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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UM MODELO EXPERIMENTAL PARA LEISHMANIOSE |
TEGUMENTAR AMERICANA UTILIZANDO Leishmania braziliensis. TATIANA
RODRIGUES DE MOURA. A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma
doenca endémica no Brasil. No entanto, nao existe um bom modelo experimental
para o estudo da doenca. Nosso objetivo foi desenvolver um modelo de infec¢édo
com L. braziliensis, o principal agente etiolégico da LTA em nosso pais, levando em
consideragdo o inoculo de parasitas e o sitio de infecgdo. Camundongos BALB/c
foram infectados com 10° Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788), na derme
da orelha. Os animais foram acompanhados durante 10 semanas para a avaliagao
do desenvolvimento da lesdo e para a avaliagdo da resposta imune. Observamos
que a expansao parasitaria foi acompanhada pelo desenvolvimento de uma lesao na
derme da orelha, similar & observada em pacientes com LTA (lesao nodular e
ulcerada no centro), a qual regrediu espontaneamente, como evidenciado pela
presenga de uma cicatriz. A andlise histopatoldgica da orelha infectada mostrou a
presenga de, inicialmente, um infiltrado focal constituido por células mononucleares
(linfécitos e mondcitos), neutrdfilos e poucos parasitas. No auge do desenvolvimento
da lesdo, havia predominancia de macréfagos infectados os quais foram, em
seguida, substituidos por um infiltrado inflamatdério constituido por histidcitos,
plasmadcitos, neutrdfilos e fibroblastos e pela auséncia de parasitas. Os parasitas
podem ser detectados no linfonodo regional, durante toda a infec¢ao. A analise da
expressdo de quimiocinas no linfonodo regional mostra um aumento na expressao
de quimiocinas recrutadoras de mondcitos/macréfagos e neutréfilos Observamos
também um aumento na expressao de IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10, tanto por células T
CD4+ quanto por células T CD8+. Com a regressao da lesao, a expressao destas
citocinas diminuiu. A inoculacao de L. braziliensis na derme da orelha de
camundongos constitui um modelo de resisténcia devido ao desenvolvimento de
uma resposta imune do tipo Th1. Contudo, nesse modelo, os parasitas sdao capazes
de sobreviver no linfonodo regional de camundongos infectados apesar do
desenvolvimento de uma resposta imune capaz de curar a leséao.

[PALAVRAS CHAVE] Leishmania braziliensis, BALB/c, Leishmaniose Tegumentar
Americana, IFN-y.




ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A EXPERIMENTAL MODEL OF INFECTION USING
Leishmania braziliensis. TATIANA RODRIGUES DE MOURA TATIANA
RODRIGUES DE MOURA. American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an
endemic disease in Brazil. However, we still lack a reliable experimental model to
study this disease. Our objective was to develop an infection model using L.
braziliensis, the main etiological agent of ATL in our country, taking into account the
parasite inoculum and route of infection. BALB/c mice were infected with 10°
Leishmania braziliensis (MHOM/BR/01/BA788) into the ear dermis. The infection was
followed for 10 weeks for the evaluation of lesion development and for evaluation of
the immune response. We observed that parasite expansion was accompanied by
lesion development at the ear dermis. Lesions were similar to those observed in ATL
patients (ie. nodular and ulcerated in the center). Lesions cured spontaneously and
as seen by the presence of a scar. Histopathological analysis of infected ears
showed the presence of, initially, a focal infiltrate consisting of mononuclear cells
(lymphocytes and monocytes), neutrophils and few parasites. At the peak of lesion
development, infected macrophages predominated. Thereafter, a weak infiltrate
consisting of histiocytes, plasma cells, neutrophils and dermal fibrosis was observed
with the absence of parasites. Regarding the draining lymph nodes, parasites could
be detected throughout the infection period at a constant level. Results also show the
up regulation in both monocyte/macrophage and granulocyte-recruiting
chemokines.Measurement of intra cellular cytokine response by draining lymph
nodes cells showed the up regulation of IFN-y, IL-4, IL-5 and IL-10 by both CD4+ and

CD8+ T cells. Later, cytokine expression decreased paralleled by lesion regression.
L. braziliensis inoculation in the ear dermis of mice results in a model of resistance to
infection due to the development of a predominant Thi-type immune response.
However, in this model, parasites are able to persist within draining lymph nodes of
infected mice regardless of the development of a protective immune response.

[KEY WORDS] Leishmania braziliensis, BALB/c, American Tegumentary
Leishmaniasis, IFN-y.




1 INTRODUGAO

1. 1 Leishmaniose

A leishmaniose é causada por espécies de protozoarios unicelulares
pertencentes ao género Leishmania (Familia Trypanosomatidae, Ordem
Kinetoplastida). Os protozoarios do género Leishmania sao parasitos intracelulares
obrigatorios, digenéticos (heteroxenos), encontrados na forma flagelada
promastigota, no interior do trato digestivo dos hospedeiros invertebrados, e na
forma amastigota, sem flagelo livre, no interior de células do sistema fagocitico

mononuclear do hospedeiro vertebrado (SACKS & KAMHAW]I, 2001).

