecarccmneneeneeessensnnnne 118

Tabela 06: Producgéo de IL-10 nas células do linfonodo popliteo dos camundongos
CBA infectados por L. majorou L. amazonensis...........ccccccuvveeeuiriireiseeeeecvennnnnnnnnns 119

Tabela 07: Produgéao de NO nas células do linfonodo popliteo dos camundongos
CBA infectados por L. majorou L. amazonensis............ccccouveevvccuunierinineenninsiininen, 119



Xi

RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DAS INFECGCOES POR Leishmania major e
Leishmania amazonensis EM CAMUNDONGO ISOGENICOS CBA.
VALDERES LEMOS DE SOUZA. A maioria dos trabalhos sobre o modelo murino
na leishmaniose tegumentar utiliza diferentes linhagens de camundongos que séo
resistentes ou susceptiveis a uma determinada espécie de leishménia ou trata de
manipulagbes da resposta imune tornando camundongos susceptiveis,
resistentes a determinada leishmania, ou tornando resistentes, susceptiveis. No
presente estudo avalia-se comparativamente, resisténcia e susceptibilidade a
infeccdo por leishménia, utilizando o modelo de infeccdo de camundongos
isogénicos CBA infectados com L. amazonensis (L.a.), para as quais sdo
susceptiveis, e infectados com L. major (L.m.), para as quais sdo resistentes. Nés
comparamos a resposta imune-inflamatdria nesses dois grupos através da
avaliagao do curso da infecgdo pelo monitoramento do tamanho das lesdes e
avaliagdo da quantidade de parasitos em cortes histolégicos através de
imunohistoquimica. A resposta tissular foi estudada em cortes histolégicos das
patas e dos linfonodos de drenagem no intervalo de trés a 70 dias apds a
infeccdo. A producéo de IFN-y, IL-4 e IL-10 foi avaliada pelo método ELISA e a
producao de NO pelo método de Griess, em sobrenadantes de culturas de células
do linfonodo de drenagem. Os camundongos CBA infectados por L.m. controlam
a infecgcdo e curam, enquanto os infectados por L.a. exarcebam a infeccédo e
morrem. Os padrdes de resposta tissular no local da infecgao e no linfonodo de
drenagem sao distintos. Nos animais resistentes ocorre inflamagao mista com
formagao de granuloma e fibrose, enquanto nos susceptiveis ocorre reacgéo
macrofagica monomérfica, sem granulomas e fibrose. O IFN-y foi predominante
produzido pelas células do linfonodo dos animais infectados por L.m., enquanto
que os niveis de IL-4 foram mantidos mais alto no grupo de animais infectados
por L.a., apds o 7° dia de infecgdo. Os perfis distintos de resposta correspondem
a padroes distintos de resposta tissular e estdo relacionados com a producgao
aumentada de IFN-y ou IL-4, ou seja perfis predominantemente Th1 ou Th2 da
resposta imune celular. O padrao morfolégico de resposta tecidual comporta-se
como correlato da resposta imune. Os dados apresentados indicam que, no
contexto do camundongo CBA, fatores relacionados com o parasito sao
determinantes do tipo da resposta imune-inflamatdria.

1.Camundongo CBA 2.Leishmaniose 3.Histologia 4.Imunologia 5.Leishmania
amazonensis 6. Leishmania major
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ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF INFECTIONS WITH L. major OR L. amazonensis
CBA MICE. VALDERES LEMOS DE SOUZA. Resistance and susceptibility in
experimental leishmaniasis have been well characterized in comparison studies of
mice with different genetic backgrounds infected with a specific parasite species,
such as Leishmania major. However, there is evidence that several mouse strains
can demonstrate resistance to infection with certain species of Leishmania and
susceptibility to others. In order to investigate the induction of parasite specific
resistance or susceptibility, we compared the patterns of tissular and immune
responses in CBA mice against infection with L. major (L.m.) or Leishmania
amazonensis (L.a.). During infections with L.m., lesions in CBA mice healed
within 4 weeks of infections. In contrast, durin% infection with L.a, CBA mice
developed progressive lesions that ulcerated by 9" week post-infection. Histologic
studies demonstrated, that CBA mice infected with L.m., develop a mixed-
mononuclear cell infiltrate. Parasitized macrophages were rarely observated, the
number of lymphocytes increased progressively in the footpad, and fibrosis,
fibrinoid necrosis foci and granulomas appeared after infection. In mice infected
with L.a. there was a monotonous, "virchowian" infiltrate of heavily-parasitized
macrophages. Necrosis, micro-abscess and skin ulceration were seen late in the
course of infection. The profile of cytokine production differed in both groups.
Cells from Lm-infected CBA mice produced high levels of IFN-y at all time points
throughout infection. High levels of IL-4 were produced by cells obtained from
L.a.-infected CBA mice. Such levels were maintained through the course of
infection. The differing profiles of parasite induced resistence and susceptibility
was associated with the type of inflammatory reaction and the levels of IFN-y or IL-
4 production. This results strongly suggest that in CBA mice, factors related with
Leishmania species drive immune response to a predominately Th1 or Th2
pattern.

1.CBA mice 2.Leishmaniasis 3.Histology 4.Imunology 5.Leishmania amazonensis
6. Leishmania major.



1 INTRODUGAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A leishmaniose é uma doenga com ampla distribuigdo no Velho Mundo e
no Novo Mundo, conhecida desde a antiglidade, e que pode deixar seqlielas
desfigurantes. E uma doenga inflamatéria crénica que compromete a pele,
mucosas (a forma tegumentar) e as visceras (a forma visceral). O curso da
infeccdo por leishméania apresenta caracteristicas clinicas variadas,
dependente da viruléncia da espécie do parasito e da capacidade de resposta
imune do hospedeiro ao parasito (GRIMALDI, 1982).

A leishmaniose representa um importante problema de satde publica e
esta incluida entre as seis mais importantes endemias do mundo. Ocorre
predominantemente nas regides tropicais: América Latina, Africa, india, Oriente
Médio e Sul da Asia. Sua incidéncia é de 600 mil novos casos/ano e sua
prevaléncia é de cerca de 12 milhdes de casos (MODABBER, 1987 apud
BARRAL-NETTO et al., 1995). Tem sido relatado também a persisténcia do
parasito no estado quiescente em pacientes anos apds a cura clinica, em
individuos que nunca foram sintomaticos ou em pacientes com infecgéao
concomitante por leishmania e sindrome da imunodeficiéncia adquirida-AIDS
(COURA et al., 1987).

No Brasil, os relatérios epidemiolégicos, apesar de incompletos,
mostram que a incidéncia das leishmanioses vem aumentando, e apresenta
caracteristicas endemo-epidémicas. Os surtos epidémicos ocorrem geralmente
em regides que sofreram modificagdes ecolbgicas importantes. Por exemplo,

aquelas provocadas pelo desmatamento, expansao da pecuéria, construgao de



estradas de ferro e rodovias. E também pelo processo migratério e de
urbanizagédo freqliente, na sua grande maioria por ocupagbes recentes sem
infra-estrutura  sanitaria, acarretando a expansdo de novos focos e
conseqlientemente a ocorréncia de epidemia (MERCHAN-HAMANN, 1997).

No periodo de 1985 a 1995, o Ministério da Saude/ Fundagao Nacional
de Saude (MS/FNS) mostrou aumento na incidéncia leishmaniose tegumentar
de 10,45 para 22,81 casos/100.000 habitantes (SILVA et al., 1997). Em 1995,
foram registrados 35.583 casos, sendo que o maior indice foi verificado nas
regides norte e nordeste com 36,6% e 38%, respectivamente. No Estado da
Bahia, a FNS registrou um total de 2.877 casos em 1989 e de 4.105 casos em
1994, sendo que o distrito de llhéus foi o mais atingido, com um percentual
médio neste periodo de 70,89% (MERCHAN-HAMANN, 1997).

Os casos notificados de leishmaniose visceral (LV) no periodo de 1984-
1994, somam 14.964, sendo que 70,4% ocorrem nos Estados da Bahia, Ceara,
Maranhao e Piaui (BRASIL, 1996). Em 1995, foram registrados 3.783 casos no
Brasil, sendo 3.417 (90%) notificados pela regiao nordeste. O coeficiente de
incidéncia desta regiao foi de 7,6 casos/100.000 habitantes, enquanto que a
média para o Brasil no mesmo periodo foi de 2,4 casos/100.000 habitantes
(MERCHAN-HAMANN, 1997). Dois inquéritos epidemiolégicos recentes
realizados na Bahia, confirmam o grave problema de saude publica nas
cidades de Feira de Santana, onde foi registrado entre agosto de 1994 a
dezembro de 1996, 110 casos de LV, com prevaléncia de 22,8 por 100.000
habitantes e taxa de letalidade de 8% (OLIVEIRA et al., 1997). E em Jequié,

foram notificados 317 casos entre o periodo de 1992 a 1996, ocorrendo um



aumento progressivo no numero de casos nos ultimos quatro anos
(NASCIMENTO et al., 1997). Os dois estudos confirmaram que a incidéncia

maior da doenga ocorre na faixa etéria de 0 a 6 anos de idade.

1.2 O PARASITO

Os agentes etiolégicos das leishmanioses sdo protozoarios da ordem
Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania. As
espécies de leishméanias sao parasitos digenéticos ou dimérficos que se
diferenciam e se multiplicam em formas amastigotas (intracelulares) no interior
de macréfagos e em formas promastigotas (extracelulares) no interior do trato
digestivo dos vetores flebotomineos. Estes realizam a transmisséo do parasito
para os hospedeiros vertebrados (LAINSON & SHAW, 1987; REY, 1991).

No ciclo de vida, a transmissao do parasito ocorre quando o flebétomo
féemea infectado, ao picar o homem ou outros animais (domésticos e
selvagens) na tentativa de se alimentar, injeta junto com a saliva as formas
promastigotas (flageladas) infectantes denominadas metaciclicas. A partir dai,
as promastigotas sdo fagocitadas pelos macréfagos residentes na derme via
receptores e ligantes especificos. As leishméanias se instalam no
compartimento fagolisossomal dos macréfagos do hospedeiro, denominado
vacuolo parasitéforo e se diferenciam na forma de amastigota (néo flagelada),
onde tém capacidade de sobreviver e de se multiplicar por divisdo binaria. A
habilidade para sobreviver no interior de células dos hospedeiros vertebrados
reflete a adaptacdo evolutiva desses parasitos para evadir-se e resistir aos
mecanismos efetores imunes do hospedeiro (HOWARD et al., 1980; MOSSER

& ROSSENTHAL, 1994).



As formas promastigotas de leishmania expressam moléculas de
superficie como o lipofosfoglicano (LPG) e a protease gp63, que estdo
implicados na ligagao aos receptores do macréfago e séao reconhecidos como
fatores de viruléncia. A molécula de LPG é um glicoconjugado constituido por
dois segmentos altamente conservados entre as espécies; uma ancora lipidica
que se liga a membrana do parasito e um nucleo de carbohidratos. O outro
segmento é constuido por unidades repetitivas de disacarideos fosforilados e
apresenta polimorfismo interspecifico. A molécula de LPG protege o parasito
da lise mediada pelo complememto, da degradacdo causada pelo ataque
oxidativo e modula a transdugdo de sinal nos macréfagos. A gp63 é uma
glicoproteina altamente conservada entre as espécies de leishmanias e possui
atividade proteolitca (BEVERLEY & TURCO, 1998, MOSSER &
ROSSENTHAL, 1994).

A progressao da doenga ocorre quando as amastigotas sao liberadas no
meio extracelular devido a ruptura dos macréfagos infectados e infectam
outras células. O ciclo continua quando o flebétomo torna a sugar sangue do
hospedeiro infectado, ingerindo macréfagos contendo amastigotas. Apds a
ingestao, as amastigotas se transformam em formas promastigotas. Estas se
diferenciam no intestino do flebétomo da forma prociclica para a forma
metaciclica infectante (SACKS & PERKINS, 1984).

Existem poucas diferengas morfolégicas entre as espécies de
leishmania e talvez por esta razdo tenha sido tao dificil a separagéo
taxondmica. Os critérios para a identificagao e classificagdo das espécies

correlacionando com as diferentes formas clinicas da doenga, mesmo levando



em consideragao os critérios biologicos, epidemioldgicos e geograficos sdo
questionaveis. Com o desenvolvimento dos métodos bioquimicos (eletroforese
de isoenzimas, determinagdo da densidade flutuante de DNA nuclear e do
cinetoplasto, analise dos fragmentos de endonucleases de restrigdo,
composigao protéica e lipidica) e imunoldgicos (uso de anticorpos monoclonais
espécies-especificas), foi possivel agrupar mais precisamente as diferentes
espécies. E assim, demonstrar que uma uUnica espécie de parasito pode causar
mais de um tipo de manifestagao clinica da doenga em fungdo da resposta
imune do hospedeiro (GRIMALDI JUNIOR, 1993; LAINSON & SHAW, 1987),
vide tabela 1.

Atualmente, a maioria dos autores concorda quanto a classificacdo que
agrupa as espécies patogénicas para o homem em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia. Esta classificagdo é baseada no local de
desenvolvimento do parasito no trato digestivo do vetor. Assim no subgénero
Leishmania, os parasitos apresentam desenvolvimento limitado a porgcao
suprapilérica (regides anterior e médio) do intestino dos flebotomideos. E no
subgénero Viannia, os parasitos apresentam desenvolvimento na porgao
peripilérica (regidao posterior) do intestino. Esses caracteres taxondmicos
utilizados sao intrinsecos dos parasitos e portanto nao sofrem interferéncia do

hospedeiro e do ambiente (LAINSON & SHAW, 1987).



TABELA 1: Os agentes etiolégicos da leishmaniose no Novo Mundo (NM) e do Velho

Mundo (VM) e seus respectivos aspectos clinicos (segundo Lainson e Shaw, 1987)

Subgénero Complexo Subespécie Aspectos clinicos
Viannia Leishmania L.(Viannia) braziliensis (NM)  LC e LCM com lesGes graves e de
Braziliensis longa duragao
L. (Viannia) Freqiientemente causa multiplas
guyanensis Ulceras. Tendéncia a cura
(NM) espontanea. Ocasionalmente ocorrer
a forma linfatica.
L. (Viannia) panamensis Lesdo Unica ou de nimero limitado.
(NM) Ocasionalmente ocorrer a forma
linfatica
L. (Viannia) lainson Ulcera unica
(NM)
L. (Viannia) peruviana (NM) Ulcera tnica que cura
espontaneamente
Leishmania Leishmania L.(Leishmania) Lesao unica ou de numero limitado,
Mexicana amazonensis menos freqiilentemente causa LCM,
(NM) LCD e LV
L (Leishmania) LC, nédulos ou lesdes cronicas
mexicana(NM) ou pifanof destrutivas. Tendéncia a cura
espontanea, mas pode causar LCD
L. (Leishmania) Les&o Unica ou multiplos, algumas
venezuatansis (NM) vezes nodulares disseminadas
Complexo L. (Leishmania) donovani LV
Leishmania (VM)
Donovanf
L. (Leishmania) infantum LV, ocasionalmente LC
(VM)
L. (Leishmania) chagasi (NM) Lv
L. (Leishmania) tropica LC
(VM)
L.(Leishmania) major LC
(VM)
L (Leishmania) LC e LCD, ocasionalmente LCM
aethiopica(VM)

LC, leishmaniose cutanea; LCM, leishmaniose cutanea mucosa; LCD, leishmaniose cutanea difusa; LV,

leishmaniose visceral
® segundo Grimaldi et al., (1989 e 1993).



1.3 AS FORMAS CLINICAS DA LEISHMANIOSE E SEUS AGENTES
ETIOLOGICOS

Observam-se duas formas clinicas bésicas da doenga: a forma
tegumentar e a forma visceral, sendo que a forma tegumentar apresenta um
espectro amplo de manifestagdes clinico-imuno-patolégicos (BRYCESON,
1969). O polo responsivo ou alérgico, representado pela leishmaniose cutdnea
localizada (LCL) e pela leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM). Os pacientes
fazem uma forte reacédo de hipersensibilidade do tipo tardia aos antigenos de
leishménia na pele devido a uma potente imunidade mediada por células (IMC)
e produgdo de niveis elevados de I[FN-y em resposta aos antigenos
parasitarios, quando testados in vitro. Por outro lado, a imunidade humoral
especifica é menos exarcebada, com baixa produgcdo de anticorpos
(CARVALHO et al.,, 1985; CASTES et al., 1983). Quanto aos aspectos
histolégicos das lesbes, sao observados reagdao granulomatosa, necrose
fibrindide devido a alteracdo da parede vascular ou do tecido conjuntivo,
acarretando extensos danos teciduais. O numero de parasitos € pequeno ou
ausente, a depender do tempo de infeccao (BITTENCOURT & ANDRADE,
1967; RIDLEY & RIDLEY, 1983).

No outro polo do espectro, encontra-se a leishmaniose cutdnea difusa
(LCD), representando o polo nao responsivo ou anérgico. Os pacientes
apresentam imunidade humoral exarcebada na auséncia de uma resposta
imune mediada por células (CONVIT et al., 1972). A resposta linfoproliferativa
é deficiente e além disso esses linfécitos, ndo secretam interferon y (IFN-y)
quando estimulados com antigenos de leishménia, mas produzem esta citocina

quando desafiados com mitégenos ou antigenos nao-relacionados (MURRAY



et al, 1984). Outra caracteristica importante é a produgdo de anticorpos
especificos e a presenca de lesdes difusas, constituidas por infiltrado
monodtono de macréfagos vacuolados intensamente parasitados. A intensidade
do infiltrado linfocitario e da fibrose é inversamente proporcional a intensidade
do parasitismo (BITTENCOURT et al.,, 1990; BITTENCOURT & FREITAS,
1983; BRYCESON, 1969).

Entre estas formas polares, foram descritas formas intermediarias da
doenga, mais raras, que misturam aspectos clinicos das duas formas polares.
O numero de parasitos € menor e o infiltrado inflamatério é constituido de
células epitelidides associadas com intenso infiltrado linfoplasmocitario
(CONVIT et al., 1972; MORIEARTY et al., 1978).

A forma visceral esta representada pela leishmaniose visceral (LV), que
apresenta as formas: aguda, subaguda e crbnica, no entanto a maioria dos
pacientes permanecem assintomaticos (BADARO et al., 1986). Nos individuos
sintomaticos, & caracterizada por uma resposta imune humoral marcante
enquanto que a resposta imune celular especifica esta suprimida (CARVALHO
et al., 1985). Além da produgdo aumentada dos anticorpos anti-leishmania, sao
observados niveis elevados de imunoglobulina IgG e IgM, fatores reumatdides
e complexos imunes circulantes sugerindo ativagéo policlonal das células B
(GALVAO-CASTRO et al., 1984). O aspecto histolégico caracteristico é a
proliferacao macrofagica marcante com parasitismo intenso nos orgaos

hematopoiéticos (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).



1.3.1 A Leishmaniose Cutanea (LC)

As lesbes cutaneas apresentam-se no local da picada do flebétomo
como uma pequena papula que se desenvolve em um noddulo ulcerado no
centro. Podem ocorrer lesGes cutédneas uUnicas ou multiplas, geralmente
localizadas e ulceradas, sendo que a forma mais freqliente é uma Ulcera de
bordas elevadas e fundo plano (aspecto de crateras), que cicatrizam
espontaneamente ou tém curso indolente. Menos freqlientemente as lesdes
podem aumentar de tamanho tornarem-se nodulares ou verrucosas. Estas
formas podem sofrer ulceragdes ou nao (GRIMALDI, 1982).

Em geral, a L. major (agente etiolégico Velho Mundo) induz doenga
menos grave e auto-limitada quando comparada com os agentes do Novo
Mundo e confere protegao cdntra reinfeccoes (DEANNE & GRIMALDI, 1985;
MAYRING et al.,, 1979). No Novo Mundo o agente que causa a forma clinica
mais grave é a L. braziliensis. As lesbes cutdneas sdo ulceradas e
freqientemente apresentam aspecto de crateras. Cerca de 1% dos casos de
LC por L. amazonensis podem disseminar apresentando multiplas lesées, com
aspecto de pdapulas e ulceras pequenas (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO

1995).

1.3.2 A Leishmaniose Cutaneo-Mucosa (LCM)

A doenga pode manifestar-se com aparecimento de lesGes em poucas
semanas ou pode levar anos para ocorrer, apos o inicio da infecgao primaria. A
LCM é caracterizada por um quadro de disseminagao do parasito, para sitios
da mucosa nasal, palato, Gvula, faringe e o labio superior, causando destrui¢cao

dessas mucosas, ocorrendo inclusive perfuracédo septal, devido provavelmente,
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a disseminagdo hematogénica dos parasitos a partir das lesées primarias
(MAUEL & BEHIN, 1981).

A LCM é considerada como polo hiperérgico da doenga devido a
potente resposta IMC aos antigenos de leishmania. A reagdo de
hipersensibilidade do tipo tardia positiva nestes pacientes pode existir
simultaneamente com algumas formas clinicas graves da doenga, mas a cura
desses pacientes ndo ocorre na sua auséncia (CASTES et al., 1983).

No Velho Mundo a LCM esta associada com a infecgdo causada por L.
aethiopica. No Novo Mundo aproximadamente 3% dos pacientes infectados
com L. braziliensis sao acometidos pela LCM, menos freqiientemente esta
associada a infec¢do causada por L. amazonensis (MARSDEN, 1986 apud

BARRAL-NETTO et al., 1995).

1.3.3 Leishmaniose Cutinea Difusa (LCD)

As lesbes podem evoluir estendendo-se pelo corpo, com aspecto
eritromatoso ou com aparéncia de ndédulos, ocorrendo geraimente na face,
podendo disseminar-se por todo o corpo. Diferente da LC, as lesdes
geralmente nao ulceram e a cicatrizagdo espontanea de algumas lesdes é
acompanhada pelo aparecimento de outras. Os parasitos disseminam-se de
um sitio para o outro através do sistema linfatico, permanecendo na derme,
nao ha visceralizagao. (BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; MAUEL &
BEHIN, 1981).

Esses pacientes parecem ter uma imuno-deficiéncia especifica aos
antigenos de leishménia, sendo incapazes de montar uma resposta imune

celular efetiva (CONVIT et al.,1972). Apds tratamento com drogas especificas
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a resposta celular pode ser restaurada e uma mudanga nos padrdes de
citocinas é observado nas células mononucleares do sangue periférico;
predominio de mRNA IFN-y sobre mRNA IL-10 (BARRAL-NETTO et al., 1996).
O uso de IFN-y como um agente co-teraupéutico com antiménio pentavalente,
mostra-se benéfico, sendo capaz de promover a redugdao ou o
desaparecimento do parasitismo e a cura das lesdes, durante e apds o
tratamento (BITTENCOURT et al., 1996).

Os agentes etiolégicos associados a LCD séo L. aethiopica no Velho
Mundo e L. amazonensis, L. mexicana no Novo Mundo. Entretanto, existem

relatos de casos de LCD causados por L. major (MAUEL & BEHIN, 1981).

1.3.4 Leishmaniose Visceral

No local da picada do flebétomo parasitado surgi algumas vezes uma
papula, com ou sem linfoadenopatia, que apds poucas semanas pode
desaparecer espontaneamente ou apdés o tratamento, induzindo o
desenvolvimento de imunidade protetora. A capacidade de controlar a infecgao
esta relacionada com o desenvolvimento de uma resposta imune especifica,
predominantemente, mediada por células (BADARO et al., 1986).

No entanto, alguns individuos desenvolvem a forma grave da doenca.
Os macrofagos parasitados disseminam-se através do  sistema
reticuloendotelial, geralmente para os orgdaos hematopoiéticos bacgo, figado,
medula éssea e para tecidos linféides (MAUEL & BEHIN, 1981; LIEW &
O’DONNELL, 1993). As manisfestagdes clinicas principais nos pacientes que
desenvolvem a doenga, sdo febre intermitente, perda de peso e de apetite,

anemia, diarréia, hepatoesplenomegalia. Com o avango da doenga ocorrem
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caquexia e infecgbes secundarias e manifestagdes hemorragicas graves,
podendo ser fatal se néo tratados (BITTENCOURT & BARRAL-NETO, 1995).
Os agentes etiolégicos que causam a LV séo L. infantum e L. donovani,
no Velho Mundo e L. chagasi no Novo Mundo. Ocasionalmente, a L.
amazonensis tem sido isolada de paciente com doenga visceral ou com

leishmaniose dérmica pds-kala-azar (LAINSON & SHAW, 1987).

1.4 MODELO MURINO

1.4.1 A importancia do modelo murino

O modelo murino tem sido muito util no estudo das infecgdes com
leishmania. Varias linhagens de camundongos isogénicos reproduzem
experimentalmente algumas caracteristicas das manisfestagdes clinicas
observadas na doenca humana. As linhagens de camundongos sao
classificadas como resistentes ou susceptiveis a infecgao por Leishmania sp, a
depender do “background” do camundongo e da espécie do parasito (BEHIN et
al., 1979; GRIMALDI, 1982; HOWARD et al., 1980).

As linhagens de camundongos consideradas resistentes desenvolvem
um padrao que se assemelha a LC. No curso da infecgao, desenvolvem lesdes
pequenas locais, sao 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 reagao granulomatosa na lesao,
associada a um numero pequeno de parasitos. Ja as linhagens consideradas
como modelos de susceptibilidade desenvolvem lesdes progressivas,

ulceradas, podendo evoluir com visceralizagao, metastase, e morte. Ha intenso
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parasitismo no local de inoculagdo e necrose litica. Algumas linhagens de
camundongos fazem resposta intermediaria, as lesdes pequenas persistentes,
apresentam parasitismo relativamente elevado, mas a infecgdo nado é fatal
(ANDRADE et al.,, 1984; BEHIN et al.,, 1979; BRADLEY & KIRKLEY, 1977;
PEREZ et al, 1978). Ndao ha nenhum modelo que, satisfatoriamente,
reproduza a LCM. Esses estudos contribuiram para caracterizar o espectro de
manifestag¢des clinicas em linhagens de camundongos isogénicas, mostrando
que fatores genéticos sdao parametros importantes na determinagcao do padrao
de resisténcia ou de susceptibilidade.

Os fatores relacionados a espécie de parasito foram destacados por
ALEXANDER & BLACKWELL, (1986) demonstrando que a depender da
espécie de leishméania utilizada na infecgdo, cursos diferentes da doenca
podem ser determinados. Eles compararam o desenvolvimento da lesdao em
oito espécie de camundongos isogénicos infectados com formas amastigotas
de duas espécies de leishménias diferentes (L. major e L. mexicana). Eles
verificaram que as linhagens C3H/He, C57BI/6, C57BI/10, CBA/Ca, ATL, A,
normalmente resistentes a infecgdo por L. major, eram susceptiveis a infecgao
por L. mexicana e desenvolveram lesées que nao curavam. Ao contrario, a
linhagem de camundongos DBA/2 foi resistente a infecgao com L. mexicana e
susceptivel a L. major. Apenas a linhagem de camundongos BALB/c foi
susceptivel as duas espécies de leishménias.

Outros trabalhos sugerem que existem diferengas fenotipicas entre
parasitos da mesma espécie, determinando inclusive diferentes cursos da

infecgdo. ALMEIDA, et al. (1996) avaliou o curso da infecgdo em camundongos
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BALB/c, infectados com cinco isolados de L. amazonensis de casos humanos
com LC, LCM e LV. Foi observado diferentes padrdes de resposta a infeccéo.
Os camundongos BALB/c infectados com isolados de LC/LMC desenvolveram
susceptibilidade a doenca. Enquanto que esta mesma linhagem de
camundongo infectada com isolados de LV, cursaram com sinais de
resisténcia e de controle a infecgao.

Algumas espécie de leishménia como a L. braziliensis que induzem
infecgcao grave no homem, nem sempre causam doenga em camundongos
isogénicos. CHILDS, et al. (1984) estudaram a infeccdo causada por L.
braziliensis nas linhagens de camundongos isogénicos C3H/HeJ, C57L/J,
C57BL/6J, CBA/J, DBA, A/HeJ, AKR/J, BALB/c, DBA/2j, SWR/j CBA/Caj e A/J.
Oito dessas doze linhagens, desenvolveram lesdes na fase inicial da infecgao,
mas estas lesdes foram controladas e ndo mostraram sinais de evolugao
cronica. Somente a linhagem de camundongos BALB/c apresentou parasitos
isolados em cultura.

A infeccdao causada por L. major € o modelo mais bem estudado na
leishmaniose tegumentar murina, tanto nos experimentos in vivo como in vitro.
Tem sido demonstrado que a maioria das linhagens como CBA, C57BI/6,
C57BI/10, C3H/He sao resistentes a infecgao. Desenvolvem lesdes cutaneas
localizadas, que evoluem para a cura espontanea, tornando o animal imune a
reinfecgdo. Enquanto que as linhagens de camundongos susceptiveis como
BALB/c, DBA e A/Jax, desenvolvem lesdes cutaneas ulceradas no local de
inoculagdo do parasito, evoluindo com visceralizagdo, metastase e morte do

animal. (BEHIN et al., 1979; LAUNOIS et al., 1996; MULLER et al., 1992). Nos
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estudos realizados BEHIN et al., (1979), os camundongos C57Bl/6 foram
considerados uma como linhagem de resposta intermediaria a infecgéao por L.
tropica major (atualmente designada L. major). O tamanho da lesdao e a
propor¢do de camundongos recuperados variou na dependéncia da
quantidade de parasitos inoculados (5, 10 e 20 x 10° promastigotas).
Enquanto, que as linhagens dos camundongos CBA/ca e C3H/He conseguiram
curar suas lesdes, mesmo quando infectados com alta carga do parasito.

Na infec¢do causada por L. amazonensis verifica-se uma variagdo maior
no espectro de susceptibilidade, a depender da linhagem de camundongo
utilizada. A maioria das linhagens de camundongos investigadas desenvolvem
lesbes e mostram poucas evidéncias de resolugdo (CALABRESE & COSTA,
1992; SOONG et al., 1997).

O nivel extremo de susceptibilidade a infeccao por L. amazonensis é
representado pela linhagem de camundongos BALB/c, que desenvolvem
lesbes progressivas, visceralizagdo dos parasitos e metastase (ANDRADE et
al., 1984; BARRAL-NETTO et al.,, 1987a; BARRAL-NETTO et al.,, 1987b;
ALMEIDA et al.,1996). A mesma tendéncia para desenvolver necrose na pata
e lesbes metastaticas, foram verificadas em linhagem de camundongos
C57BI/10, porém menos grave do que nos camundongos BALB/c
(CALABRESSE & COSTA, 1992), ou mesmo para desenvolverem lesdes
persistentes com elevado parasitismo no sitio de inoculagdo (AFONSO &
SCOTT, 1993).

A infecgdo por L. amazonensis em camundongos CBA foi pouco

estudada. CHAMPSI & PRATT, (1988) relatam que a infecgdo induz lesbes de
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crescimento progressivo. Em experimentos de esquemas de imunizagéo, os
camundongos CBA foram considerados por CHAMPSI & PRATT, (1988) e
SOONG, et al. (1995), como susceptivel a infecgdo por L. amazonensis mas
relativamente resistente a esta infec¢céo, quando comparada com a linhagem
de camundongos BALB/c. Esses sdao os Unicos relatos da literatura
demonstrando a susceptibilidade dos camundongos CBA a infecgdo por L.
amazonensis.

Nas linhagens de camundongos C3H/HeN e DBA/2 infectadas por L.
amazonensis, as lesdbes desenvolvem-se mais lentamente, nao ulceram mas
também nao curam (ALEXANDER & BLACKWELL, 1986; CALABRESSE &
COSTA, 1992; REED et al., 1986).

A linhagem de camundongos C57Bl/6 mostra um padrdo variado de
lesbes primarias que cicatrizam espontaneamente (CHILDS et al., 1984), ou de
lesbes progressivas, ulceradas e/ou metastaticas (BARRAL et al.,, 1983;
SOONG et al., 1997) a infecgao por L. amazonensis .

Estudando o curso da infec¢gdo por L. amazonensis em camundongos
C57Bl/6, por periodos prolongados (superior a um ano), foi observado que
apds a cura clinica aparente da infecgao, ocorreu desenvolvimento do tamanho
das lesdes primarias com ulceragao, inclusive na base da cauda e na pata
traseira contra lateral, a qual continuava a abrigar formas viaveis do parasito, e
desenvolveram lesdes metastaticas na regidao nasal. Foi detectado presencga
de parasitos do bago. (BARRAL et al., 1983; BARRAL-NETTO et al.,1987).

O desenvolvimento de lesdes metastaticas apds resolugéo da lesédo com

4 a 6 meses de infecgao, foi também relatado por ANDRADE, et al. (1984) em
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camundongos A/J infectados com L. mexicana amazonensis. Estes dados da
literatura sdo muito interessantes e apontam para a importancia do binémio
parasito-hospedeiro na determinagao do curso da infecgao.

As bases genéticas que determinam as fungoes efetoras associadas ao
fendtipo de resisténcia e de susceptilidade a patégenos intracelulares, ainda
nao foram bem definidas (McLEOD et al.,, 1995). Sabe-se que a infecgao
causada por diferentes espécies de leishméanias é controlada por diferentes
genes do hospedeiro (ALEXANDER & BLACKWELL, 1986). Além disso,
parece que varios genes estao envolvidos em diferentes mecanismos, em
camundongo de diferentes background genético (LOUNOIS et al., 1998).

No estudo da infeccao por L. donovani, que causa a leishmaniose
visceral, foram identificados dois estagios de regulagao genética envolvendo
diferentes genes. No estagio inicial da infecgdo, a susceptibilidade e a
resisténcia inata sao controladas pelo gene Lsh, mapeado no cromossomo 1.
O gene Lsh esta envolvido no processo de maturagdao dos macréfagos
teciduais do hospedeiro restringindo a proliferagdo dos parasitos (McLEOD et
al., 1995). No estagio tardio da infec¢é@o, a imunidade adquirida é controlada
por no minimo trés genes adicionais: RId, H-11 e Ir-2 (LIEW & O’DONNELL,
1993; McSORLEY et al., 1996).

Na leishmaniose cutanea nao é evidente a distingcdo de estagios durante
o curso da infecgdo, como observado na infeccdo por L. donovani. A
susceptilidade a infecgdo causada por L. major é controlada pelos genes Scl-1
(cromossomo 11) e Scl-2 e pelos genes ligados a H-11 (LIEW & O’'DONNELL,

1993). O gene H-11 afeta portanto, a susceptibilidade tanto nas infecgdes por



18

L. donovani como por L. major. A expressao do gene Scl-1 esta associado com
o fendtipo de controle ou aumento do tamanho das lesbées por L. major e L.
mexicana. A expressao de gene Scl-2, estd associado com o fenétipo de
controle do desenvolvimento das les6es, nos camundongos DBA/2 infectados
com L. mexicana (McSORLE et al., 1996).

A clonagem do gene Lsh, identificou um produto que tem semelhanga
estrutural com o transportador de nitrato (nitrate transporter) codificado pelo
gene CrnA de Aspergillus nidulans, denominado “natural resistance-associated
macrophage protein 1” (NRAMP1). Na infec¢do por Leishmania sp, a atividade
microbicida é dependente da habilidade dos macréfagos em elaborar produtos
intermediarios do nitrogénio, como o o6xido nitrico (LIEW & COX, 1991).
Baseado nesta homologia do hospedeiro, a fungdo de NRAMP1 pode estar
associada com o mecanismo efetor microbicida; no transporte e/ou no
metabolismo dos radicais de nitratos para o interior dos fagolisossomas onde
sao convertidos para 6xido nitrico. (McLEOD et al., 1995; McSORLEY et al.,
1996; NATHAN, 1995).

Recentemente, analisando os dados genotipicos e fenotipicos de 470
animais da geragdo F2 do cruzamento entre as linhagens de camundongos
C57BIl/6 e BALB/c, foram mapeados dois loci que estdo associados com
controle do curso da infecgdo com L. major. Um na regido que inclui o locus H-
2 no cromossomo 17, identificado como Imr 1 e o outro no cromossomo 9,
identificado como Imr 2 (ROBERTS et al., 1997).

Os diferentes cursos da doenga ndo podem ser atribuidos somente as

diferengas no “background”, uma vez que a susceptilidade pode ser revertida
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por manipulagdes imunoldgicas. Camundongos BALB/c infectados modificam
os perfis da resposta imune, tornando-se mais resistentes através de
imunizagbes com antigenos parasitarios solubilizados (BARRAL-NETTO et al.,
1987, POMPEU et al., 1992), antigenos purificados (CHAMPSI & McMAHON,
1988; SOONG et al., 1995), ou mesmo induzindo protegdo cruzada entre
espécies de leishménias taxonomicamente distintas, através de parasitos vivos
ou atenuados (ALEXANDER & KAYE, 1985; ALEXANDER et al., 1982).