A transmissdao da leishmania ocorre quando formas promastigotas
metaciclicas (infectantes) sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado, pelas fémeas
dos insetos vetores (flebotomineos), durante o repasto sangiineo (Fig. 1). Apds
inoculagdo na derme as promastigotas metaciclicas infectam macrofagos e/ou
células dendriticas ou da pele, onde se transformam em amastigotas (MOLL, 1996).
Multiplos receptores da célula do hospedeiro (receptor do complemento tipo 1 e tipo
3 (CR1 e CR3), receptor para fibronectina, receptor de macroéfagos para produtos
glicosilados e diversas moléculas de superficie do parasito (Lipofosfoglicano (LPG),
gp63) parecem ser responsaveis pela fixagdo e entrada do promastigota no
macréfago (ALEXANDER & RUSSELL, 1992). A leishmania evita a ativagao do
complexo de ataque a membrana (C5b-C9), além de utilizar o C3 para uma invasao
“silenciosa” no macréfago do hospedeiro (BOGDAN & ROLLINGHOFF,1997). Uma
vez no interior do macréfago, a principal célula que alberga este parasito no

hospedeiro mamifero, o parasita reside dentro do vacuolo parasitoforo. Neste
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vacuolo, o promastigota diferencia-se em amastigota, o qual multiplica-se por divisao
binaria e, apds sucessivas divisbes, o macrofago se rompe e o0s amastigotas
liberados serdo fagocitados por novas células hospedeiras, propagando a infecgéo

no hospedeiro vertebrado (SACKS & KAMHAWI, 2001).

Estagios no homem
Estagios no fleb6tomo

Repasto sangliineo

(in6eulo de Promastigotas sé@o
promastigotas na pele) fagocitados por
Divisdo dos promastigotas, macro6fagos

no intestino, e migragéo /
para a probdscide

Promastigotas se
diferenciam em amastigotas
dentro de macrofagos

‘/\@'

Amastigotas se diferenciam em
promastigotas no intestino

Amastigotas multiplicam-
se em células (incluindo

a8 \ i B \ ,  macrofagos) de varios
Rompimento de [5&9 r tecidos
|

células infectadas e !
liberagao das
amastigotas

Repasto sangiiineo
(ingestéo de células
infectadas com
amastigotas)

Figura 1 Ciclo biolégico da Leishmania sp.
(modificado de www.med.sc.edu:85/ parasitology/ blood-
proto/htm).
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A transmissao para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do
flebétomo se alimenta em um hospedeiro infectado e ingere as formas amastigotas
que acompanham o sangue. As células infectadas se rompem e liberam as
amastigotas que se diferenciam, no interior do intestino do fleb6tomo, em
promastigotas. As promastigotas se multiplicam por divisdo binaria e migram para o
aparelho bucal do vetor onde se acumulam até que o flebétomo faga um novo
repasto sangiineo (SACKS & KAMHAWI, 2001).

As leishmanioses apresentam duas formas clinicas principais: a leishmaniose
visceral (LV) e a Leishmaniose tegumentar (LT). A LV é uma forma grave e pode ser
fatal se nao tratada, consiste em uma infecgao generalizada que acomete o sistema
reticuloendotelial envolvendo bago, figado, medula o6ssea e linfonodo
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO., 1995). A LT apresenta um espectro de
manifestac¢des clinicas sendo as principais a leishmaniose cutaneo-localizada (LCL),
a leishmaniose cutaneo-mucosa (LCM) e a leishmaniose cutaneo-difusa (LCD). No
Novo Mundo, a LT é causada por uma variedade de espécies sendo seus principais
agentes etioldégicos a Leishmania braziliensis, a Leishmania amazonensis e a
Leishmania guyanensis, enquanto que, no Velho Mundo, as espécies responsaveis
por esta manifestacdo da doenca sdo, entre outras, a Leishmania tropica, a
Leishmania major e Leishmania aethiopica (LAINSON et al., 1987).

As manifestagbes clinicas da leishmaniose dependem de complexas
interagdes que abrangem, desde a caracteristica infectiva da espécie de Leishmania
sp. até o estado imunolégico do hospedeiro humano (PEARSON et al., 1996).

As espécies de Leishmania sp. que infectam o homem tém ampla distribuigao
mundial: cerca de 350 milhdes de pessoas no mundo residem em area de risco com

uma prevaléncia de 15 milhdes de casos. Estima-se que um tergo da populagao
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mundial esteja sob o risco de infeccao por parasitas do género Leishmania sp.
(World  Health  Organization, Leishmaniasis Control) Disponivei em:

http;/www.who.int/emc/diseases/leish/. Acesso em 10/10/2004.