O modelo murino tem contribuido para compreensdo das interagoes
entre parasito e hospedeiro, identificando partes de um mecanismo complexo
que envolvem os fenémenos de resisténcia e de susceptibilidade a infecgao
por Leishmania sp (MAUEL & BEHIN, 1981, LAUNOIS et al., 1996, McLEOD et

al., 1995).

1.4.2 A resposta imune dos camundongos

O desenvolvimento da imunidade protetora esta associada a indugao de
uma reagao imune mediada por célula (IMC) em camundongos resistentes e
em camundongos susceptiveis imunizados (BARRAL et al, 1996) ou
manipulados por intervengdes imunolégicas (McSORLEY et al., 1996).

Em relagdo a imunidade humoral, as evidéncias da falta de um papel
protetor dos anticorpos, foi verificada nos estudos em que a transferéncia
passiva do soro ou das fragdes de anticorpos por um periodo prolongado de
camundongos imunes, ndo alterou o curso da infecgdo nos camundongos
BALB/c. Outros experimentos utilizando camundongos Biozzi AB/L, que fazem

uma resposta humoral deficiente quando infectados com L. major, mostram-se
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resistentes a doenca (HALE & HOWARD, 1981 apud LIEW & O'DONNELL,
1993; McSORLEY et al., 1996).

Apesar da falta de um papel importante na recuperagao das infecgoes
estabelecidas, ha evidéncias de que os anticorpos anti-leishmania participam
da lise mediada pelo complemento das formas promastigotas de L. donovani in
vitro (LIEW & O’'DONNELL, 1993). A vacinagdao com a glicoproteina de
superficie gp46 de promastigotas de L. amazonensis, mostrou correlagao entre
protecéo e niveis de anticorpos produzidos contra estas proteinas, sugerindo
um possivel papel dos anticorpos na geragdo de imunidade (CHAMPSI &
McMAHON, 1988).

Enquanto os anticorpos ndo parecem influenciar de forma definitiva na
resolucdo da doenga, a produgdo da imunidade mediada por célula, em
especial as células T CD4" antigeno-especificos, sdo elementos chaves na
determinagao dos perfis de resisténcia ou de susceptibilidade na leishmaniose.

Os parametros celulares responsaveis por estes perfis, estdao bem
demonstrado nos experimentos em que é possivel manipular a resposta
imune, tornando camundongos geneticamente susceptiveis, resistentes a
infeccdo e vice-versa. A deplegéo das células T CD4" através da administragéo
repetida de anticorpo monoclonal anti-CD4, induz desenvolvimento de lesdes
em camundongos resistentes ou promove controle da infecgcdo em
camundongos susceptiveis (MULLER et al, 1992; TITUS et al., 1987). A
reconstituicdo com células T singénicas em camundongos atimicos nude, os

quais sao deficientes de células T, capaz de restaurar a resposta protetora
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desses animais, indicando assim, o comprometimento das células T, para
influenciar o curso da infecgéo por Leishmania sp (MITCHELL et al., 1980).

Os experimentos de transferéncia adotiva de células T CD4" derivadas
de camundongos resistentes, que foram curados da infecgao primaria ou de
camundongos susceptiveis, que tornaram-se resistentes pela vacinagao contra
antigenos parasitarios podem induzir a imunidade protetora. A transferéncia
dessas células para receptores “naive” singénicos ou camundongos de
“background” susceptivel, torna-os capazes de controlar a doenga apds desafio
(LIEW, 1986).

Entretanto, a susceptibilidade a infecgao pode ser mediada pelas células
T CD4" de camundongos geneticamente susceptiveis (BALB/c) e resistentes
(CBA). A transferéncia intra-venosa dessas células T CD4" antigenos-
especificas (L. major), para receptores singénicos normais, exacerbou a
infecgdao. O desenvolvimento da doenga foi caracterizado pelo aumento do
tamanho das lesdes, aumento do nimero de parasitos no sitio de inoculagao
pela capacidade montar reagdo de DTH especifica e de produzir niveis altos
IFN-y em resposta a estimulagdo com antigenos parasitarios de L. major
(TITUS et al., 1984; 1985).

Estes resultados indicam que existe uma heterogeneidade dentro do
compartimento de células T CD4"; de subpopulagdes celulares que podem
estar envolvidas com fendtipo de cura e de outras com o fenétipo de
exarcebag¢ao da doenca.

A identificagdo dessas subpopulagdes foi baseada no perfil de citocinas

produzidas pelas células T CD4" antigeno-especifico. Foi demonstrado que na
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infeccao por L. major, apds reestimulacao in vitro, a depender do estimulo
antigénico ou da linhagem de camundongos utilizada, dois perfis distintos de
resposta das células T CD4" foram identificados. O perfil de resposta do tipo
Th 1, nos quais os clones celulares secretam as citocinas [L-2, INF-y, esta
associado ao fendtipo de resisténcia e o perfil de resposta do tipo Th2,
caracterizado por clones celulares que secretam as citocinas IL-4, IL-10, esta
associado ao fendétipo de susceptilidade (CHERWINSKI et al., 1988; HEINZEL
et al., 1989).

Desta forma a habilidade dos camundongos resistentes para inibir a
multiplicagdao dos parasitos e controlar as lesdes correlaciona-se com o
desenvolvimento de subpopulagdes celulares que produzem
predominantemente células do tipo Th1, induzindo reagdo de
hipersensibilidade tardia e ativacdo dos macréfagos. Enquanto que a
inabilidade para controlar a multiplicagao dos parasitos e o desenvolvimento
das lesdes, estdao associadas com a expansao de subpopulag¢des celulares do
tipo Th2, os quais provéem um eficiente auxilio para a produgéo de anticorpos
e inativagdo dos macréfagos (CHER & MOSMANN, 1987; COFFMAN et al,,
1988). No entanto, as subpopulagbes do tipo Th1 também podem prover
auxilio as células B para produzir anticorpos, estimulando diferentes isotipos de
imunoglobulinas. As subpopulagdes do tipo Th1 induzem mais
substancialmente a produgéo de IgG2a, enquanto que os subpopulagdes Th2
induzem a produgao de IgG1 e IgE (COFFMAN et al., 1988).

A demonstragdo do envolvimento de subpopulagdes de linfocitos T

CD4* do tipo Th1 (produzindo IFN-y) e do tipo Th2 (produzindo IL-4),



23

determinando preferencialmente a resposta de cura ou de exacerbagdo da
doenga, foi avaliada nos experimentos de transferéncia de subpopulagdes
celulares T CD4" que secretam citocinas IL-2 e IFN-y ou de IL-4. A
transferéncia de cada uma dessas subpopulagdes para camundongos BALB/c
e BALB/c mutante (SCID - “severe combined immunodeficiency”), resultou em
controle da infeccdo ou exacerbagdo da doenca, respectivamente (HOLADAY
et al., 1991; SCOTT et al., 1988). Outro experimento utilizando populagbes de
células T que reconhecem antigenos sollveis de L. major e secretam IL-2 e
IFN-y mas nao secretam |L-4 ou IL-5 foram capazes de transferir protecdo a
camundongos susceptiveis BALB/c (SCOTT et al., 1990).

A importancia de IFN-y como mediador principal da resisténcia a
infecgdo por L. major, tem sido verificada nos experimentos de neutralizagao
usando anticorpos monoclonais (BELOSEVIC et al., 1989) e em camundongos
“knockout” para o gene de IFN-y (WANG et al., 1994). A administragdo de
anticorpos monoclonais neutralizantes anti-IFN-y em camundongos resistentes,
durante o curso da infecgdao ou quando é oferecido em dose Unica no inicio da
infeccao, é suficiente para tornar esses animais susceptiveis a infecgao
(BELOSEVIC et al.,, 1989), sugerindo que a presenga de IFN-y nas fases
iniciais da infeccdo é necessaria para dirigir o desenvolvimento de uma
resposta benéfica. O IFN-y em sinergia com o TNF-a e/ou LPS, induz a sintese
de éxido nitrico sintetase (iINOS) pelos macrofagos ativados. A ativagao dos
macréfagos resulta na producédo de radicais reativos de nitrogénio que sao
toxicos para os parasitos (LIEW & COX, 1991; NATHAN, 1995). No entanto, o

tratamento com IFN-y recombinante (r-IFN-y) em camundongos BALB/c, ndo é
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suficiente para induzir imunidade (BELOSEVIC et al., 1989). Tem sido
sugerindo que o efeito de IFN-y no desenvolvimento das células Th1 pode ser
direto, atuando como um co-fator com IL-12 ou indiretamente através da
inibicdo da producgéo de IL-4 (SCHARTON-KERSTEN, 1995; SCHMITT et al.,
1994).

A IL-4 é produzida por células T, células NK1.1 e por mastécitos. O
tratamento de camundongos BALB/c com anticorpo monoclonal anti-IL-4 (mAb
anti-lIL-4) na fase inicial da infecgao por L. major, reverte completamente o
fendtipo de susceptibilidade. A cura foi correlacionado com a produgao de
citocinas do tipo Th1 nas células de linfonodo de drenagem (SADICK et al.,
1990). A IL-4 tem sido demonstrado ser essencial e suficientemente capaz de
induzir resposta nao protetora na leishmaniose experimental. MORRIS, et al.
(1993) verificaram em diferentes linhagens de camundongos que a expressao
de mRNA de IL-4 correlaciona-se bem com a gravidade da infec¢ao por L.
major, enquanto que a expressdao de mRNA de IFN-y ndo teve uma boa
correlagdo com resisténcia entre as linhagens estudadas, sugerindo que a
producdo de IFN-y para o desenvolvimento da resposta Th1 pode variar em
relagdo ao “background” genético do camundongo.

Os experimentos de neutralizacao de IL-12 com mAb anti-IL-12,
demonstram a importancia desta citocina no desenvolvimento da resposta do
tipo Th1. A IL-12 é produzida principalmente por mondcitos, macréfagos,
células dendriticas e neutréfilos. A IL-12 induz proliferacdo de células T e
células “natural Kkiller’ (NK), as quais sao fontes importantes de IFN-y

(SCHARTON & SCOTT, 1993). Os camundongos BALB/c tratados com IL-12
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recombinante (rlL-12) na primeira semana apés a infecgdo por L. major,
controlam as les6es, ha aumento dos niveis de IFN-y e desenvolvimento da
resposta protetora tipo Th1 (SYPEK et al., 1993).

O tratamento com “transforming growth factor B” (TGF-B) recombinante
(rTGF-B) em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, exarcebou
as lesdes e foi associado com aumento da produgdo de mRNA de IL-10 nas
células do linfonodo de drenagem. O papel de TGF-3 tem sido relatado nos
eventos iniciais da infecgdo regulando os mecanismos que promovem a
inativagdo da fungbes dos macréfagos (BARRAL et al., 1993). O TGF-B inibe
produgdo de iINOS nas lesdes cutdneas de camundongos BALB/c infectados
com L. major, favorecendo portanto a manutengao dos parasitos intracelulares
e o desenvolvimento de resposta susceptivel a infeccao (STENGER et al.,
1994).

Além das células T CD4%, varios estudos tém demonstrado a
contribuicdo das células T CD8" na imunidade protetora a infeccdo por L.
major, especificamente na resisténcia a infecgdo secundaria. A deplecao das
células T CD8" com anticorpos monoclonais, exacerba as lesdes de
camundongos resistentes e susceptiveis (TITUS et al., 1987). Na infecgao por
L. amazonensis, foi demonstrado que na auséncia das células T CD4" as
células T CD8" podem modular o curso da infecgdo em camundongos C57BI/6
(SOONG et al., 1997).

SHANKAR & TITUS (1995) mostram que além do compartimento das
células T, o compartimento das células nao-T (macréfagos e células B) podem

determinar independentemente a resisténcia a doenga. O trabalho indica que a
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despeito da correlagao significativa entre resposta Th1, associada a cura, e
resposta Th2, associada ao desenvolvimento da doenga, pode haver uma
sobreposigdo das fungdes celulares Th1/ Th2 na leishmaniose experimental
murina por L. major.

A interagcdo das células dendriticas, macréfagos e células B (células
apresentadoras de antigeno) no sitio de inoculagao ou em experimentos in
vitro, induzem seletivamente diferenciagdo de células T CD4"(MOSMANN &
SAD, 1996; ROSSI-BERGMANN et al., 1993). Foi demonstrado no sistema de
PIV “priming in vitro” (estimulagao primaria in vitro) que as células dendriticas
foram as mais potentes células apresentadoras de antigeno, seguida pelas
células B e macréfagos. As células B sozinhas ou em conjunto com células
dendriticas favorecem a diferenciagao de células tipo Th2 e a produgéo de IL-
4. No entanto, os macréfagos induzem preferencialmente niveis mais elevados
de IFN-y e sdao mais eficientes células apresentadoras de antigeno para
estimular as células do tipo Th1 (SHANKAR & TITUS, 1997).

A influéncia de sinais co-estimulatérios em células apresentadoras de
antigeno como B7.1 ou B7.2 durante a apresentagdo do antigeno podem
induzir seletivamente o desenvolvimento da resposta do tipo Th1 ou Th2,
respectivamente. No entanto, sua fungédo pode ser afetada pela concentragao
do antigeno (McSORLEY et al., 1996; MOSMANN & SAD, 1996).

Outros fatores relacionados com o desencadeamento e a modulagao
das respostas inflamatérias e imunes sao essenciais para a defesa do
hospedeiro e portanto podem influenciar o curso da doenca. A seqiiéncia de

eventos que sao desencadeados com a liberagdo dos leucécitos desde o
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[imem vascular até o sitio da lesao, sdo regulados por uma rede complexa de
interagcGes especificas, a qual fazem parte as quimiocinas, as moléculas de
cito-adesao e mediadores inflamatérios dentre, os quais os produtos do
metabolismo do acido araquiddnico (COTRAN et al., 1994).

A adesao e transmigragao dos leucécitos sdo determinados em grande
parte, pelas moléculas de cito-adesdo através de ligagcdes complementares
entre os receptores de adesao e seus respectivos ligantes. Envolvendo a agao
combinada de multiplas familias de moléculas de adesao: as selectinas (E-
selectinas, P-selectinas e E-selectinas), as imunoglobulinas (ICAM-1,2”
integrins intercellular adhesion molecule” 1, 2; VCAM-1, “vascular adhesion
molecule” 1; MAdCAM-1, “mucosal addressin cell adhesion molecule” 1;
PECAM-1- “platelet/endothelial cell adhesion molecule” 1) e as integrinas
(COLLINS, 1995; COTRAN et al., 1994).

As quimiocinas tem um papel fundamental nestes eventos, devido sua
habilidade para: A) otimizar a fungdo das integrinas (proteina de
transmembrana), promovendo uma firme adesao entre os leucdcitos e seus
ligantes endoteliais. B) atrair subpopulagdes especificas de células. C)
estimular as fungdes efetoras dos leucécitos (COLLINS, 1995; FURIE &
RANDOLPH, 1995). Na leishmaniose murina foi mostrado recententemente,
que promastigotas em fase estacionaria de L. major induz expressdo de
transcritos das quimiocinas KC e JE (membro da familia das quimiocinas o e
respectivamente) em macréfagos murinos. Essa indugéo é rapida, ocorre entre
1 a 2 horas e desaparece dentro de 3 a 4 horas. As quimiocinas JE (homodlogo

murino de “MCAF/MCP-1, monocyte chemotactic and activating factor /
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monocyte chemoattractant protein” -1 no homem) e KC (homélogo murino de
GRO no homem) foram descritas como capazes de recrutar macréfagos e
neutrdfilos. Portanto, podem atrair subpopulagbes de células especificas na
leishmaniose (RACOOSIN & BEVERLEY, 1997).

Nas lesoes dos pacientes com LCL e LCD infectados por L. mexicana
foi verificado niveis de expressao distintos das quimiocinas MCP-1 e MIP-1q.
“‘macrophage inflammatory protein” 1). Nas lesdes dos pacientes com LCL, que
curam espontaneamente suas lesdes foram expressos niveis predominantes
de MCP-1 e niveis moderados de MIP-1a. Enquanto que nas lestes dos
pacientes com LCD, foi associado com a expressao de niveis baixos de MCP-1
e niveis altos de MIP-1a (RITTER et al., 1996). Nos modelos murinos de
leishmaniose estes fatores foram pouco ou nada explorados.

Na inflamagédo aguda, os produtos derivados do metabolismo do acido
araquidénico (leucotrienos e prostaglandinas) mediam todas as etapas desde a
vasoconstriccdo até quimiotaxia. Dentre os tipos de prostaglandinas (PG)
produzidos, a série PGE1 e PGE;, secretadas por macréfagos, fibroblastos e
células foliculares dendriticas, podem inibir a sintese de IFN-y pelas células do
tipo Th1, mas nao podem inibir a sintese de IL-4 pelas células do tipo Th2
(PHIPPS et al., 1991). A infecgdo em camundongos BALB/c por L. major, tém
sugerido que PGE; favorece a exarcebagao das lesdes cutaneas. O tratamento
com indometacina (inibidor da sintese de PG) foi associado com uma
diminuigao significativamente no tamanho das lesbes e com aumento na
producdo de IFN-y e de éxido nitrico (FARRELL & KIRKPATRICK, 1987,

FREITAS et al., 1995).
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Os experimentos in vitro, utilizando o sistema PIV, mostram que os
camundongos susceptiveis BALB/c produzem mais PGE, do que os
camundongos resistentes CBA. E a adigdo de prostaglandina nas culturas de
células de camundongos CBA, inibiu a producédo de IFN-y e de éxido nitrico
(SOARES, 1997a)._Esses resultados sugerem que PGE; contribui para o
desenvolvimento da resposta Th2 nos camundongos BALB/c infectados por L.
major.

Além dos fatores relacionados com a indugdo das subpopulagoes de
células T CD4" (Th1/Th2), os fatores relacionados com o sitio de inoculagéo do
parasito (NABORS et al, 1995; KIRKPATRICK et al., 1987), a dose
(DOHERTY & COFFMANN, 1996), o sexo do hospedeiro (SATOSKAR &
ALEXANDER, 1995), a gravidez (KRISHNAN et al.,, 1996), imunosupressao
induzida por co-infeccao (BARRAL-NETTO et al., 1995) também sao relatados
como capazes de influenciar o curso da infecgéo.

O sitio de inoculagdo onde o sistema imune entra em contacto com o
parasito, pode ser um determinante critico no curso da infecgao.
KIRKPATRICK, et al. (1987) verificaram que quando a infec¢gao por L. major
ou L. amazonensis é feita nas regides anteriores do tronco dos camundongos,
juncao cérvico-toracica e toracica-lombar, as linhagens susceptiveis BALB/c e
CB6F1 (descendéncia F1 de C57BI/6 x BALB/c), que sao incapazes de montar
uma resposta imunolégica protetora, tornaram-se capazes de controlar e de
curar as pequenas lesdes formadas. Em comparagao, nas regiées posteriores
do tronco, da metade do dorso até a cauda, as lesdes desenvolvem-se mais

rapidamente, resultando inclusive em metastase nos camundongos BALB/c. As
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lesdes nos camundongos CB6F1 nao curaram, sendo que estas, foram
maiores no grupo infectado com L. amazonensis do que no grupo infectado
com L. major.

Recentemente NABORS, et al. (1995) investigaram a resposta imune
nos camundongos CB6F1, em diferentes sitios cutaneos. Os resultados
indicaram que os camundongos CB6F1 desenvolvem lesdes progressivas,
apresentando resposta imune celular do tipo Th2, quando inoculados com L.
major na regiao dorsal. Quando inoculados na pata, curaram suas lesdes e
apresentaram resposta imune celular tipo Th1. No entanto, durante as 2
primeiras semanas de infecgao os perfis de expressdo do mRNA IL-4 e IFN-y
foram similares em ambos os sitios de inoculagao (NABORS et al., 1995).

A rota de imunizagao via intravenosa e intraperitoneal em camundongos
BALB/c resulta em cura da infecgdao. Enquanto que a rota de imunizagéo via
subcutdnea da mesma preparacdo, exarceba a infeccao (McSORLEY et al.,
1996). Esses dados indicam que determinados sitios de inoculagao, nos quais
os antigenos parasitarios sdo apresentados, o tropismo e a rota percorrida pelo
parasito, sao fatores importantes que devem ser considerados no estudo da
infeccao experimental (SOLBACH & LASKAY, 1995).

Outro fator importante, capaz de influenciar o curso da infecgao é a dose
infectante. Camundongos BALB/c infectados com 10? formas metaciclicas de
L. major, tornam-se aptos a controlar suas lesdes e desenvolver imunidade
prolongada. O controle das lesGes esta associada com produgao predominante
de altos niveis de IFN-y e niveis ndo detectaveis de IL-4, apesar da

persisténcia de parasitos no sitio das lesées primarias (DOHERTY &
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COFFMAN, 1996). Esses dados indicam que a contengdo do parasito no sitio
de inoculagao, correlaciona-se com resisténcia e que foi dependente da baixa
dose infectante. Quando camundongos BALB/c sdo infectados com 10° ao
invés de 10°, nas primeiras 24 horas observa-se, disseminagao dos parasitos
somente para a pata e para o linfonodo popliteo. Enquanto que, nos
camundongos BALB/c infectados com 10°, os parasitos disseminam para o
baco, pulmao e medula éssea. Em linhagens resistentes a infecgcao por L.
major como CBA/J, C3H/Hed e C57Bl/6, ocorreu 0 mesmo padrao de
disseminagao verificado em camundongos BALB/c, que receberam a dose
baixa (10°) de parasito (HEINZEL et al., 1988; LASKAY et al., 1995).

Deve ser ressaltado, que toda a base de conhecimento sobre os
mecanismos imunolégicos envolvidos na diferenciagdo das células T CD4"
mediando os perfis de susceptibilidade (Th1) e de resisténcia (Th2), foram
estabelecidos na infecgao por L. major, utilizando linhagens de camundongos
geneticamente resistentes como C3H, CBA, C57BI/6 contrapondo com
linhagens altamente susceptivel como BALB/c (MULLER et al, 1992;
McSORLEY et al., 1996).

A falta de modelo experimental apropriado tem sido uma limitagao no
estudo da infecgdo causada por L. braziliensis . Recentemente, foi
demonstrado que a baixa infectividade da L. braziliensis em camundongos
BALB/c, pode ser devido, a inabilidade deste parasito para induzir uma forte e
sustentada producado de IL-4 nestes animais. Os niveis de IFN-y produzidos,
foram equivalentes quando comparados em animais (BALB/c) infectados com

L. major (DeKREY et al., 1998). A exarcebacéo da infecgdo por L. braziliensis
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em camundongos BALB/c, é possivel de ser obtida através da administragéo
de TGF-B recombinante (rTGF-B) exégeno (BARRAL et al.,1993; BARRAL-
NETTO, 1992). A infecgado foi associada com aumento de produgéo de IL-10 e
diminuigao de IFN-y.

Os mecanismos imunolégicos que promovem a susceptibilidade a
infecgao por L. amazonensis no modelo murino, diferente da infec¢do causada
por L. major é pouco explorado. Trabalhos recentes tém demonstrado que a
susceptibilidade a infecgao por L. amazonensis nao é exclusivamente mediada
pelas células Th2 e pode haver a participagao de outros mecanismos. Em
linhagem de camundongos C57BI/10, resistentes a infecgdo por L. major, o
perfil de susceptibilidade foi caracterizado como crénico e nao-fatal. A
produgdo de IL-4 foi verificada somente nas fases iniciais da infecgao. Nas
fases tardias, quando a lesdo se desenvolve, nao foi detectado produgao de IL-
4 (AFONSO & SCOTT, 1993). Esses resultados mostram que a
susceptibilidade verificada na infec¢gado causada por L. amazonensis, pode ser
induzida na auséncia ou em niveis baixos de produgado de IL-4 (AFONSO &
SCOTT, 1993; MAUEL & BEHIN, 1981; SOONG et al., 1997).

O perfil imunolégico mediado pelas células T CD4™ em camundongos
CBA esta bem caracterizado na infeccdo por L. major. Esses animais sao
resistentes e produzem niveis elevados de IFN-y e niveis baixos ou nao
detectaveis de IL-4 e IL-5 (SOARES et al., 1997b). Entretanto, ndo ha relato do
padrao de resposta celular desenvolvida pelos camundongos CBA infectados

por L. amazonensis.
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1.4.3 O estudo morfoldgico das lesdes em modelos murinos de
leishmaniose tegumentar

As caracteristicas histologicas das lesées sao indicadores importantes
de resisténcia e de susceptibiidade que podem ser estudadas
experimentalmente, correlacionando as principais alteragées histoldgicas com
a manifestagdo clinica e associando-as com o prognéstico da doenga
(ANDRADE et al., 1984; BARRAL et al., 1996; BARRAL et al., 1987; COTRAN
et al., 1994).

No homem, os perfis histolégicos que caracterizam as formas polares
alérgicas, (LC e LCM), variam de um infiltrado inflamatério dérmico de
moderado a intenso, constituido por macréfagos, linfécitos e plasmdcitos.
Presenca de reagao granulomatosa, necrose fibrindide e os parasitos sao
geralmente escassos. Nas formas polares graves anérgicas da infecgao (LCD),
caracteriza-se basicamente pelo intenso infiltrado macrofagico repleto de
parasitos, poucos linfécitos e plasmécitos (BARRAL et al.,, 1996;
BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; DEANNE & GRIMALDI, 1985).

As linhagens de camundongos isogénicos apresentam resisténcia ou
susceptibilidade relativas a infecgdo por leishmania, comparaveis as formas
polares alérgicas e anérgicas do espectro na doenga humana (ANDRADE et
al., 1984; BARRAL-NETTO et al, 1987). ANDRADE, et al. (1984)
demonstraram padrdes diferenciais da resposta tissular em camundongos
BALB/c e A/J infectados com L amazonensis. As lesdes cutdneas nos animais
resistentes (A/J) foram caracterizadas por um nédulo localizado, com infiltrado
celular misto focal, constituidos por muitos linfécitos, plasmécitos, e outras

células mononucleares. Os macrofagos e neutréfilos sdo numerosos nas
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primeiras semanas e tendem a diminuir consideravelmente no curso da
infeccdo. Areas focais de necrose fibrindide, presenca de pequenos
granulomas e fibrose intersticial e periférica (ANDRADE et al., 1984, BARRAL
et al., 1987) foram outros achados importantes. Ja nos animais susceptiveis,
as lesdes foram caracterizadas por areas extensas de necrose tipo coagulativa
e com infitrado de aspecto monomérfico macrofagico, intensamente
parasitados (ANDRADE et al, 1984). Os macréfagos tinham aspecto
semelhante aos descritos na hanseniase “virchowiana”, exibindo citoplasma
amplo, claro e vacuolado, repleto de amastigotas.

Desta forma, os padroes histolégicos distintos de resisténcia e
susceptibilidade a infeccdo por leishménia se correlacionam, tanto no homem
quanto no modelo murino, com diferentes perfis de resposta tissular (RIDLEY
et al., 1983; ANDRADE et al.,, 1984). O perfil histolégico associado a
resisténcia a infeccdo, demonstram um infiltrado inflamatério do tipo
mononuclear misto, com macréfagos contendo poucos parasitos, reagao
granulomatosa, necrose fibrindide, deposicao de colageno e fibrose, os quais
correlacionam-se com as formas benignas da doeng¢a humana. Enquanto que
o perfil histolégico associado com a susceptibilidade a infeccdo tendem a
apresentar um infiltrado monomérfico macrofégico altamente parasitado, o qual
caracteriza a forma difusa da leishmaniose humana (ANDRADE et al., 1984;
BARRAL et al.,, 1987; FALCOFF et al., 1991). Nesta forma, a presenca de
linfocitos e plasmocitos limita-se a periferia das lesées (BITTENCOURT et al.,

1983).
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A mudanga no perfil da resposta imune através de imunizagédo
intravenosa com antigenos soluveis de promastigotas, € acompanhando por
modificagdo do perfil de resposta histolégica. Os camundongos BALB/c
altamente susceptiveis a infecgao por L. amazonensis, tornam-se parcialmente
resistentes e apresentam caracteristicas histolégicas semelhantes as
caracteristicas das linhagens resistentes (BARRAL-NETTO et al.,, 1987b;
POMPEU et al., 1992).

O perfil fenotipico do infiltrado inflamatério, nas fases iniciais da
infecgdo, apresentam caracteristicas similares nas linhagens de camundongos
que desenvolvem padrao de resisténcia e de susceptibilidade. O predominio é
de polimorfonucleares neutrdfilos, seguido por macréfagos e eosindfilos até 24
horas apos a infecgédo por L. major ou L. amazonensis (ANDRADE et al., 1984;
BARRAL et al, 1987; HEINZEL et al, 1988; McELRATH et al., 1987,
SUNDERKOTTER et al., 1993). Por volta do 4° dia, nas lesdes de linhagens
que desenvolvem padrao de susceptibilidade, o infiltrado granulocitico é
substituido por infiltrado macrofagico (macréfagos vacuolados com numerosos
parasitos). Nas linhagens que desenvolvem padrao de resisténcia, o infiltrado é
substituido pelo tipo celular misto constituido por linfocitos, plasmécitos e
macréfagos, alguns desses contendo poucos parasitos, além de fibroblastos
(ANDRADE et al., 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987b).

Os neutrdfilos e macréfagos contém grénulos lissossomais que sao
liberados durante os eventos de quimiotaxia e fagocitose. A analise ultra-
estrutural das areas de necrose, revela sinais de que a maioria dos parasitos

foram mortos e fagocitados por neutréfilos e eosindfilos (BARRAL-NETTO et
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al.,, 1987). Sugere-se que os eosindfilos sdo menos eficiente para fagocitar e
para matar o parasito intracelular que outras células inflamatdrias
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995).

A cinética da populagdo de macréfagos infectados com L. major em
camundongos C57Bl/6 e BALB/c sao fenotipicamente distintos (HEINZEL et
al., 1988; SUNDERKOTTER et al., 1993). Comparando com os camundongos
BALB/c, a partir do 7° dia apés a infecgdo, os camundongos C57BI/6
apresentam um percentual alto de macrofagos imaturos, (MRP14%), os quais
exibem uma elevada atividade leishmanicida. O aparecimento desta populagao
nao é dependente de células T e a migragdao corresponde ao processo de
maturacdo rapida dos macréfagos da medula éssea. A populagdo de
macrofagos maturos (F4/80") aumenta a partir do 2° dia e € maior, nos
camundongos resistentes do que nos camundongos susceptiveis. A cura da
infeccdo, foi associado com a presenga do marcador F4/80%, sucedido pela
propagagcdo dos clones de células T protetores. Foi verificado que os
camundongos C57BI/6 (nu/nu) que nao dispéem de células T funcionais,
mostraram também um réapido infiltragdo de macréfagos F4/80%, inclusive em
maiores quantidades do que os camundongos BALB/c nu/nu
(SUNDERKOTTLER et al., 1993), evidenciando que o recrutamento desses
macréfagos independe da resposta imune celular.

Na fase tardia da infecgdo, o infiltrado linfocitario torna-se predominante
nas lesbes cutaneas de camundongos que desenvolvem padrao de resisténcia
a infecgao por L. major ou L. amazonensis (ANDRADE et al., 1984; BARRAL et

al., 1987; POMPEU et al., 1992; SUNDERKOTTER et al., 1993). Na infecgao
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por L. amazonensis, o perfil de resisténcia desenvolvido pelos camundongos
C57Bl/6 a infecgdo, esta associado com a migragdo de linfécitos T CD4"
(anteriormente designado L3T4") e CD8" (anteriormente designado Lyt-2*) para
o local das lesdes na derme, apds a 12° semana. E o perfil de susceptibilidade
estd associado com uma deficiéncia migratéria de linfécitos T CD4" em
camundongos BALB/c (McELRATH et al., 1987).

Na infecgdo por L. major, a andlise fenotipica dos linfécitos T CD4" no
linfonodo de drenagem e nas lesbes cutdaneas de camundongos resistentes
C57BI/6 e susceptiveis BALB/c, indica que a ativagdo de células CD4"
expressando receptores IL-2 (IL2R") ocorre nas 2 linhagens de camundongos.
Apés a primeira semana de infec¢ao, os linfonodos dos camundongos BALB/c
apresentaram 4 vezes mais células do que os linfonodos dos camundongos
C57BI/6. Esta diferenga persiste até a terceira semana. A partir da sétima
semana, o numero de células nos linfonodos dos camundongos C57BI/6 é
maior que nos linfonodos dos camundongos BALB/c. Esses dados sugerem
que a inabilidade dos camundongos BALB/c para controlar a infecgao, nao é
devido a deficiéncia de ativagdo das células T, pois um nuamero
significativamente grande de células CD4" (IL2R*) estiveram presentes
precocemente nos linfonodos de drenagem desses camundongos (HEINZEL et
al., 1988).

Apesar de descritos os perfis de respostas relacionados com resisténcia
e susceptibilidade, ndo ha estudos detalhados sobre os mecanismos in situ
envolvidos na patogénese da leishmaniose. Sdo escassos os conhecimentos

sobre a cinética do infiltrado inflamatério no sitio de inoculagdo, como as
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citocinas atuam in vivo, quando e como as moléculas de citoadesdo sao
expressas nas fases precoces da infecgdo com leishménia antes da ativagdo
de linfécitos T especificos, e como esta resposta inicial pode influenciar o
subsequente desenvolvimento das células efetoras.

O camundongo CBA exibe padroes bem distintos de reatividade
histopatologica e imunoldgica quando infectado pela L. amazonensis, em
contraposi¢cao ao que acontece com a L. major. O presente trabalho consiste
num estudo comparativo, para avaliar se os tipos de reagdes polares causados
por duas espécies de leishmania num mesmo hospedeiro, tem ou nao as
mesmas caracteristicas, que tém sido descritas em diferentes linhagens de

camundongos isogénicos infectados por uma mesma espécie de leishmania.
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2 OBJETIVO GERAL

ESTUDAR, DE MODO COMPARATIVO, A INFECQAO EXPERIMENTAL DE
CAMUNDONGOS ISOGENICOS DA LINHAGEM CBA POR L. amazonensis ou

L. major.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o curso da infecgao pela mensuragao do tamanho da lesédo e pela

pesquisa de parasitos no sitio de inoculagéo e no linfonodo popliteo.

e Avaliar o padrao morfolégico da resposta inflamatdria no local da infecgéao e

no linfonodo de drenagem através de estudos histopatolégicos

e Avaliar o perfil da resposta imune através da produgao das citocinas IFN-y,
IL-4 e IL-10 nos sobrenadantes de cultura das células dos linfonodos de

drenagem.

e Avaliar a produgdo de O6xido nitrico no sobrenadante das células dos

linfonodos de drenagem.



3 JUSTIFICATIVAS

Os parametros de resisténcia e susceptibilidade a infecgdo por
leishménia tém sido explorados nas duas Ultimas décadas, comparando-se
linhagens de camundongos com “background” genéticos diferentes, que
apresentam respostas polarizadas quando infectados com determinadas
espécies de leishmania. Outra estratégia utilizada tem sido a de manipular a
resposta imune, tornado camundongos susceptiveis, resistentes a uma
determinada espécie de leishmania, ou tornando camundongos resiétentes,
susceptiveis a infecgao (BARRAL-NETTO et al., 1984, POMPEU et al., 1992;
LAUNOIS et al., 1996). Tais estudos foram importantes para definir os fatores
que contribuem para o desenvolvimento das subpopulagdes das células T
CD4" L. major-especificas, Th1/Th2 (LAUNOIS et al., 1996; SCHARTON-
KERSTTEN et al.,, 1995). Sendo que, a maior parte dos estudos provém de
experimentos feitos com as linhagens de camundongos resistentes C57BI/6 ou
susceptiveis BALB/c a infecgao por L. major. Entretanto, ha evidéncias de que
uma determinada linhagem de camundongo pode demonstrar resisténcia a
infeccdo com determinadas espécies de leishménia e susceptibilidade a
outras.

Pouco tem sido explorado sobre os mecanismos relacionados com
resisténcia ou susceptibilidade as espécies de leishméanias do Novo Mundo, (L.
amazonensis e L. braziliensis), as quais causam a doenca tegumentar
(AFONSO et al., 1993; SOONG et al., 1997; BARRAL et al., 1993; BARRAL-
NETTO et al., 1992; DeCREY et al.,, 1998). A infec¢do causada por L.

amazonensis, ao contrario da infecgdo causada por L. major, esta associada
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com diferentes formas clinicas observadas na doenéa’humana (BARRAL et al.,
1991). Na modelo murino a maioria das linhagens de camundongos
desenvolvem susceptibilidade a infeccdo com variados padroes de lesdes
primarias (AFONSO et al., 1993; CALABRESE & COSTA 1992; SOONG et al.,
1997).