1.2 Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA)

A LTA é uma doenga endémica no mundo e no Brasil, sendo problema de
saude publica, é uma das seis doencas infecto-parasitdrias endémicas selecionadas
pela OMS para o desenvolvimento de medidas eficazes de controle. Nos ultimos 15
anos observa-se que o coeficiente de detecgao de LTA no Brasil aumentou de
10,45/100.000 hab. para 18,63/100.000 habitantes. No ano de 1994, houve registro
de casos autéctones em 1.861 municipios, o que representava 36,9% dos
municipios do pais; em 2001 houve uma expansao da doenga para 2.268 municipios
(40,8%). A regiao Norte, em 2001, apresentou os coeficientes de detecgdo mais
elevados (93,84 por 100.000 habitantes), seguida da regiao Centro-Oeste (42,70 por
100.000 habitantes. A regiao Nordeste vem contribuindo com o maior numero de
casos, cerca de 36,8% do total de casos registrados no periodo e o coeficiente
deteccdo foi de 26,50 por 100.000 habitantes)(BRASIL, 2001) Disponivel em

http://dtr2001.saude.qov.br/svs/pub/pdfs/quiavigepivol Il.pdf Acesso em 20/10/2004.

1.3 Formas clinicas da LTA

Leishmaniose cutanea localizada (LCL)

No Brasil, a LCL é ocasionada, principalmente, pelas espécies L. braziliensis

e L. amazonensis. A forma cuténea localizada tem como principal caracteristica uma
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lesao ulcerada que se desenvolve, geralmente, nos membros inferiores, no local de
inoculagao do parasito pelo inseto vetor. Podem ocorrer lesdes cutdneas unicas ou
multiplas, geralmente localizadas e ulceradas, sendo que a forma mais freqliente é
uma ulcera indolor, de borda elevada e fundo plano que pode curar
espontaneamente. Ocasionalmente, lesées verrugosas sao observadas (revisado
em MARSDEN, 1986). Nos pacientes com LCL, o teste cutdneo ao antigeno de
Leishmania sp.(Teste de Montenegro) é positivo, indicando que ha desenvolvimento
de uma resposta imune celular contra o parasita, a qual persiste apds a cura da
lesao (CASTES et al.,, 1983: SARAVIA et ai., 1989). Observa-se também o
desenvolvimento de uma resposta imune humoral, a qual nao esta associada com
protecdo. A resposta humoral compreende uma produgao inicial de IgM, seguida
pela produgao de IgG1, IgG2 e IgG3 e algumas vezes IgA e IgE (RODRIGUEZ et al.,
1996). A linfadenopatia regional € um achado comum e por vezes precede ©

aparecimento de lesdes cutaneas (BARRAL et al., 1992; BARRAL et al, 1995).

Leishmaniose cutdnea mucosa (LCM)

A LCM ocorre em 1 a 10% dos pacientes infectados por L. braziliensis
estando a L. amazonensis raramente associada a esta manifestacao (BARRAL et
al., 1991). Em geral, o comprometimento das mucosas aparece anos apos a leséo
primaria, mas existem casos onde a concorréncia & concomitante (PESSOA &
BARRETO, 1941). A lesdo mucosa surge por provavel disseminagao hematogénica,
a partir do foco primario. Nesta forma de doenga, a principal caracteristica é o
comprometimento da mucosa nasal que pode se estender por todo o trato
respiratério superior (revisado em MARSDEN, 1986). Os pacientes com LCM

também apresentam resposta positiva ao teste de Montenegro. CARVALHO e
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colaboradores (1985) sugerem que a natureza crdénica e destrutiva da LCM pode ser
consequente de uma resposta hiperreativa devido a intensa resposta imune mediada

por células aos antigenos de leishmania.

Leishmaniose cutanea difusa (LCD)

A LCD é uma manifestacao rara da LT que ocorre no Brasil (CARVALHO et
al., 1994) e é decorrente da infec¢do por L. amazonensis (COSTA et ai., 1992). Na
LCD a progressao cronica da doencga & decorrente do crescimento incontrolavel do
parasita. As lesdes evoluem formando pdapulas, nédulos ou infiltragdes difusas, de
distribuicdo simétrica na face, no tronco e nos membros, podendo disseminar-se
para todo o corpo. A disseminagao é por via linfatica (BITTENCOURT & BARRAL-
NETTO, 1995; MAUEL & BEHIN, 1981). O teste de Montenegro, nesses pacientes, é
negativo, o que caracteriza auséncia de resposta imune celular contra o parasito. No
entanto, ocorre o desenvolvimento de uma intensa resposta imune humoral
(CASTES et al., 1983). Os pacientes nao curam da doenga com o tratamento, tendo
alternancia de melhoras e agravamento do quadro.

Como descrito acima, a infecgdo por esse parasita pode se manifestar de
diferentes maneiras no hospedeiro vertebrado, sendo que toda infec¢ao decorre da
inoculacao do parasita na derme do hospedeiro por meio da picada do flebotomineo.
A interagdo parasita-hospedeiro ird direcionar a progressao da doenga, seja para
cura espontanea, seja para progressao cronica com necessidade de tratamento. A
cura ou progressao da doenga € atribuida a predominancia de uma resposta do tipo
Th1, caracterizada pela presenca de IFN-y ou a predominancia de uma resposta do

tipo Th2, com importante producdo de IL-10, respectivamente (BARRAL-NETTO et
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al., 1998). A utilizagao de modelos experimentais constitui uma ferramenta

importante para estudar esta interagao.

1.4 Modelos experimentais na leishmaniose

O desenvolvimento de modelos experimentais para o estudo da leishmaniose
tem contribuido para o melhor entendimento da patogénese desta doenca. Nos
ultimos anos, varios estudos vém explorando padroes de resisténcia e
susceptibilidade de diferentes linhagens de camundongos infectados com diferentes
espécies de Leishmania sp. (BOGDAN et al., 1996).

O modelo para LT mais bem estudado € o de infecgao de camundongos com
L. major. Esse modelo emprega grande quantidade de parasitas (10*-107), os quais
sao inoculados por via subcutanea, na pata dos animais. Utilizando esse modelo
criou-se o paradigma de susceptibiidade e resisténcia a leishmaniose:
camundongos C57BL/6 sao resistentes a infeccao com L. major  porque
desenvolvem uma resposta imune celular do tipo Th1 na qual os linfécitos produzem
altos niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-4, ha o desenvolvimento de uma pequena
lesdao, no local do inoculo, nao ulcerada que cura espontaneamente. Em contraste,
camundongos BALB/c sdo susceptiveis a infecgdo por L. major porque
desenvolvem uma resposta do tipo Th2, na qual os linfécitos produzem baixos niveis
de IFN-y e altos niveis de IL-4, nesses animais a lesdo nao cura e é ulcerada e
necrotica .

A imunidade protetora depende da indugdo de linfocitos T produtores de
citocinas Th1, as quais ativam os mecanismos microbicidas de macrdéfagos,

mediados, principalmente, por o&xido nitrico (NO). Um fator importante no
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estabelecimento de uma resposta Th1 ou Th2 sao as citocinas locais, presentes nas
primeiras horas da infeccéo (revisado em SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

O TNF-a é uma das citocinas envolvidas na resposta imune contra leishmania
e exerce um importante papel no controle da infeccao. Sabe-se que em
camundongos C3H, resistentes a infeccao por L. major, as células do linfonodo
produzem TNF-a em resposta ao parasita in vitro e o bloqueio in vivo de TNF-a , por
anticorpos anti-TNF- a, exacerba o curso da infecgao por L. major, resuitando em um
aumento no tamanho das lesdes cutdneas e no numero de parasitas. A
administracao de TNF-a humano recombinante protege os camundongos C3H,
diminuindo o tamanho das lestes e o nimero de parasitas nos locais de inoculagao
(TITUS et al., 1989; THEODOS et al., 1991).

Uma sinergia entre IFN-y e TNF-a foi observada na atividade microbicida de
macréfagos murinos. A adicdo de somente TNF-a foi incapaz de alterar a atividade
microbicida de macréfagos enquanto que esta atividade foi alterada quando as duas
citocinas sdo administradas conjuntamente (SOLBACH et al., 1991; STENGER et
al., 1991).

Outra citocina importante envolvida na resposta Th1 € a IL-12. Como o TNF-
a, a lL-12 é necessaria para manter uma populagao de células T CD4" produtoras
de IFN- y. BELKAID e colaboradores (2000) observaram o importante papel da IL-12
no modelo experimental de L. major. Camundongos IFN-y ™ ou IL-12” apresentam
um maior nimero de parasitos no local da inoculagao e um maior didmetro da lesao
guando comparados ao animais controle.

A progressdo da LT estda associada a sobrevivéncia do parasito e a
desativacdo o macrofago. A IL-10, segundo FIORENTINO e colaboradores (1991), é

capaz de diminuir a apresentacdo de antigenos por macroéfagos e é capaz de inibir a
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produgao de citocinas do tipo Th1. BELKAID e colaboradores (2001) observaram
uma reducao no numero de parasitas, no inicio da infecgao, na derme das orelhas e
nos linfonodos de camundongos C57BL/6 e C57BL/10 nocautes para IL-10 e IL-
10/IL-4 inoculados com L.major, ja na fase cronica os parasitas nao foram
detectados no sitio de infecg¢ao e no linfonodo regional.