A linhagem de camundongos CBA é utilizada na maioria dos estudos
experimentais, como modelo de resisténcia a infecgcao por L. major (BEHIN et
al,, 1979; TITUS et al.,, 1984; SOARES et al., 1997). Rarissimos sdo os
trabalhos que investigaram a susceptibilidade a infec¢ao por L. amazonensis
(CHAMPSI & McMAHON, 1988, NEAL & HALE, 1983; SOONG et al., 1995).
Nenhum destes estudos, entretanto, descreveram os aspectos imunolégicos e
histologicos envolvidos no curso da infecgdo por L. amazonensis. CHAMPSI &
McMAHON, 1988 e SOONG et al., 1995, verificaram que apds esquema de
imunizagdo, estes animais obtiveram prote¢do completa contra o desafio de
formas promastigotas de L. amazonensis.

Outros trabalhos mostram que a linhagem de camundongo CBA é
susceptivel a infegao por L. mexicana (ALEXANDER, 1982; ALEXANDER &
BLACKWELL, 1986; CHILDS et al., 1984). Um aspecto interessante
investigado na infegdo dos camundongos CBA com a L. mexicana foi de que a
vacinagao com leishmania heteréloga (atenuada) protege esses animais contra
a infecgao por L. mexicana (ALEXANDER & KAYE, 1985).

O modelo de infecgao do camundongo CBA demonstra que uma mesma
linhagem de camundongo pode apresentar padrdes distintos de respostas,

quando infectado com diferentes espécies de leishménia. Um modelo que
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module de modo diverso a resposta do hospedeiro em fungédo de diferentes
patogenos abre perspectivas para se investigar por exemplo: a) em relagdo ao
hospedeiro, quais os mecanismos imunoldgicos e genéticos envolvidos com os
fendtipos de resisténcia e susceptibilidade a infecgdo; b) avaliar fatores dos
parasitos (antigenos parasitarios) relacionados com a resposta protetora e nao-
protetora do hospedeiro; ¢) modelo para avaliagao da resposta de resisténcia e
de susceptibilidade, sobretudo no que se refere a protegao cruzada.

As estratégias para o desenvolvimento de vacinas e na validagdo de
eventuais candidatos, deve levar em consideragao os fatores relacionados ao
parasito, ou seja, a resposta protetora a uma determinada espécie de
leishmania nao significa necessariamente protegao a outra espécie.

A nossa proposta é explorar de modo mais aprofundado este modelo,
utilizando como sistema de referéncia a infeccdo por L. major. Pretende-se

estender a abordagem descrevendo-se o perfii de resposta celular e
investigando-se o perfil da resposta imune. Estes conhecimentos iniciais serdo
de fundamental importancia para a investigacdo de mecanismos de resisténcia
e de susceptibilidade no modelo e na utilizagdo de manipulagdes no sentido de
modificar os perfis de resposta, tanto na perspectiva do hospedeiro quanto dos

parasitos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizadas as linhagens de camundongos isogénicos, CBA e BALB/c,
fémeas ou machos, com 6 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério
Central/ FIOCRUZ/ RJ e mantidos no Biotério de experimentagao do Centro de
Pesquisa Gongalo Moniz (FIOCRUZ/Ba). Os animais foram alimentados com
racdo comercial balanceada e agua acidificada, oferecidas livremente. Os
camundongos BALB/c, susceptiveis a infecgdo por L. major e L. amazonensis

foram utilizados como controles positivos da infecgao.

4.2 PARASITO

As cepas dos parasitos utilizadas neste trabalho; L. majo-MHOM/IR/-173 e
L. amazonensis-MHOM/Br88/Ba-125, foram doadas pela Dra. Aldina Barral do
Laboratério de Imunologia do Hospital Universitario Edgar Santos (HUPES)/
UFBA/SSA. Os parasitos foram mantidos em cultura axénica em meio LIT total
(SADIGURSKY & BRODSKYN, 1986) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) inativado (Hyclone laboratories). Para a manutengdo da
infectividade foram feitas passagens sucessivas em camundongos e re-
isolamentos periodicos de parasitos das lesbes ou linfonodos de camundongos

infectados.

4.3 INFECCAO
Para a inoculagao dos animais com as leishméanias foram utilizadas as

formas promastigotas em fase estacionaria de cultura axénica. As culturas
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eram monitoradas diariamente através de contagens do nimero de parasitos
em camara de Neubauer. Somente as culturas entre a 32 e a 52 passagem
foram utilizadas para preparo do inéculo. As culturas de leishméania em fase
estacionaria eram lavadas com PBS estéril, centrifugando-as a 2000 rpm por
10 minutos, para remover o meio de cultivo.

Foram infectados dois grupos de camundongos CBA e dois grupos de
camundongos BALB/c, com uma das duas espécies de leishmanias (L. major
ou L. amazonensis). Os animais foram inoculados por via subcutanea com 5.0

x 10° parasitos, em 25ul de salina, na pata esquerda traseira.

4.4 ACOMPANHAMENTO DO TAMANHO DAS LESOES

O curso da infecgao foi monitorado durante 10 semanas consecutivas em
10 camundongos CBA e em 5 camundongos BALB/c de cada grupo infectado,
medindo-se a pata infectada e a néo infectada com auxilio de paquimetro
(MITUTOYO). O tamanho da lesao foi determinado pela diferenga entre a
espessura da pata infectada (esquerda) e a nao infectada (direita), expresso

em milimetros (mm).

4.5 ESTUDOS MORFOLOGICOS
4.5.1 Histologia

Foram analisados comparativamente os aspectos qualitativo das lesoes (a
natureza do processo inflamatdrio) e semi-quantitativo dos tipos celulares. As
respostas tissulares foram estudadas em 3 animais de cada grupo, em cortes

histolégicos da pata infectada e linfonodo popliteo, sacrificados no 3°, 7°, 21°,
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42° e 70° dia apds a infecgdao. Os fragmentos dos tecidos foram retirados e
fixados em formalina tamponado 10%, durante 12 a 20 horas. As patas foram
descalcificadas em solugéo de acido nitrico a 7% durante 48 horas e cortadas
posteriormente em 3-4 por¢ées. A etapa seguinte foi a desidratagdo gradual de
todo o material em &lcool e banhos em xilol para posterior inclusdo em
parafina. Apés a inclusdo cada fragmento foi seccionado em 3-5um de
espessura. As segOes foram coradas pela hematoxilina-eosina (H-E) para
verificar o padréo do infiltrado inflamatério e grau de extensdo das alteragdes
histolégicas, pelo Picrosirius vermelho contra-corado pelo Fast Green (PIFG)

para avaliagédo de fibrose.

4.5.2 Imunohistoquimica

Para a demonstragdo dos parasitos no sitio da infecgdo e no linfonodo de
drenagem foi realizada a técnica de imunohistoquimica, em 3 animais de cada
grupo, no 3°, 7°, 21°, 42° e 70° dia apds a infecgdo. As secgOes das patas e
dos linfonodos incluidas em parafina conforme descrito acima (item 5.1.),
foram desparafinizadas em 3 banhos de xilol por 10 minutos e hidratadas
gradativamente em banhos de alcool por 5 minutos, agua destilada e PBS.
Empregou-se a técnica da imunoperoxidase indireta com o sistema Avidina-

Biotina.

Inicialmente, fez-se o bloqueio das ligagdes inespecificas com soro de
cabra normal (VECTOR laboratories) diluido a 10% em PBS. Em seguida, foi
adicionado o anticorpo primario anti-leishméania policlonal produzido por

inoculagédo de parasitos em coelhos (SOARES et al., 1993), gentilmente cedido
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pelo Dr. Lain Pontes de Carvalho (CPqGM/ FIOCRUZ/SSA), diluido 1:1500 em
PBS contendo 10% de soro normal de camundongo. Utilizamos como controle
negativo da reagéo, imunoglobulina nao imune de coelho (diluido 1: 2000).
Incubamos durante 12-18 horas, em cdmara Umida a 4°C e em seguida, as
secgdes foram lavadas (duas vezes) com PBS por 5 minutos. Posteriormente,
adicionou-se o0 anticorpo secundario conjugado com biotina contra
imunoglobulina de coelho produzido em cabra (Pharmingen), diluido 1:200 em
PBS contendo 10% de soro normal de camundongo e incubou-se por 45
minutos a temperatura ambiente em cadmara Umida. As secgdes foram lavadas
com PBS e removido o excesso de liquido. Bloqueou-se a atividade da
peroxidase endogena com metanol, contendo 0,1% de azida sddica e 3% de
peréxido de hidrogénio (H,O,) durante 30 minutos. Para aumentar a
sensibilidade do método utilizou-se o complexo Avidina-Biotina (ABC) que se
liga covalentemente ao anticorpo secundario marcado com biotina, incubou-se
durante 30 minutos a temperatura ambiente em camara umida. A reagao foi
revelada com a solugao substrato Three,3’-Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB), preparado previamente, dissolvendo 6mg do DAB
em 10 ml de tampao Tris 0,05M pH 7.6, a qual produz coloragao castanho ao
adicionar-se 0,1ml de perdxido de hidrogénio a 3% (H20;). O desenvolvimento
da cor foi verificado no microscépio 6ptico, sendo interrompida a reagdo com
banho em agua destilada. Utilizou-se a hematoxilina de Harris para contra-
corar e finalmente foi feita a montagem entre lamina e laminula com balsamo

do Canada.
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4.6 CULTURA DE CELULAS DO LINFONODO

Para obtengao das células, os linfonodos popliteos das patas infectadas
retirados de 5 animais de cada grupo, foram dissociados sob condigdes
estéreis em meio Dulbecco’s modifield Eagle’s medium completo (DMEM)
contendo 2,5% de HEPES pH7.4 - (N-2hidroxetillpiperazina-N'-2-etano acido
sulfénico), 200mM de glutamina, penicilina/streptomicina 10,000U/10.000mg,
3,7 g/l de bicarbonato de sédio, 10% de soro fetal bovino, solugdo de
animoacidos a 25x (25.4mM de piruvato de sédio, 1.6mM de L-arginina e
0.7mM de L-asparagina), 0,1% de mercapto-etanol). Em seguida, as células
foram transferidas para um tubo de centrifugagéo e lavadas por trés vezes em
meio DMEM, centrifugando-as a 1600 rpm por 5 minutos (4°C). Em seguida as
células foram ressuspensa em 1 ou 2 ml de meio DMEM completo, contadas
em hemocitdmetro em meio DMEM completo. Nesta etapa foi verificado a
viabilidade das células para cultivo, misturando-se propor¢des iguais (1:1) de
células ressuspensa em meio DMEM completo e corante Tripan blue com
azida sédica a 20mM. As células nao-viaveis podem ser diferenciadas das
células viaveis porque tornam-se azuladas pela impregnagao do corante. Um
numero baixo de células nao-viaveis foi mantido constante entre os dois grupos
em diferentes periodos dos experimentos. Apdés a contagem ajustou-se a
concentragao para 3 x 10° células/ml. As células foram entéo distribuidas em
placas de 24 pogos e incubadas durante 72 horas em estufa com 5% de CO, a
37°C sob estimulagdo com: ConA 10 pg/ml (controle positivo) ou 5.0 x 1 0°

formas promastigotas de L. amazonensis ou de L. major por mi. Os
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sobrenadantes foram coletados e estocados a —20°C até sua utilizagao para a

dosagem de citocinas e do éxido nitrico.

4.7 DOSAGENS DOS NIiVEIS DE CITOCINAS NOS SOBRENADANTES DE
CULTURA DE LINFOCITOS

Nos sobrenadantes de cultura de células dos linfonodos popliteos de
drenagem foram dosados as citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10, no 7°, 49° e 70° dia
apos a infecgao, pelo método ELISA de captura conforme recomendagao do
fabricante (Pharmingen).

Utilizamos os anticorpos de captura purificado nas seguintes
concentragoes:
- anti-IFN-y (clone RA-642 Pharmingem # 18181D): 2ug/ml
- anti-IL-4 (clone 11B11 Pharmingem # 18191D): 1ug/mi
- anti-IL-10 (clone J2S5 642 Pharmingem # 18141D): 2ug/ml

Os anticorpos mencionados acima foram diluidos em tampao de
carbonato 1M pH 9.6, plaqueados em placas de 96 pogos (50ul/pogo) e
incubados 12-18 horas a 4°C. Em seguida, os anticorpos de captura em
excesso foram removidos através de lavagens com PBS contendo 0,05% de
detergente Tween 20. Os sitios de ligagées inespecificas foram bloqueados
com PBS contendo 10% de SFB por 2 horas, a temperatura ambiente.

A curva padrdo foi construida realizando dilui¢cées seriadas (1:2) das
citocinas recombinantes em PBS contendo 10% de SFB, a partir de:

-100 ng/ml para IFN-y

-5 ng/ml para IL-4

- 50ng/ml para IL-10
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Foram adicionados a placa 100pul/pogo do padrao diluido e das amostras
(sobrenadantes das culturas) em triplicata, incubados por 12-18 horas a 4°C.
Apés as lavagens, foram adicionados 100ul/pogo dos anticorpos de deteccéo
marcado com biotina, descrito abaixo, na concentragao de 2ug/ml, incubados
durante 45 minutos, a temperatura ambiente.

- IFN-y (Clone XMG1.2/ Pharmingen #18112D)
- IL-10 (Clone SXC /Pharmingen #18152D)
- IL-4 (Clone BVD6-24G2 /Pharmingen #18042D)

Em seguida, apés a lavagem (6 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween
20), adicionou-se o conjugado avidina-peroxidase (Sigma 2.5ug/ml) por 30
minutos. Para revelagdo, as placas foram lavadas 8 vezes e posteriormente
incubadas com o substrato 3,3/, 5,5-Tetramethyl-benzidine (TMB - Sigma). A
reagao foi interrompida pela adigcdo de acido fosférico diluido 1:20 em agua
destilada. A leitura foi realizada a 450mm e analisamos os resultados pelo

programa Softmax.

4.8 DOSAGEM DE OXIDO NITRICO

O teor de nitrito foi dosado no sobrenadante das culturas de linfonodo
no 7°, 49° e 70° dia apds a infecgao, pelo método de Griess segundo DING et
al. (1988).

A curva padrao foi construida a partir de 100uM, realizando diluigoes
seriadas (1:2) do nitrito de sédio 10mM em meio DMEM. Foram plaqueados 50
ul por pogo dos padrdes diluidos e das amostras (sobrenadantes) em placas

de 96 pogos, em triplicata. Em seguida, foram adicionados 50ul/pogo do
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reagente de cor, preparado com as solugbes sulfanilamda 1% e N-1
Naphylethylenediamina (NEED) 0,1%, na proporgao 1:2. A leitura foi feita em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570mm. Os resultados obtidos

foram processados e colocados em grafico utilizando-se o programa Softmax.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos da medida do tamanho da lesdo nos grupos de
camundongos CBA e BALB/c infectados por L. amazonensis ou L. major foram
submetidos a analise estatistica para determinar se as diferengas observadas
entre os quatro grupos de animais estudados eram significativas quando
comparados. NOs utilizamos um teste paramétrico ANOVA, pois os grupos
estudados apresentaram distribuicdo normal na curva Gaus e o pés-teste foi o
de Newman-Keuls, para identificar em cada ponto do estudo sitios das
diferencas entre os grupos. As diferengas sé foram consideradas significativas
se p <0.05.

O teste estatistico utilizado para comparar a produgao das citocinas
(IFN-y, IL-4 e IL-10) e do teor de nitrito, entre os grupos de camundongos CBA
infectados com L. major e L. amazonensis, foi o teste t de Student. Obtivemos
uma variagao nos niveis de producao de citocinas entre os trés experimentos
realizados, apesar de sido mantido um mesmo padrdao de resposta. As

diferengas s6 foram consideradas significativas se p <0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DAS LESOES: O TAMANHO DAS LESOES FOI
ACOMPANHADO EM CAMUNDONGOS CBA e BALB/c INFECTADOS COM
DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA.

O curso da infecgao em camundongos CBA e BALB/c inoculados com 5
x 10° formas promastigotas de fase estacionaria de L. major ou L.
amazonensis foi avaliado de modo comparativo, através do monitoramento do
tamanho da lesdo durante 10 semanas consecutivas (tabela 2 - apéndice).

Em camundongos da linhagem BALB/c, susceptiveis a infec¢ao por L.
major ou L. amazonensis, as infecgbes determinaram o aparecimento de
lesbes que crescem progressivamente, conforme pode ser verificado na figura
1. Ap6s a segunda semana, as lesdes foram progressivamente maiores em
ambos os grupos e tornaram-se ulceradas. No entanto, as lesdes causadas
por L. amazonensis foram significativamente maiores do que as causadas por
L. major. Esta linhagem de camundongo foi utilizada, afim de avaliarmos a
viruléncia e a patogenicidade das cepas de parasitos utilizados nos
experimentos e de compararmos o curso das infecgdes em camundongos
CBA.

Em camundongos da linhagem CBA as infec¢gbes por L. major ou L.
amazonensis tem cursos distintos. Na figura 2 pode-se observar que até a 3°
semana as infecgoes causaram lesdes de tamanhos semelhantes. A partir dai,
os cursos foram distintos. Nos animais infectados por L. major as lesbes
cresceram pouco até a sétima semana e diminuiram progressivamente, até
voltar ao tamanho normal na décima semana apds a infeccdo. Nos animais

infectados por L. amazonensis, o curso foi progressivo até a décima semana
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quando os animais foram sacrificados. Por volta da nona semana ocorreram
necrose, amolecimento e ulceragdo das lesdes. Os resultados apresentados
sao representativos de trés experimentos, nos quais o comportamento das
lesbes mostraram curvas com padrdes semelhantes. Nas fases iniciais da
infecgdo, ocorreram pequenas variagdbes em relagdo ao tamanho das lesdes
entre os experimentos. Em um dos trés experimentos a infecgao dos
camundongos CBA por L. major foi ligeiramente maior do que no grupo
infectado por L. amazonensis. No entanto, apds a quarta semana, na infecgao
por L. amazonensis, as lesdes cresceram rapidamente e nao houve sinais de
recuperagao. Os animais infectados por L. major mostraram regressado das
lesdes. Alguns animais do grupo infectado por L. amazonensis foram mantidos
vivos por mais seis meses e apresentaram disseminag¢ao das lesdes da pata

para focinho, orelhas e orgaos internos.
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Figura 1: A progressao da infecgao em camundongos BALB/c inoculados
com L. major ou L. amazonensis. Grupos de 5 animais foram infectados com
5x10° formas promastigotas em fase estacionaria L. major (M) ou L.
amazonensis (A). Cada ponto da semana representa a média da diferenga da
lesdo e as barras os valores médios do desvio padrao. Na 7° semana, nao
houve diferenca estatisticamente significativa p> 0.05. Enquanto que na 10°
semana, foi significativa p<0.001. Os resultados sdo representativos de 3
experimentos.
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Figura 2: A progressao da infeccao em camundongos CBA inoculados
com L. major ou L. amazonensis. Grupos de 10 animais foram infectados
com 5x10° formas promastigotas em fase estacionaria L. major (M) ou L.
amazonensis (A). O tamanho das lesdes e a determinagédo dos valores em
cada ponto do infecgédo foi realizado conforme descrito na figura 1. Valores
estatisticos: Até a 2° semana nao houve diferenca significativa p> 0.05, a partir
da 4° semana p< 0.05. Na 7° semana e na 10° semana p< 0.001. Os
resultados sao representativos de 3 experimentos.
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A figura 3 mostra comparativamente o desenvolvimento das lesdes
causadas por L. major em linhagens de camundongos BALB/c e CBA. Os
camundongos BALB/c desenvolvem lesdes com crescimento progressivo,

enquanto os camundongos CBA curam.