O TGF-B possui um importante papel na leishmaniose humana e murina. O
tratamento de camundongos com TGF-B tornou cepas avirulentas de L. braziliensis
em cepas virulentas promovendo uma infecgao letal. Essa citocina induziu a sintese
de mRBNA para IL-10 e diminuiu a de mRBRNA de IFN-y em linfonodos de
camundongos infectados com L. braziliensis (BARRAL et al., 1993). Além disso, o
TGF-B também estaria envolvido na desativagdo de macréfagos murinos por inibigao
da produgéao de IFN- y e pela diminuigdo das respostas oxidativas mediadas por IFN-
v (TSUNAWAKI et al.,1989).

As quimiocinas possuem uma potente acao ativadora e quimiotatica para
subpopulagdes de leucécitos e algumas células nao hematopoiéticas (revisado por
MURDOCH & FINN, 2000). Estudos enfatizam o papel de quimiocinas em respostas
inflamatérias contra inimeros agentes infecciosos, entre eles a leishmania
(CHENSUE, 2001). Apds a infecgdo com L. major, as quimiocinas MIP-2 e KC
(homologo de IL-8 em murinos) sdo rapidamente produzidas na pele (MULLER et
al., 2001). Ja foi demonstrado que a co-incubagao de L. Major, L. donovani ou L.
aethiopica com células polimorfonucleares (PMNs) inibe a produgédo de CXCL10/IP-
10, sugerindo que a essas espécies inibem a atividade de células Th1 ou de células
NK (VAN ZANDBERGEN et al., 2002). Por outro lado, PMNs estimulados com LPS
ou TNF-a produzem CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-1B, quimiocinas envolvidas no

recrutamento de mondcito, macrofagos, NK e células dendriticas imaturas, essas
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quimiocinas, também, recrutam apenas células Th1 (revisado por SCAPINI et al .,
2000).

Infecgoes experimentais em camundongos com varias espécies de
Leishmania sp. podem mimetizar diversas formas de leishmaniose cutanea humana.
Dependendo da espécie de parasita e linhagem de camundongo, um consideravel
espectro de doenga pode ser produzido. Algumas linhagens de camundongos como
BALB/c, sao altamente susceptiveis a infeccdo por L. major e falham no
desenvolvimento de uma resposta Th1 contra o parasita, em contraste, outras
linhagens de camundongos como C3H e C57BL/6, infectadas com L. major,
desenvolvem lesdes que curam espontaneamente associadas a uma forte
imunidade celular (REINER & LOCKSLEY., 1995; SCOTT & FARREL., 1998).
Infeccoes em murinos com outras espécies de Leishmania sp.podem levar a
diferentes modelos de resisténcia e susceptibilidade. Por exemplo, linhagens de
camundongos resistentes a infecgao por L. major (como CBA, C3H ou C57BL/6) sao
suceptiveis a infecgao com L. amazonensis ou a L. mexicana, sugerindo que fatores
especificos do parasita possuem um importante papel no curso da doengca (BARRAL
et al.,1983; AFONSO & SCOTT, 1993; LEMOS DE SOUZA et al., 2000).

Em geral, em animais resistentes a Leishmania sp., estudos histopatolégicos
mostram que, inicialmente, existe uma variedade de células inflamatdrias,
macréfagos parasitados e poucos linfécitos. A medida que a lesdo evolui ha um
aumento do numero de linfécitos e uma diminuicdo no numero de macrofagos
parasitados. Observam-se também macrofagos epitelidides e necrose fibrindide
focal. Com a resolugdo da lesdo, o infiltrado inflamatério é escasso e a presenga de
fibroblastos e a deposicao de colageno indicam a regeneracao tecidual. No entanto,

em animais susceptiveis a Leishmania sp., a lesdo apresenta diversos macrofagos
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parasitados, com aspecto integro, que aumentam em numero, progressivamente,
com a evolugao da lesdo. Poucos linfécitos sdo observados na periferia da leséao,
com extensa area de necrose coagulativa e escassa deposicao de colageno
(ANDRADE et al., 1984; BARRAL-NETTO et al.,, 1987, LEMOS DE SOUZA et al.,
2000).

Embora a L. braziliensis induza uma doenga que € um seério problema de
saude publica na América do Sul, existem poucos trabalhos experimentais que
caracterizam a resposta imune a este parasita, provavelmente porque camundongos
sao pouco susceptiveis. NEAL & HALE (1983) compararam a infectividade de
diferentes cepas de L. braziliensis em camundongos CBA, CD1 e BALB/c e
observaram que mesmo com alto indculo (2x10” promastigotas), na cauda ou no
nariz, nao houve desenvolvimento de lesdao. Apenas um transitorio edema foi
observado nos camundongos CBA e BALB/c. No entanto, as cepas de L. braziliensis
apresentaram infectividade em hamsters. Mais tarde, CHILDS e colaboradores
(1984) testaram a susceptibilidade de doze linhagens de camundongos (A/J, A/He,
BALB/c, C3H/He, C57BL/6, C57L, CBA, CBA/Ca, DBA/I, DBA/2, e SWR/J) a
infeccao com L. braziliensis, L. mexicana e L. aethiopica, os animais foram
inoculados com 5x10° parasitas na regido dorsal do nariz. A linhagem BALB/c foi a
mais susceptivel a infeccao por L. braziliensis, esses animais apresentaram lesoes,
as quais curaram ate 60 dias apos a infecgao.