—e—BALB/c
81 —— CBA

tamanho da lesdao (mm)
w

semanas apos a infeccao por L. major

Figura 3: A progressao da infec¢ao por L. major em camundongos CBA
ou BALB/c. Camundongos CBA (M) ou BALB/c (A) infectados com 5x10°
formas promastigotas em fase estacionaria L. major. O tamanho das lesdes e
a determinagéo dos valores em cada ponto do infecgao foi realizado conforme
descrito na figura 1. Quando comparado a infecgao entre os grupos de animais
a diferenca foi estatisticamente significativa na 7° semana e na 10° semana
apos a infecgao p<001. Os resultados sao representativos de 3 experimentos.
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Na figura 4 demonstra-se que ambas as linhagens de camundongos
BALB/c e CBA sao susceptiveis a infecgdo por L. amazonensis e desenvolvem
lesbes que aumentam rapidamente sem sinais de cura e tornaram-se
ulceradas. Na sétima semana nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre os tamanhos das les6es nos dois grupos de animais, mas a

partir dai as les6es nos BALB/c foram significativamente maiores.

9 4 —eo— CBA
—i— BA LB/c

tamanho da lesao (mm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

semanas apos ainfecg¢do por L. amazonensis

Figura 4: A progressao da infec¢gao por L. amazonensis em camundongos
CBA ou BALB/c. Camundongos CBA (M) ou BALB/c (A) infectados com 5x10°
formas promastigotas em fase estacionaria L. amazonensis. O monitoramento
do desenvolvimento da lesédo e a determinagao dos valores em cada ponto do
infecgdo foi realizado conforme descrito na figura 1. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa na 7° semana p> 0.05, enquanto que na 10°
semana foi significante p< 0.001. Os resultados sé@o representativos de 3
experimentos.
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52 PESQUISA DE PARASITOS ATRAVES DO METODO
IMUNOHISTOQUIMICO

O método da imunohistoquimica foi utilizado para se avaliar a
intensidade e a distribuicdo do parasitismo no local da infecgdo e no linfonodo
popliteo de drenagem, comparando-se os dois grupos de animais infectados
com diferentes espécies de leishmania.

As secgoes de tecido incluidos em parafina foram submetidos a
processamento através da técnica de imunoperoxidase indireta para a

pesquisa de parasitos.

5.2.1 Na pele: local da infec¢ao

No 3° dia apds a infecgéo, ndo foram observadas diferengcas em relagao
a quantidade e a frequiéncia de parasitos nas les6es cutédneas, entre os dois
grupos de animais infectados por L. major ou L. amazonensis. Nas areas do
infiltrado inflamatério a quantidade de parasitas foi pequena a moderado, em
ambos os grupos de animais. Foram observadas formas amastigotas integras
do parasito no interior dos macrofagos. A partir do 7° dia, a intensidade do
parasitismo tornou-se distinto entre os dois grupos de animais infectados por
diferentes espécies de parasito (figura 5 A e B).

Na infecgdo causada por L. major houve marcante redugdo na
quantidade de macréfagos infectados e no numero de parasitos por
macréfagos no curso da infecgdo. Até o 28° dia apds a infecgdo notou-se
aumento no numero de parasitos, mas nas semanas subseqlientes houve
redugdo progressiva. Com a progressdao da infecgdo, os macrofagos

parasitados localizados em areas focais do infiltrado inflamatério, passaram a
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se dispor nas areas de reagdo granulomatosa (fig. 6A). No 70° dia apds a
infecgdo, s6 raros macréfagos infectados foram observados no sitio de
inoculagao.

Na infecgdo causada por L. amazonensis observou-se aumento
progressivo do numero de macréfagos infectados e da quantidade de formas
amastigotas no interior dos vacuolos parasitéforos em macréfagos (fig.6B). Os
vacuolos parasitéforos eram grandes e mostravam os parasitos dispostos em
sua periferia. Apenas macréfagos foram vistos parasitados, exceto nas fases
mais precoces, onde granuldcitos também foram vistos parasitados.

Em ambos os grupos de animais os parasitos apareciam como formas

amastigotas integras.



Figura 5: Identificacdao de formas amastigotas na pata de camundongos CBA
com 7 dias apods a infecgao: A- Camundongos CBA infectados por L. major. Ha
poucos parasitos no interior dos macréfagos, de permeio sédo vistos linfécitos. B-
Camundongos infectados por L. amazonensis. Véem-se vacuolos parasitéforos
grandes contendo varias formas amastigotas. Presengca de alguns neutréfilos,
linfécitos e plasmécitos (Imunoperoxidase/ anticorpo anti-leishmania x 1000).




Figura 6: Identificacao de formas amastigotas na pata de camundongos CBA
com 42 dias apés a infeccdao: A- Camundongos infectados por L. major.
Observa-se macréfago isolado contendo varias formas amastigotas localizado em
area de reagao granulomatosa. B- Camundongos infectados por L. amazonensis.
Observa-se macréfagos com vacuolos parasitéforos amplos e claros com denso
parasitismo, macréfagos de aspecto "virchowiano". De permeio alguns neutréfilos
e raros linfécitos (Imunoperoxidase/ anticorpo anti-leishmania x 1000).
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5.2.2 Nos linfonodos popliteos de drenagem

No 3° dia apds a infecgdo, foi observado que a distribuicdo dos
parasitos nos linfonodos de drenagem eram sémelhantes nos dois grupos de
animais infectados. Os seios subcapsulares estavam repletos de células
mononucleares, muitas delas contendo algumas formas amastigotas integras
dos parasitos no citoplasma (fig. 7). As diferencas no padrao de distribuigcao
dos parasitos surgiram a partir do 7° dia apés a infecgao (fig.8A e B).

Nos animais infectados por L. major, os macréfagos apareceram
dispostos formando estruturas granulomatosas dispersos no parénquima e o
padrao imunohistoquimico apresentava-se como estruturas parasitarias-
amastigotas- integras (9A e 10A). Este padrao persistiu até o 70° dia apos a
infeccao.

Nos animais infectados com L. amazonensis observou-se distribuicao
dos parasitos e seus antigenos em areas subcapsular, folicular, parafolicular e
medular. Foram observados parasitos integros no interior de vacuolos
parasitéforos de macréfagos, além de grande quantidade de células
mononucleares de aspecto macrofagico contendo abundante material
antigénico de diferentes estagios de degradacdo disposto nos seios
subcapsulares (fig. 9B). Progressivamente estas células foram vistas no interior
dos linfonodos, circunscrevendo porgbes mais ou menos nodulares do
parénquima e também nos centros germinativos dos foliculos linféides (fig.
10B). Néo havia formagao de granulomas e as células macrofagicas contendo

antigeno parasitario distorcia a arquitetura dos linfonodos.



Figura 7: Identificacao de formas amastigotas no linfonodo popliteo de

camundongos CBA infectados por L. major com 3 dias apés a infecgao:
Verifica-se no seio sub-capsular parasitos no interior de células mononucleares

(Imunoperoxidase/ anticorpo anti-leishmania x 400).
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Figura 8: Identificacdo de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 7 dias apds a infeccdo: A- Camundongos infectados
por L. major. Ha poucos parasitos em macréfagos isolados na regido paracortical
expandida. B- Camundongos infectados por L. amazonensis. Observa-se
numerosos macréfagos contendo ou ndo formas degradadas do parasito que
avanc¢a e reduz parcialmente area paracortical (Imunoperoxidase/anticorpo anti-
leishméania x 400).



Figura 9: Identificacdo de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias apés a infecgao: A- Camundongos infectados
por L. major. Amastigotas de aspecto integro em areas de reagéo granulomatosa
(x 400). B- Camundongos infectados por L. amazonensis. Macréfagos contendo
material antigénico em diferentes estagios de degradacéo.
(Imunoperoxidase/anticorpo anti-leishmania x 1000).



Figura 10: Identificacdo de formas amastigotas no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias ap6s a infecgdao: A- Camundongos infectados
por L. major. Véem-se macroéfagos formando estruturas granulomatosas contendo
no seu interior uma unica forma amastigota de leishménia. B- Camundongos
infectados por L. amazonensis. Verifica-se células de aspecto macrofagico
contendo material antigénico degradado, circundando porgdes nodulares do
parénquima. (Imunoperoxidase/anticorpo anti-leishmania x 400).
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5.3 ASPECTOS HISTOLOGICOS DA RESPOSTA INFLAMATORIA

Para avaliarmos os aspectos celulares de natureza inflamatdria
envolvidos na infecgdo por L.major ou L.amazonensis, nés comparamos o
padrao de resposta tissular em secg¢des histolégicas da pata e do linfonodo
popliteo de drenagem, no periodo de 3°, 21°, 42° e 70° dias apds a infecgao
em cortes histolégicos corados pelo H-E. A anadlise histolégica mostrou

padroes distintos de resposta tissular entre os grupos estudados.

5.3.1 Na pele: local da infeccdo

No 3° dia apds a infecgao, o perfil tissular no sitio de inoculagédo dos
parasitos foi do tipo inflamatério agudo com mistura de granulécitos e
macréfagos, edema e congestdo vascular. Os aspectos foram semelhantes
nos dois grupos de animais. O infiltrado inflamatério foi de moderada
intensidade.

A partir do 7° dia apés a infecgao esses perfis tissulares tornaram-se
progressivamente distintos tanto sob o ponto de vista qualitativo da
composigao celular quanto quantitativo.

O infiltrado inflamatério no grupo de animais infectados por L. major foi
do tipo misto. Entre o 7° e 21° dias ap6s a infecgao, houve predominio de um
infiltrado inflamatério difuso, constituido predominantemente por células
mononucleares macrofagicas tendo de permeio neutréfilos, eosindfilos, rarosr
linfécitos, mastécitos e plasmdcitos. Varios macréfagos estavam parasitados
(Fig. 11A). A partir do 42° dia notou-se aumento progressivo da quantidade de

linfocitos na lesdo e redugdo da quantidade de macréfagos parasitados. Neste
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periodo, foram observados macréfagos de aspecto epitelidide que se
organizavam em estruturas granulomatosas, entremeadas por linfécitos e
neutréfilos. Alguns macréfagos epitelidides contendo parasitas em pequenos
vacuolos parasitéforos foram observados (Fig 12 A - ver detalhe no canto da
foto). No 70° dia, o infiltrado inflamatério tornou-se escasso, constituido de
linfcitos e os macréfagos parasitados eram raros ou ausentes (Fig. 14 A).

No grupo de animais infectados por L. amazonensis, o infiltrado inflamatério
foi do tipo monomdrfico macrofagico. A partir da 7° dia apés a infecgao, areas
extensas da derme foram ocupadas por macrofagos com grandes vacuolos
parasitéforos intensamente parasitado (Fig. 11B). Com a progressdo da
infecgao foi mantido o infilirado inflamatério do tipo macroféagico difuso,
monomoérfico, e com raros linfocitos vistos na periferia da lesdo. Os
macréfagos parasitados tinham aspecto “virchowiano” exibindo amplos
vacuolos parasitéforos claros contendo grande quantidade de amastigotas de
parasitos integros (Fig. 12B, 13B). Neste grupo de animais, em nenhum ponto
do experimento foram observadas formagbes de granulomas.

Outra diferenca observada nos dois grupos se refere a extenséao e tipo de
necrose no sitio da inoculagéo dos parasitas. Nos animais infectados com L.
major, na terceira semana, eram observados focos pequenos de necrose
eosindfila do tipo fibrindide, esparsas na derme (fig. 13A). Ja4 nos animais
infectados com L. amazonensis, a partir de 21 dias apés infecgéo, as areas de
necrose foram progressivamente mais extensas, do tipo necrose litica, com
infiltragcdo de granulécitos e formagdo de multiplos micro-abscessos e

ulceragédo de pele, sobretudo 70 dias apés a infecgdo (fig.14B). A destruigao
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celular intensa levou a liberagao de aglomerados de parasitas livres na derme.

Os animais infectados com L. major mostraram um processo associado

com o controle da infecgdo, proliferagéo de fibroblastos e deposigao de matriz

conjuntiva colagénica, configurando, nas fases finais de observacao, a

presenca de fibrose (fig. 14A). Nos animais infectados com L. amazonensis,

nao houve fibrose.

A tabela 3 mostra de modo simplificado as principais alteragdes histolégicas

observadas no curso da infecgao.

Tabela 2: Principais aspectos histopatolégicos da pele observados no

curso da infeccao por L.major ou L.amazonensis nos camundongos CBA.

L. amazonensis

L. major

INFILTRADO Macrofagico difuso,
momorfico (aspecto
“virchowiano”)

PARASITISMO Intenso

PERFIL DAS LESOES Necrose litica,

microabcessos e Ulcera

Mononuclear misto
(linfocitario, macrofagico

granulomatéide)

Escasso

Necrose fibrindide,
formacéao de
granulomas, fibrose




Figura 11: Comparacao do padrao tissular no sitio de inoculacao nos
camundongos CBA com 14 dias apés a infecgao: A- Camundongos infectados
por L. major. Verifica-se no infiltrado inflamatério o predominio de mononucleares
e polimorfonucleares com poucos macréfagos parasitados. B- Camundongos
infectados por L. amazonensis. O infiltrado inflamatério apresenta predominio de
macréfagos vacuolados contendo numerosos parasitos e presenga de
polimorfonucleares e raros linfcitos (H-E x 400).




Figura 12: Comparacao do padrao tissular no sitio de inoculacdo nos
camundongos CBA com 21 dias apés a infec¢dao: A- Camundongos infectados
por L. major. Observa-se areas de reagao granulomatosa e no detalhe macréfagos
de aspectos epitélioides que constituem o infiltrado, alguns contendo parasitos
(aumento x 1000). B- Camundongos infectados por L. amazonensis. Verifica-se
infiltrado inflamatério do tipo monomérfico macrofagico intensamente parasitado de
aspecto "virchowiano" (H-E x 400).



Figura 13: Comparacdo do padrao tissular no sitio de inoculagdo nos
camundongos CBA com 42 dias apods a infec¢do: A- Camundongos infectados
por L. major. Observa-se necrose do tipo fibrindide e areas de reagéo
granulomatosa circundando o infiltrado inflamatério. B- Camundongos infectados
por L. amazonensis. O padrdao monomérfico macrofagico de aspecto "virchowiano"

é mantido com intenso parasitismo (H-E x 400).




Figura 14: Comparagao do padrao tissular no sitio de inoculacao nos
camundongos CBA com 70 dias apés a infecgdo: A- Camundongos infectados
por L. major. Verifica-se escasso infiltrado inflamatério, deposicdo de matriz
colagénica e fibrose. B- Camundongos infectados por L. amazonensis. Areas
extensas de necrose litica e a manutengdo do padrdo monomérfico macrofagico
intensamente parasitado (H-E x200).
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5.3.2 No linfonodo popliteo

No terceiro dia apds a infecgao os linfonodos mostravam seios sub-
capsulares infiltrados por células mononucleares macrofagicas de citoplasma
réseo e amplo, varias delas contendo parasitas. Neste ponto nao houve
diferengas entre os dois grupos.

No sétimo dia apds a infecgdo ja eram observadas diferengas. Nos
animais infectados com L. amazonensis a quantidade de células
mononucleares nos seios subcapsulares era maior e estas células invadiam
superficialmente a cortical do linfonodo circunscrevendo porgdes nodulares de
linfécitos. Os centros germinativos dos foliculos linféides eram amplos e claros,
exibindo células com citoplasma abundante que continuam antigeno
parasitario quando submetidas ao processamento imunohistoquimico (Fig. 8B).

Progressivamente os linfonodos foram sendo ocupados por macrofagos
de citoplasma amplo, muitos deles parasitados. Estas células se estenderam
aos seios medulares. Os foliculos linféides mostravam centros germinativos
proeminentes. Apés 70 dias de infeccao, todo o linfonodo foi substituido por
células de aspecto plasmocitéide e macrofagos parasitados (fig. 16).

Nos linfonodos dos animais infectados com L. major as lesbes eram
focais. Viam-se acumulos de macréfagos formando estruturas granulomatoides
dispersas no parénquima. Ocasionalmente formas amastigotas isoladas eram
vistas nestas estruturas granulomatéides (Fig. 10A). Neste grupo de animais os
foliculos linféides mostravam centros germinativos amplos e as areas
parafoliculares estavam expandidas (Fig. 15A) e mostravam linfécitos com

aspectos blasticos.



Figura 15: Comparacao do padrao tissular no linfonodo popliteo de
camundongos CBA com 42 dias apés infec¢ao: A- Camundongos infectados
por L. major. Observa-se macréfagos formando estruturas granulomatosa na area
subcapsular e na area paracortical expandida. B- Camundongos infectados por L.
amazonensis. Evidencia-se macréfagos no espago subcapsular e na area cortical
observa-se foliculo linféide com centro germinativo ativo. (H-E x 200).



Figura 16: Padrao tissular no linfonodo popliteo de camundongos CBA
infectado por L. amazonensis apés 70 dias de infeccdo: Observa-se
predominancia do padrao macrofagico-plasmocitario. (H-E x 1000).
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5.4 O PERFIL DA PRODUCZ\O DE CITOCINAS NA INFECQAO POR L. major
OU L. amazonensis

Para investigarmos se a resisténcia ou a susceptibilidade de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis estava
relacionada com a indugédo de perfis imunologicos diferentes, comparou-se a
producéo de citocinas IFN-y; como indicador da resposta Th1, e IL-4 e |L-10;
como indicadores da resposta Th2. As células dos linfonodos popliteos (cinco
animais de cada grupo) foram cultivadas na concentragéao de 3x10° células/ml,
na auséncia ou na presenga de 10° formas promastigotas do parasito em fase
estacionaria, da mesma espécie usada para a infecgao e na presenca de Con
A (10ug/ml). Os sobrenadantes foram coletados ap6s 72 horas e a dosagem
das citocinas foi feita através da técnica de ELISA, nos intervalos do 7°, 49° e
70° dia apds a infecgao.