DEKREY e colaboradores (1998) caracterizaram a resposta imune de
camundongos BALB/c infectados com L. brazilliensis. O estudo mostrou que a
producdo de IFN-y é similar na infecgdo de BALB/c com L. major ou L. braziliensis,
no entanto, a produgdo de IL-4 é menor em animais infectados com L. braziliensis.

Além disso, camundongos infectados por L. braziliensis , quando tratados com anti-
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IFN- v, nao sdo capazes de controlar a infecgdo. Portanto a constante produgao de
IFN- ydeve estar associada a cura da lesdo, e a menor expressdo de IL-4, nos
animais infectados com L. braziliensis, nao é capaz de bloquear a capacidade do
IFN- vy de ativar macrdéfagos infectados para matar o parasita.

DE OLIVEIRA et al, 2004, infectaram camundongos BALB/c com dois
isolados de L. braziliensis, de diferentes regides do Brasil, o isolado H3227
(proveniente do Ceara) e o isolado BA788 (proveniente da Bahia), e demonstraram
diferencas no perfil genémico e em caracteristicas clinicas e parametros
imunolégicos. Essas diferengcas nas caracteristicas clinicas sao relacionadas a
propriedades intrinsecas dos isolados como indugdo de uma lesdo transitéria e
recrutamento de diferentes populagdes de leucdcitos para o sitio parasitado.

Recentemente, TEVA et al., 2003, infectaram macaco rhesus (Macaca
mulatta) com diferentes cepas de L. braziliensis utilizando 10’ parasitas
intrademicamente, e observaram, em alguns animais, o desenvolvimento de uma
resposta inflamatéria granulomatosa semelhante a de pacientes com LT. Sugerindo
que o modelo utilizando primata pode ser util para o estudo da patofiosiologia e
eventos imunorregulatérios associados com a evolucdo da doenga, além do estudo
de novas drogas e o desenvolvimento de vacinas.

LIMA e colaboradores (1999), demonstraram uma protecdo cruzada entre L.
braziliensis e L. major. BALB/c infectados com L. braziliensis e, posteriormente
curados, foram desafiados com L. major. Os animais desafiados apresentaram
resisténcia a nova infecgao, pois nesses animais, foram observados uma produgao
elevada de IFN-+ycom baixos niveis de IL-4 e auséncia de les&o.

Ja foi demonstrada a importancia de componentes da saliva de flebotomos na

exacerbacéo da infecgdo por Leishmania sp. em modelos murinos de LTA. Além da
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atividade hemostatica e vasodilatadora, a saliva também aumentava a infectividade
por Leishmania sp. (TITUS & RIBEIRO,1988).

A saliva de Lutzomyia longipalpis e Phlebotomus papatasii aumentam
consideravelmente a infectividade de L. major e camundongos C57BL/6, resistentes
a infeccao por Leishmania, se tornam susceptiveis quando co-inoculados com
parasita e saliva, mesmo na presenca de uma pequena quantidade de parasita
(THEODOS et al.,1991; BELKAID et al., 1998). A co-inoculagdo de L. braziliensis e
saliva em camundongos BALB/c causou uma lesao progressivamente maior quando
comparado a inoculacao de L. braziliensis somente (SAMUELSON et al., 1991; LIMA
& TITUS, 1996; BEZERRA & TEIXEIRA, 2001)

BELKAID e colaboradores (1998), desenvolveram um modelo de infecgao
com L. major utilizando um baixo inécuio (1000 promastigotas metaciclicas) de
parasita (associado ou nao a presenca da saliva) e a via de infecgao intradérmica, o
que melhor mimetiza as condigdes da infecgdo natural na LT. Utilizando-se este
modelo, observou-se que o fendtipo de susceptibilidade e resisténcia de
camundongos BALB/c ou C57BL/6, respectivamente estabelecido usando um
grande numero de parasitas inoculados em um sitio subcutaneo, foi mantido na
derme usando 1000 promastigotas metaciclicas.

A partir dos achados descritos acima, desenvolvemos um modelo
experimental de LT causada por L. braziliensis, levando em consideragdo a
importancia do sitio de inoculagdo para o desenvolvimento da infeccdo e a

importancia do baixo inécuio de parasitas.
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2 JUSTIFICATIVA

A LTA tem como principal agente etioldgico a L. braziliensis, responsavel
tanto pela LCL e quanto pela LCM, uma das formas mais graves da LTA. Embora a
LTA seja uma das seis doengas infecto-parasitarias endémicas selecionadas pela
OMS para o desenvolvimento de medidas eficazes de controle, ainda nao existe um

bom modelo experimental para o estudo dos mecanismos de imunidade a L.

braziliensis.

3 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo experimental de LTA, causada por L. braziliensis, em
camundongos BALB/c, que melhor mimetizae a infeccdo natural pela Leishmania

braziliensis.

3.1 Objetivos especificos

- Caracterizar o desenvolvimento da lesdo e a resposta inflamatéria no sitio da
lesao.
~ Caracterizar a resposta imune de animais infectados quanto as citocinas e

quimiocinas produzidas e quanto a presenga de anticorpos.
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4 DESENHO EXPERIMENTAL
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5 MATERIAIS E METODOS

5. 1 Animais

Camundongos BALB/c, fémeas, entre 6 e 8 semanas de vida, foram obtidos
do Biotério do CPqGM/FIOCRUZ e mantidos em condig¢des livres de patégenos.
Todos os protocolos de experimentagao foram aprovados pelo Comité de Etica do

CPqGM (Protocolo Numero 005).

5.2 Parasitas

A cepa MHOM/BR/01/BA788 foi isolada da ulcera de um paciente com
leishmaniose cutanea localizada e caracterizada como sendo L. braziliensis por PCR
(CASTILHO et al., 2003) e anticorpos monoclonais (MCMAHON-PRATT et al,,
1982). Os promastigotas foram mantidos em meio de cultura Schneider (Sigma)
suplementado com 20% de soro bovino fetal inativado, 100 U/mi de penicilina, 100
ug/mi de estreptomicina e 20 mM Hepes (todos da Gibco), este meio denominamos

Schneider completo.

5.3 Infecg¢ao intradérmica

Grupos de camundongos 40 animais foram anestesiados e inoculados com
promastigotas (10° em 10ul de solugao salina estéril) em fase estacionaria na derme

da orelha esquerda, utilizando-se uma seringa para insulina de 0,3 ml (BD) e agulha
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de calibre 29G. Essa quantidade de parasitas utilizada foi determinada apés a
realizagdo de um experimento utilizando diferentes concentra¢gdes de parasitas,
estabelecendo uma curva de infecgao, observou-se o desenvolvimento de lesao a

partir da infecgao com 10° parasitas.
5.3.1 Mensuracgao da lesao

A espessura da orelha infectada foi monitorada semanalmente por meio de

um paquimetro digital (Thomas Scientific).

5.4 Histopatologia

Em diferentes tempos apds a infecgdo, os animais foram sacrificados e as
orelhas infectadas removidas e fixadas em formol a 10% e, posteriormente,
emblocadas em parafina. Secgdes de 5 um de espessura foram colocadas em
laminas de vidro e coradas pela hematoxilina-eosina (H&E) para posterior avaliagao
em microscopio Optico. Para a avaliagdo morfométrica as laminas foram avaliadas
com identificagcdo desconhecida no sistema de morfometria Axio Vision 3.1 da Zeiss,
utilizando objetiva de 40 X, a fim de determinar o numero de células em cinco

campos, 0 que representa aproximadamente 1 nm2.
5.5 Carga parasitaria

A carga parasitaria foi estimada por meio do teste quantitativo de diluigao

limitante (TITUS et al., 1985) e analisada pelo programa ELIDA® (TASWELL, 1984).
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Brevemente, os animais foram sacrificados e a orelha infectada e o linfonodo
regional foram retirados e homogeneizados em 1ml de meio Schneider completo. A
partir deste homogenizado inicial foram realizadas 8 diluicbes seriadas, as quais
foram aplicadas em placas de 96 pogos contendo meio agar sangue. O numero de
parasitas viaveis foi determinado pela maxima diluicao na qual foram encontrados,

apds uma semana de incubagao a 26°C.

5.6 Deteccao de anticorpos contra Leishmania braziliensis

Em diferentes tempos apds a infecgcao, os animais foram sacrificados e o
sangue foi coletado por puncao cardiaca para a obtengao do soro. A presenca de
anticorpos anti-leishmania foi analisada por ELISA. Brevemente, uma placa de 96
pocos foi sensibilizada com promastigotas de L. braziliensis (5 x 107 / pogo) em
tampao carbonato-bicarbonato e foi incubada por 12 horas a 4°C. A placa foi lavada
com PBS (tampao fosfato-salino)/ Tween a 0,05% e o soro dos animais infectados,
diluido 1:50, foi incubado por 1 hora a temperatura ambiente. A placa foi lavada
novamente e o segundo anticorpo, anti-lgG murino (Sigma), diluido 1:1000, foi
adicionado. Apos nova incubacao, a placa foi lavada e a reagao foi revelada pela
adicao de fosfatase alcalina diluida em tampao carbonato-bicarbonato 0,06M com
cloreto de magnésio (20mg/ml). A reagao foi interrompida com a adigao de NaOH 3N
e a leitura do resultado foi feita em um espectofotdmetro em comprimento de onda
de 405 nm. O ponto de corte (ODz 0,3) foi estabelecido a partir da média da OD

mais dois desvios padroes obtida com soros de animais controle, ndo infectados.
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5.7 Re-estimulacao in vitro

Em diferentes tempos apds a infecgao, os animais foram sacrificados para a
obtencao dos linfonodos que drenam a lesdo. Os linfonodos foram macerados em
meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10% de soro bovino fetal Hy-Clone
(Logan, Utah, EUA), HEPES (10ul/ml), L-glutamina (2mM), penicilina (100U/ml),
estreptomicina (10mg/mL), todos da Gibco, este meio denominamos RPMI completo.