Na presenga do mitégeno ConA, as culturas de células do linfonodo
popliteo dos dois grupos de animais infectados, produziram niveis elevados de
IFN-y, IL-4 e IL-10. Nas células nao estimuladas (controle negativo), os niveis
de citocinas mantiveram-se préximos ou abaixo do limiar de detecgéo do teste

(tabelas 4, 5, e 6).

5.4.1 Producdo de IFN-y

A figura 17 mostra que as células do linfonodo popliteo dos
camundongos CBA infectados por L. major produziram niveis mais altos de
IFN-y, do que os camundongos CBA infectados por L. amazonensis. No 7°dia
apos a infecgdo a os animais infectados por L. major produzem 23,4 vezes

mais IFN-y do que os animais infectado por L. amazonensis. Essa diferencga se
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mantém no 49° dia apés a infecgdo e no 70° dia apds a infecgéo, ocorreu uma
redugao dos niveis de IFN-y, que continuou a ser produzido pelas células do
grupo de animais infectados com L. major, mas nao foi detectado no grupo de
animais infectados com L. amazonensis. A analise estatistica destes resultados
mostrou diferengas significativas de produgao entre os dois grupos de animais,

em todos os pontos do estudo p< 0.001.

5.4.2 Produgdo de 1L-4

A figura 18 mostra que no 7° dia apés a infecgdo, ambos os grupos de
células dos camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis
produziram IL-4. Entretanto, as células do grupo de animais infectados por L.
major produziram 2.9 vezes mais IL-4 do que as células do grupo de animais
infectados por L. amazonensis.

A partir do 49° dia apos a infecgdo, os niveis de IL-4 produzidos foram
mantidos apenas pelas células do grupo infectado por L. amazonensis. Nos
grupos infectados por L. major, no entanto, ocorreu redugcéo da quantidade de
IL-4 produzida. A analise estatistica dos resultados mostrou diferengas
significativas de produgdo de IL-4 entre os dois grupos de camundongos
infectados, em todos os pontos analisados; 7° dia p= 0.0002, 492 dia p= 0.0020

e no 702 dia p< 0.005.
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Figura 17: Produgcdao de IFN-y nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis. Os resultados
apresentados sa@o representativos de trés experimentos. As barras representam os

valores do desvio padrao.
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Figura 18: Producao de IL-4 nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis. Os resultados
apresentados sao representativos de trés experimentos. As barras representam os

valores do desvio padrao.
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5.4.3 Producgdo de IL-10

A figura 19 mostra que no 72 dia apés a infecgéo, niveis mais elevados
IL-10 foram produzidos pelas células do grupo de animais infectados por L.
major (p< 0.001). No 492 dia apds a infecgao, a produgao de IL-10 aumentou
no grupo infectado por L. amazonensis e reduziu no grupo infectado por L.
major. Entretanto, nao houve diferenca significativa na produgao de IL-10 entre
os dois grupos de animais infectados por L. amazonensis ou L. major (p=
0.093). No 70° dia, os niveis de IL-10 produzidos foram baixos em ambos os
grupos de animais infectados e relativamente mais alto no grupo infectado por

L. amazonensis, sendo esta diferencga estatisticamente significativa (p= 0.007).

5.5 A PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (NO) NA INFECCAO POR L. major
OU L. amazonensis

Para avaliarmos se a susceptibilidade dos camundongos CBA a
infecc@o por L. amazonensis estava associada com producao deficiente NO,
noés comparamos o teor de nitrito (NO2") no sobrenadante das culturas de
linfonodo popliteo dos camundongos CBA infectados por L. major ou L.
amazonensis no 72, 492 e 70° dia apo6s a infecgao, pelo método de Griess.

A figura 20 mostra que NO; foi produzido em ambos os grupos de
animais infectados. Nos 72 e 70° dia apds a infecgéo, os niveis de produgao de
NO. nao diferem significativamente entre os dois grupos de animais infectados
por L. amazonensis ou L. major (p=0.358 e p=0.257 respectivamente). No 49°
dia, células de linfonodo dos camundongos CBA infectados por L.

amazonensis produziram 4.7 vezes mais NO,™ do que as células do L. major

(p=0.0001).



80

25 -

B L. amazonensis
20 A

L major

IL-10 (ng/ml)

7 49 70
dias apés a infecgao

Figura 19: Producédo de IL-10 nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis. Os resultados
apresentados s@o representativos de trés experimentos. As barras representam os
valores do desvio padrao.
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Figura 20: Producgao de 6xido nitrico nas células do linfonodo popliteo de
camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis Os resultados
apresentados sao representativos de dois experimentos. As barras representam os
valores do desvio padréao.
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6 DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho confirmam e estendem os
relatos da literatura, mostrando que os camundongos isogénicos CBA sao
resistentes a infeccdo por L. major e susceptiveis a infeccdo por L.
amazonensis. Neste trabalho, foram analisados de modo comparativo os perfis
das respostas inflamatéria e imune de camundongos CBA, mostrando que uma
mesma linhagem de camundongo pode apresentar padrdes distintos de
respostas quando infectada com diferentes espécies de leishménia, ou seja,
padrdo de resisténcia quando infectada por L. major e padrao de
susceptibilidade quando infectada por L. amazonensis. Esses resultados
demonstram que fatores relacionados com os parasitos sdo importantes na
determinacgao do tipo de resposta do hospedeiro e estédo relacionados com a
indugao de respostas imunes dos tipo Th1 e Th2.

Apesar da existéncia de inumeros trabalhos sobre mecanismos de
resisténcia e susceptibilidade de linhagens de camundongos isogénicos a
infecgdo por L. major os estudos com as espécies de leishmanias que causam
a doenca tegumentar no Novo Mundo como L. amazonensis e L. braziliensis,
sdo escassos (AFONSO & SCOTT, 1993; SOONG et al., 1997; BARRAL et al.,
1993).

Nao ha um modelo murino de leishmaniose causada por L. braziliensis,
a espécie responsavel pela maioria dos casos de leishmaniose tegumentar no
Brasil. A maioria das linhagens estudadas demonstram um perfil de resisténcia
a infeccdo (BARRAL-NETTO, 1992; DeKREY et al., 1998). O desenvolvimento

de lesdes ocorre quando sdo feitas manipulagdes prévias da resposta imune



82

como a administragdo de TGF-B recombinante (rTGF-B) exégeno (BARRAL-
NETTO et al.,, 1992; BARRAL et al.,, 1993), ou quando se inoculam os
parasitos juntamente com produtos da saliva de flebotomineos (LIMA & TITUS,
1996).

A maioria das linhagens de camundongos é susceptivel a infec¢ao pela
L. amazonensis. Mesmo os camundongos da linhagem C57Bl/6, que
conseguem controlar inicialmente a infecgao, terminam desenvolvendo uma
doencga disseminada e fatal quando acompanhado por longo tempo (BARRAL
et al., 1983; BARRAL-NETTO, 1987a). Na infeccdo causada por L.
amazonensis de origens variadas, observam-se padrdes de resisténcia e de
susceptibilidade diferentes (AFONSO & SCOTT, 1993; BARRAL et al., 1983;
BARRAL-NETTO et al.,, 1987a; CALABRESE & COSTA, 1992; FALCOFF et
al., 1991; SOONG et al., 1997).

ALMEIDA, et al. (1996) verificaram que isolados de L. amazonensis de
casos humanos com diferentes formas da doenga_, LC, LCM ou LV,
relacionavam-se com diferentes padroes de resposta a infecgao, quando
inoculados em camundondos BALB/c. Estes resultados indicam que difereng¢as
fenotipicas entre parasitos da mesma espécie podem determinar diferentes
perfis de resposta em modelos murinos.

No presente estudo, os resultados do monitoramento do curso da
infecgdo mostraram diferengas significativas entre os dois grupos de animais
infectados. Nos camundongos CBA infectados por L. amazonensis as lesoes
cresceram progressivamente, ocorrendo necrose e ulceragdo. Alguns animais

deste grupo foram mantidos por mais de cinco meses apés a infecgao, e
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mostraram disseminacgéo das lesbes para vérias areas da pele e para visceras,
morrendo em consequéncia da infecgdo, como ocorre em camundongos
BALB/c, altamente susceptiveis a L. amazonensis (BARRAL et al., 1983,
MAUEL & BEHIN, 1981, CALABRESSE & COSTA, 1992). Essa mesma
linhagem de camundongos quando infectada por L. major, desenvolveu lesdes
pequenas e mostrou capacidade de controla-las espontaneamente, como ja
descrito na literatura (BEHIN et al., 1979; ALEXANDER & BLACKWELL, 1986).

Ha dados na literatura indicando que nem sempre uma redugdo no
tamanho da lesdo esta relacionada com diferencgas significativas no nimero de
parasitos (TITUS et al., 1985). N6s avaliamos a intensidade do parasitismo nos
dois grupos de animais através da reagdo da imunoperoxidase indireta usando
anticorpo anti-leishméania e observamos que na infeccdo causada por L.
amazonensis, a quantidade de parasitos aumentou progressivamente nas
lesdes, observando-se macréfagos de aspecto “virchowiano”, com citoplasma
amplo, repleto de formas amastigotas. Em contraste, a infecgao por L. major foi
marcada por redugdo do numero de macréfagos infectados e pela menor
quantidade de parasitas por macréfagos. Esses dados indicam que lesdes
maiores estavam relacionadas com aumento da carga parasitaria nos animais
infectados por L. amazonensis e que a redugao do tamanho da lesdao nos
animais infectados com L. major estava relacionada com controle da carga
parasitaria.

Tem sido descrito que os padroes de resisténcia e susceptibilidade na

leishmaniose se correlacionam, tanto no homem quanto no modelo murino,



84

com perfis distintos de resposta tissular (RIDLEY et al., 1983; ANDRADE et al.,
1984).

No homem, os aspectos histolélogicos das lesGes nas formas polares
benignas da LC e LCM, consideradas formas responsivas ou hiperérgica
caracterizam-se pelo desenvolvimento de infiltrado inflamat6rio mononuclear
misto constituido por linfécitos, plasmécitos e macréfagos, formacdo de
granulomas e escassez de parasitos. A presenca de granulomas, vasculite, e
necrose fibrindide sugerem uma resposta imune de hipersensibilidade do tipo
IV, mediada por linfécitos. Na forma polar grave, considerada a forma anérgica
da infeccdo (LCD), as lesbGes caracterizam-se basicamente por intenso
infitrado quase monomorfico macrofagico, com escassos linfécitos e
plasmécitos na periferia. Os macréfagos tém aspecto “virchowiano”,
semelhante ao descrito na hanseniase virchowiana, por apresentarem-se
intensamente parasitados, contendo vacuolos claros (BARRAL-NETTO et al.,
1996; BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995; DEANNE & GRIMALDI,
1985). Recentemente, foi purificado um glicoconjugado secretado por
amastigotas de L. mexicana, um proteofosfoglicana (PPG), que é responsavel
pela formagdo dos vacuolos parasitéforos amplos. E provavel que a PPG
contribua para o desenvolvimento das lesdes em camundongos CBA (PETERS
et al., 1997).

No modelo murino, os estudos morfolégicos comparando perfis
diferentes de resisténcia a infeccdo sao escassos. Os poucos estudos
realizados mostram que nos animais resistentes, a resposta tissular parece

com a observada na LCL e LCM humana. O infiltrado € mononuclear do tipo
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misto, ocorre necrose do tipo fibrindide e formam-se granulomas. Como na
LCD humana, o perfil de susceptibilidade murina na leishmaniose esta
associado a um infiltrado monomérfico macrofagico com denso parasitismo
(ANDRADE et al., 1984; FALCOFF et al., 1991). Confirmando as evidéncias de
que os perfis morfolégicos correspondem a diferentes graus de resisténcia a
parasitose, camundongos susceptiveis manipulados através de imunizagao
com antigenos parasitarios solubilizados tornam-se mais resistentes e
modificam o perfil de resposta tissular (BARRAL-NETTO et al., 1987b;
POMPEU et al., 1992).

Os achados histoldgicos neste trabalho confirmam que a resposta
tissular guarda estreita relagdo com os comportamentos biologicos e as
respostas imunes dos camundongos quando infectados com as duas espécies
leishmanias. Camundongos CBA desenvolveram perfis distintos de resposta
tissular, tanto no sitio de inoculagdo como no linfonodo popliteo, a partir do 7°
dia ap6s a infecgao. O perfil tissular de resisténcia no sitio de inoculagao, foi
evidenciado no grupo de animais infectados com L. major. Observamos um
infiltrado inflamatdrio misto mononuclear, com escasso parasitismo. O niumero
de linfécitos na lesdo aumentou progressivamente e observou-se acumulo de
macrofagos epitelidides. A infecgcdo evolui com areas de reacgao
granulomatosa, necrose fibrindide, fibrose e deposi¢cdo de colageno. No perfil
de susceptibilidade dos camundongos CBA a L. amazonensis, a resposta
tissular semelhante a observada em camundongos BALB/c (ANDRADE et al.,
1984), mostra infiltrado do tipo monomérfico difuso de macrofagos com

imensos vacuolos parasitéforos densamente parasitado, e poucos linfécitos na
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periferia da les&do. A infecgao evoluiu com areas extensas de necrose do tipo
coagulativo, micro-abscessos e Ulceras.

Nossos achados estendem estes aspectos aos linfonodos de drenagem.
Ha uma nitida diferenga no padréo tissular de resposta e na distribuicao dos
antigenos parasitarios nos linfonodos e que estao relacionados com resisténcia
e susceptibilidade. Nos camundongos CBA infectados com L. major
(resistentes), o padrao tissular € macrofagico granulomatoso, com acimulo de
macréfagos formando estruturas granulomatdides dispersas no ganglio. Por
outro lado, nos camundongos CBA infectados com L. amazonensis, a
susceptibilidade correlacionou-se com o padrao macrofagico-plasmocitario
difuso, associado a dissociagao da estrutura dos linfonodos.

A disseminagao dos parasitos das lesdes das patas para os linfonodos
popliteos de drenagem, foi detectada no 3° dia apds a infecgéo (primeiro ponto
de andlise no experimento), persistindo até o 70° dia, nos dois grupos de
animais infectados por L. major ou L. amazonensis. A reagdo da
imunoperoxidase indireta utilizando anticorpo anti-leishménia, revelou aspectos
interessantes no padrao de distribuicido e da forma de apresentagao dos
antigenos parasitarios. Nos camundongos CBA infectados por L. major, além
da quantidade menor de parasitos, a estrutura da forma amastigota esta
sempre bem preservada (fig.9A e 10A). Esta forma de apresentagdo do
parasito persistiu no linfonodo até o final do estudo, mesmo quando o
parasitismo era escasso ou ausente no local da inoculagdo. Talvez a presenga
de parasitos em pequena quantidade no linfonodo, seja importante para uma

resposta protetora eficaz. AEBISCHER, et al. (1993) referem-se ao encontro
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de parasitos viaveis no linfonodo de drenagem varios meses apds a cura
espontanea da lesdo no local da inoculagao, em linhagens de camundongos
altamente resistentes a infecgao por L. major (CBA e C57BI/6). Além disso,
esses parasitos quando isolados das linhagens de camundongos resistentes
nao perdem viruléncia e sdo capazes de induzir doenga quando inoculados em
camundongos susceptiveis BALB/c. Esses dados sugerem que a persisténcia
do parasito pode ser importante na manutengao da meméria imunolégica, mas
pode também representar uma fonte para reativacao de infecgcdes em
hospedeiros quando, por algum motivo, tornam-se imunodeprimidos.

Por outro lado, nos animais infectados por L. amazonensis observou-se
além de parasitos integros no interior de vacuolos parasitéforos de
macréfagos, grande quantidade de células mononucleares de aspecto
macrofagico contendo abundante material antigénico degradado (Fig.9B e
10B). Progressivamente, estas células foram vistas nas areas subcapsular, e
nos centros germinativos dos foliculos linféides. As células macrofagicas
parasitadas ou contendo antigeno parasitario terminam ocupando grandes
areas do linfonodo, distorcendo sua arquitetura. Progressivamente ocorre
intensa plasmocitose com desaparecimento de linfécitos. E provavel que a
intensa carga antigénica seja responsavel pela inducdo de apoptose de
linfocitos, observada através da técnica do apopteg (dados nao mostrados),
favorecendo a disseminagao parasitaria.

A resisténcia e a susceptibilidade de linhagens de camundongos
infectadas com L. major correlaciona-se com a indugédo de sub-populagbes

celulares Th1 ou Th2 de células T CD4", respectivamente (HEINZEL et al.,
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1991). Os mecanismos imunes envolvidos na infecgdo dos camundongos CBA
por L. major ou L. amazonensis, induziram produgdo de citocinas com perfis
distintos de respostas. Nés verificamos que IFN-y foi predominante produzido
pelas células do linfonodo dos animais infectados por L. major, desenvolvendo
resposta do tipo Th1, enquanto que os niveis de IL-4 foram mantidos mais alto
no grupo de animais infectados por L. amazonensis, indicando um
comprometimento da resposta do tipo Th2, apés o 7° dia de infecgéo.

Na fase inicial da infeccao (7° dia), a resposta imune celular nos
camundongos CBA infectados por L. major foi associada a resposta do tipo
misto Th1/Th2. Niveis elevados de IFN-y, IL-4 e IL-10 foram produzidos.
Apesar dos niveis elevados de IL-4 detectados neste grupo, em comparagao
com os niveis detectados no grupo infectado por L. amazonensis, a presenga
desta citocina associada a niveis também elevados de IFN-y, nao foi capaz de
determinar um curso desfavoravel da infeccdo. Resultados similares foram
obtidos no estudo de REINER, et al. (1994) que demonstraram que
quantidades similares de transcritos de IFN-y e IL-4 foram expressas por
diferentes linhagens de camundongos resistentes e susceptivel, no 4° dia apés
a infecgdo. No entanto, varios trabalhos demonstram que as citocinas
produzidas na primeira semana, sao fatores decisivos para a diferenciacao das
células T CD4" (BELOSEVIC et al., 1990; SADICK et al., 1990; SCHARTON-
KERSTEN et al., 1995). O perfil misto Th1/Th2 observado nos camundongos
CBA se assemelha com o perfil da resposta de pacientes que desenvolvem a

forma cutdneo-mucosa e forma cutanea localizada infectados com espécies
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parasitarias do complexo braziliensis e mexicana (CACERES-DITTMAR et al.,
1993; PIRMEZ et al., 1993).

Apos a 1° semana verificamos, nos camundongos infectados por L.
major, uma redug¢ao dos niveis de IL-4 e uma redugédo gradativa dos niveis de
IL-10. Por outro lado, niveis elevados de IFN-y permanecem elevados até 49°
dia apds a infecgao quando observamos o declinio e o controle do tamanho da
lesdo. Essa mudanga no padréo de citocinas foi relacionada com a indugao de
resposta protetora neste grupo de animais e foi associada com padrao de
diferenciagao celular do tipo Th1.

O padrao de resisténcia dos camundongos CBA infectados por L. major,
esta bem demonstrado na leishmaniose tegumentar murina (BEHIN et al.,
1979; SOARES et al.,, 1997a). TITUS, et al. (1987) demostraram que os
camundongos CBA apresentam na 3° semana apés a infecgdo, trés vezes
mais células T CD8" nos linfonodos de drenagem do que os camundongos
BALB/c. As células T CD8" também produzem IFN-y bem como TNF-o. O IFN-
v em sinergia com TNF-a induz ativagcdo de macréfagos resultando em
producao de radicais reativos de nitrogénio que sao toxicos para os parasitos
(LIEW & O’DONNELL, 1993). Estes dados sugerem que as células T CD8"
podem estar contribuindo, junto com as células T CD4", para promover niveis
elevados de IFN-y nas fases iniciais da infecgdo.. Seria interessante verificar
em nosso modelo se ha diferencas na quantidade de células T CD8" em
animais infectados por L. amazonensis ou por L. major.

A produgéo de IL-10 no grupo infectado por L. major foi elevada no 7°

dia apds a infecgdo e diminui progressivamente no decorrer da infecgéao,
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quando comparamos com o grupo infectado por L. amazonensis. Resultados
similares foram obtidos por SOARES et al. (1997b). As células de
camundongos resistentes (CBA) produzem niveis mais altos de IL-10 do que
os camundogos susceptiveis (BALB/c), tanto in vivo como in vitro. Apesar
desta citocina estar associada ao perfil de resposta imune celular do tipo Th2,
contribuindo para o desenvolvimento da susceptibilidade em camundongos
BALB/c infectados com L. major, existem relatos de que em camundongos
CBA pode estar associado com papel protetor. CORRADIN, et al. (1993)
mostrou que IL-10 aumenta a produgdo de NO em macréfagos ativados por
IFN-y e TNF-a na infec¢ao por L. major. Talvez a IL-10 funcione com uma
citocina moduladora da resposta Thi.

A infecgao causada por L. amazonensis nos camundongos CBA foi
caracterizada por uma baixa producédo de IFN-y detectada desde o inicio da
infeccao. Nossos resultados indicam que na auséncia de IFN-y, mesmo
quantidades menores de IL-4, produzidos no inicio da infecgao pelas células
do grupo de animais infectados com L. amazonensis quando comparados com
as células do grupo de animais infectados por L. major, foram suficientes para
induzir uma resposta nao protetora, do tipo Th2.

A partir da 1° semana, a produgdo de IL-4 foi mantida até o fim do
estudo pelas células do grupos de camundongos CBA infectadas por L.
amazonensis. Os resultados indicam que a capacidade dos camundongos CBA
infectados com L. major de suprimir a produgéo de IL-4 se correlaciona com a

resisténcia a infecgdo, enquanto que a manutencdo dos niveis de IL-4,
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detectada no grupo infectado por L. amazonensis se correlaciona com
susceptibilidade a infecgao.

A presenga de IL-10 e de IL-4 na auséncia de IFN-y, em camundongos
infectados com L. amazonensis, sugere que talvez neste contexto a IL-10
esteja contribuindo no sentido de favorecer uma resposta Th2. A IL-10, assim

como IL-4 e TGF-B tem sido caracterizada como um potente inibidor da

producdo de IFN-y dependente de IL-12 (SCHARTON & SCOTT, 1995). Este
papel regulatério foi demonstrado tanto em linhagem de camundongos
resistentes (CBA) como susceptiveis (BALB/c). Quando se neutraliza IL-10,
com anticorpo anti-IL-10 em cultura de células de camundongos CBA e
BALB/c, é induzido aumento da produgdo de IFN-y e de NO (SOARES et al.,
1997b). No entanto, a neutralizagdo de IL-10, ndo é suficiente para promover o
controle da infecgdo em camundongos BALB/c (McSORLEY et al., 1996). O
conjunto dos dados sugere que esta citocina por si s6 nao é capaz de polarizar
a resposta imune no sentido Th1 ou Th2, porém reforcam seu caracter
inibitério da resposta Th1.

O mecanismo que promove a susceptibilidade a infecgao por L.
amazonensis nao é bem conhecido. Trabalhos recentes realizados com a
linhagem C57BI/10 e C57BI/6, os quais desenvolvem lesdes persistentes sem
sinais de cura, indicam que na infecgao por L. amazonensis, a susceptibilidade
ndo estd sempre associada a indugdo de células do tipo Th2. Células do
linfonodo popliteo de camundongos C57BI/10 produzem IL-4 apenas no inicio

da infecgdo, enquanto na fase mais tardia quando as les6es se desenvolvem

nao foi detectado a produgdo desta citocina (AFONSO et al.,, 1993). Em
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sobrenadantes de cultura de esplenécitos de camundongos C57BI/6,
removidas 8 semanas apés a infecgao, nédo foi detectado producédo de IL-4
(SOONG et al., 1997).

Nossos resultados mostram que os camundongos CBA quando
infectados com L. amazonensis desenvolvem padrao de resposta do tipo Th2,
ou seja, IL-4 é produzido pelas células do linfonodo popliteo e esses niveis
foram mantidos altos durante o curso da infecgdo. Diferente dos resultados
demonstrados por AFONSO, et al. (1993) e SOONG, et al. (1997) em linhagem
de camundongos das C57BI/10 e C57BI/6. A infecgao causada pela L. major
induziu resposta do tipo Th1, como ja demonstrado por outros estudos.

Os dados da literatura indicam que uma mesma espécie de leishmania
pode induzir susceptibilidade, em diferentes linhagens de camundongos,
através de mecanismos distintos. O modelo do camundongo CBA, mostra que
ha indugéo de uma resposta Th2 tipica quando esses animais sao infectados
com L. amazonensis.

As diferengas entre os experimentos podem ser devido as diferencas
nas cepas de leishménias ou devido ao "background" genético das linhagens
de camundongos utilizadas. MORRIS, et al. (1993) relatam que na infecgao por
L. major a produgao de IFN-y necessaria para induzir o desenvolvimento de
uma resposta do tipo Th1, pode variar na dependéncia do "background"
genético do camundongo. A infecgao causada por L. amazonensis apresenta
um variado grau de susceptibilidade a infec¢do, sendo assim padroes

diferenciais da resposta imune do tipo Th2 podem ser induzidos.
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Em relacéo a produgdo de NO,™ no curso da infecgao, nés observamos
que o grupo infectado com L. amazonensis mostrou uma tendéncia para
produzir niveis ligeiramente mais elevados de NO,™ do que o grupo de animais
infectados por L. major. No entanto, ndo houve diferenga significativa na
produgdo de NO> no 7° e no 70° dia apds a infecgao, apenas no 49° dia apés
a infecgao, entre os dois grupos de animais infectados. A produgao de NO,
aumentou gradativamente nas células dos animais infectados por L. major,
quando verificamos o controle do tamanho da lesdo. E foi inversamente
relacionada com os niveis de IL-10 produzidos, no decorrer da infecgao,
indicando o papel inibitério de IL-10.

Tem sido demonstrado na infecgdo por L. major, que a habilidade dos
macréfagos de linhagens resistentes para produzir NO esta diretamente
relacionada com a capacidade dessas células para destruir os parasitos (LIEW
et al.,, 1991). Em geral esses trabalhos avaliaram a produgao de NO in vitro em
macréfagos estimulados com LPS e/ou IFN-y (LIEW et al., 1991b; DING et al.,
1994) ou em células do linfonodo de drenagem, nas fases iniciais até o 7° dia
apés a infecgao (SOARES et al., 1997b).

Outros estudos tém demonstrado uma estreita correlagdo entre
atividade leishmanicida de macréfagos murinos e a producao de nitrato
derivado de arginina (NO,™ ). NO> é um produto final estavel da via metabdlica
que se combina com arginina para forma NO labil. CORRADIN, et al. (1991),
demonstraram que com a intensificagao da fagocitose, aumenta a atividade
leishmanicida e consequentemente a produgao NO,™ pelos macréfagos. Esses

dados indicam que a produgdo de NO, estd associado diretamente com a
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indugdo de atividade microbicida. No entanto, sugere que a atividade
leishmanicida nem sempre estéa relacionado com o controle da infecgao.

Poucos sao os relatos sobre a produgao de NO no curso da infecgéao por
L. amazonensis. Trabalhos recentes demonstram que no sitio de inoculagao, a
producdo de NO é um importante mecanismo de eliminagao do parasito, caso
ocorra antes da carga parasitaria tornar-se alta. Nos estagios tardios da
infecgdo, a produgdo de NO eleva-se e os derivados oxidantes agravam o
processo inflamatério em camundongos BALB/c, quando comparado com
camundongos relativamente resistentes, C57BI/6, durante o curso da infecgao
por L. amazonensis (GIORGIO et al., 1998). Esses resultados sugerem que NO
pode estar envolvido nos mecanismos que regulam protecdo bem como o
desenvolvimento das lesdes.

Outra possibilidade é que NO sozinho nao seja capaz de eliminar os
parasitos. Talvez outros fatores como metabdlitos do O, sejam necessarios.
Outro aspecto a ser investigado é se as diferentes espécies de leishmania sao
igualmente sensiveis ao NO. Talvez a L. amazonensis seja capaz de
neutralizar o efeito leishmanicida de NO, ou seja mesmo mais resistente ao
NO.

Os resultados apresentados neste estudo reforcam que fatores
relacionados com parasito determinam padroes diferentes de resposta imune-
inflamatéria nos camundongos CBA. A abordagem utilizada exclui a
possibilidade de que o "background" genético do hospedeiro determine,
exclusivamente, o perfil de resposta ao patégeno. Ou que a resposta Th1/ Th2

seja um epifendbmeno. Fatores relacionados com a L. amazonensis
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determinam uma resposta do tipo Th2 em camundongos CBA, que sao
capazes de manter uma resposta do tipo Th1 quando infectados com L. major.
Antigenos ou outros fatores da L. amazonensis podem estar envolvidos na
indugdo da resposta Th2 ou na indugdo da tolerdncia das células Thi, e
precisam ser investigadas.

O modelo de infecgdo do camundongo CBA, induzindo perfis fenotipicos
distintos em fungao das diferentes espécies de leishménia, abre perspectivas
para se investigar mecanismos na relagcao parasito x hospedeiro envolvidos na
resposta protetora e nao-protetora a leishmaniose tegumentar murina.

A determinacgao de que fator(es) na L. amazonensis induz(em) resposta
Th2, abre perspectivas no sentido de se desenvolver vacinas capazes de
promover a produgdo de anticorpos neutralizantes deste(s) fator(es), ou
indugao de tolerancia a este(s) fator(es).

O modelo, além de util na compreensdao de mecanismos basicos, da
protecao e susceptibilidade, pode ser utilizado na indugéo de protegao cruzada
de eventuais candidatos a vacina.

Por ultimo, o estudo aqui apresentado chama a atengdo para a
particularidade das relagdes parasito-hospdeiro, que devem ser levados em

consideragao no desenvolvimento e avalicao de vacinas.
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7 RESUMO DOS RESULTADOS

Camundongos isogénicos CBA séo resistentes a infecgao por L. major,
desenvolvendo lesbes pequenas que curam espontaneamente e mostram
capacidade de controlar a carga parasitdria. Por outro lado, séao
susceptiveis a infecgao por L. amazonensis desenvolvendo, lesdes e carga
parasitaria que aumentam progressivamente, ocorrendo necrose e

ulceragao e disseminag¢ao dos parasitos.

Os perfis distintos de susceptibilidade e resisténcia correspondem a
padroes distintos de resposta tissular. O perfil tissular de resisténcia a
infeccao por L. major esta relacionado com um padrdo granulomatoso de
resposta inflamatdéria e necrose do tipo fibrindide. Enquanto que o perfil
tissular de susceptibilidade a L. amazonensis, foi associado com infiltrado
do tipo monomédrfico difuso de macréfagos com imensos vacuolos
parasitéforos densamente parasitado e dareas de necrose do tipo

coagulativo.

Ha uma nitida diferenga no padrao tissular de resposta e na distribuigao
dos antigenos parasitarios nos linfonodos e que estao relacionados com
resisténcia e susceptibilidade. Nos camundongos CBA infectados com L.
major, resistentes, o padrdo é macrofagico granulomatoso. Por outro lado,
nos camundongos CBA infectados com L. amazonensis, a susceptibilidade

correlacionou-se com o padrao macrofagico-plasmocitario difuso.



97

padrao morfologico de resposta tecidual comporta-se como correlato da
resposta imune, ou seja, estao relacionados com a produgao aumentada de
IFN-y ou IL-4. Camundongos CBA quando infectados por L. major
produziram niveis elevados de IFN-y. No entanto, quando infectados por L.

amazonensis produziram niveis elevados de IL-4.

8 CONCLUSOES

A infecgao por L. amazonensis induz resposta imune celular do tipo Th2,

enquanto a infeccdo por L. major induz resposta celular do tipo Th1 em

camundongos CBA .

Os dados apresentados indicam que, no contexto do camundongo CBA,
fatores relacionados com o parasito sao determinantes do tipo da resposta

imune-inflamatéria
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Tabela 2: Valores obtidos no monitoramento do tamanho da lesiao dos

camundongos CBA e BALB/c infectados com L. amazonensis ou L. major.

CBA BALB/c
semanas L.a. (xSD)? L.m. (£SD) L.a. (xSD) L.m. (£SD)
1 0.021 (£ 0.014) 0,057 (+ 0,069) 0,006 (£ 0,018) 0,026 (+ 0,024)
2 0,273 (+0,181) 0,026 (+ 0,025) 0,574 (+0,123) 0,102 (£ 0,112)
3 0,485 (+ 0,131) 0,324 (+ 0,110) 1,592 (£0.190) 0,376 (+ 0,143)
4 1,088 (+ 0,344) 0,477 (+0,157) 2,348 (+ 0.215) 0,812 (+0,122)
5 1,804 (+ 0,493) 0,458 (+ 0,166) 3,144 (£ 0.372) 1,412 (+ 0,685)
6 2,804 (£ 0,646) 0,525 (+ 0,141) 3,828 (£ 0.685) 1,746 (+ 0,213)
7 4,055 (+ 0,790) 0,953 (+ 0,585) 4,854 (£ 0.843) 3,438 (+ 1,331)
8 4,473 (£ 0,760) 0,55 (+0,183) 5,646 (+0.411) 3,452 (+ 0,486)
9 4,705 (+ 0,917) 0,246 (+ 0,189) 8,122 (+2.066) 4,16 (+ 0,998)
10 5,275 (+ 1,003) 0,231 (£ 0,144) 8,67 (+ 1.622) 4,494 (+ 0,461)
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Tabela 4: Producao in vitro de IFN-y (ng/ml) nas células do linfonodo

popliteo dos camundongos CBA infectados por L. majorou L.

amazonensis.

Dias apés a CBA x L. major (+SD)? CBAXx L. amazonensis (+SD)
infecgao s/ est. c/ est. s/ est. c/ est.

7° 3,27 (£ 0.36) 60 (+6,2) 1,9 (£ 0,22) 2,6 (£ 0.5)
49° 10,47 (£ 0,58) 66,5 (+ 0,6) 1,6 (£ 0,18) 3,4 (£0,2)
70° 0 11,8 (£ 2,5) 0 0

% os dados representam o desvio padrao (SD) de um dos trés experimentos

realizados.
s/ est.- sem estimulo ¢/ est. - com estimulo
faixa de linearidade do teste: 1,5 a 100 ng/ml.

Tabela 5: Producéao de IL-4 (pg/ml) nas células do linfonodo popliteo

dos camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis.

Dias apos a CBA x L. major (+SD)? CBAXx L. amazonensis (+SD)
infecgao s/ est. c/ est. s/ est. c/ est.

7° 0 263,9 (£ 17,3) 0 90,5 (+ 16,5)
49° 0 24,68 (+ 2,1) 0 130.3 (£ 9,8)
70° 0 0 0 128,5 (+ 10,4)

% os dados representam o desvio padrdo (SD) de um dos trés experimentos

realizados.
s/ est.- sem estimulo; c¢/ est. - com estimulo
faixa de linearidade do teste: 19,55 a 2500 pg/ml.
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Tabela 6: Produgéo de IL-10 (ng/ml) nas células do linfonodo popliteo

dos camundongos CBA infectados por L. majorou L. amazonensis.

Dias apés a CBA x L. major (+SD)? CBAXx L. amazonensis (+SD)
infecgao s/ est. c/ est. s/ est. c/ est.

7° 0,82 (£02) 21,7 (x1,3) 0 4,8 (+0,2)
49° 553 (+0,6) 12,6 (+1,9) 35(t1,1) 158 (+1,5)
70° 1,1 0,1) 2,6 (0,1) 0,8 (£0,1)  3,5(x0,1)

@ os dados representam o desvio padrdao (SD) de um dos trés experimentos
realizados.

s/ est.- sem estimulo ; ¢/ est. - com estimulo

faixa de linearidade do teste:19,55 a 25 ng/ml.

Tabela 7: Produgédo de 6xido nitrico (WM/ml) nas células do linfonodo

popliteo dos camundongos CBA infectados por L. major ou L. amazonensis.

Dias ap6s a CBA x L. major (+SD)? CBAXx L. amazonensis (xSD)
infecgao s/ est. c/ est. s/ est. c/ est.

7° 1,1 (£ 0,5) 2,7 (£ 0,6) 1,2 (£0,2) 3,5(x1,3)
49° 1.1(£0,4) 2,8 (+0,3) 53 (1,00 13,3 (+£0,3)
70° 28(+09) 58 (*1,1) 31(¢16) 7.2(15)

? os dados representam o desvio padrdo (SD) de um dos dois experimentos

realizados.
s/ est.- sem estimulo; c/ est. - com estimulo

faixa de linearidade do teste: 200 a 0,781uM/ml.
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