As células obtidas por ajustadas para a concentragdo de 5 x 10° células/ml e
foram plaqueadas em placas de 96 pogos (Corning) com L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788), em uma taxa de 5 parasitas por célula, ou sem parasitas, em
RPMI completo, a 37°C, com 5% CO,. Os sobrenadantes de cultura foram coletados
24 horas (para deteccdo de TNF-o), 48 horas (para detecgdo de IL-4 e IL-10) e 72
horas (para detecgédo de IFN-y) apds o inicio da cultura e conservados a -20°C ate o
momento do uso. Como controle positivo, as células foram re-estimuladas com

Concanavalina A (5ug/mL) (Amersham Biotec).

5.8 Deteccao de citocinas pelo método de ELISA

As concentragdoes das citocinas presentes nos sobrenadantes de cultura

foram determinadas pelo método imunoenzimatico (ELISA) usando kits comerciais
(BD PharMingen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. TNF-o, IL-4, IL-

10 e IFN- y murino recombinantes (PharMingen) foram usados para gerar as curvas-
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padrdo. Os limites de detecg¢ao para esses testes sdo de 800 pg/ml para TNF-a, 15

pg/ml para IL-4 e iL-10 e 30 pg/mi para IFN- v.

5.9 Deteccao de citocinas intracelulares pelo método de Citometria

de Fluxo

A expressao de citocinas por células T CD4* ou T CD8" foi avaliada por
citometria utilizando-se o kit Cytofix/Cytosperm Plus (BD PharMingen), seguindo-se
as instrugdes dos fornecedores. Em diferentes tempos apds a infecgcao, os animais
foram sacrificados para a obtengdo dos linfonodos que drenam a lesdo. Os
linfonodos foram macerados em meio RPMI completo e as células obtidas foram
ajustadas para a concentragéo de 10%ml e foram distribuidas em placas de 96 pogos
(Corning). As células foram ativadas na presenga de anti-CD28 (10ug/ml) e anti-CD3
(10pg/ml), por 12 horas, a 37° em 5% CO,. Em seguida, a secre¢éo das citocinas foi
bloqueada pela adicao de Brefeldin A (Sigma Co.) (10ug/ml). Apds quatro horas, as
células foram coletadas e foram bloqueadas com anti-FcylIl/II (BD PharMingen).
Posteriormente, as células foram marcadas simultaneamente com anticorpos
especificos anti-CD4 conjugado a FITC e anti-CD8 conjugado a CyChrome. Apos a
fixacdo e permebilizacao com Cytofix/Cytosperm as células foram incubadas com
anticorpos anti-lIFN-y, anti-IL4, anti-IL-5 e anti-IL-10, todos conjugados a PE (todos
da PharMingen). Como controle negativo, foram empregados os respectivos isotipos
controle (BD PharMingen). As amostras foram adquiridas utilizando o aparelho
FACSort (Becton-Dickinson) e foram analisadas utilizando-se o programa Cell Quest

(Becton-Dickinson).
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5.10 Deteccao de quimiocinas pelo método de RT-PCR

Em diferentes tempos apds a infecgdo, os animais foram sacrificados para a
obten¢ao das orelhas infectadas e dos linfonodos regionais. Os tecidos obtidos
foram macerados em Trizol® (Invitrogen) e a extracdo de RNA foi feita de acordo
com as instrugbes do fabricante. Apds a precipitagdo com isopropanol, o RNA foi
ressuspendido em agua-DEPC e foi quantificado com espectrofotémetro a 260 nm.
Um pg de RNA foi submetido ao tratamento com DNAse | (Invitrogen) para garantir a
eliminacao de DNA gendémico. Em seguida, o RNA tratado foi utilizado na sintese de
cDNA utilizando a SuperScript Il (Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante.
O cDNA resultante foi estocado a -20°C até a amplificagao por PCR. As
amplificagcoes do cDNA de orelha e linfonodo foram feitas em reagbes de 20 pi
contendo 10 mM Tris-HCI pH 8,5, 1,5 mM MgCl,, 50 mM KCI, 0,8 uM de dNTP, 1 U
Tag DNA polimerase, 7,5 pyl de cDNA e 0,2 yM de cada um dos pares de
oligonucleotideos (Tabela 1). O seguinte programa foi utilizado para todas as
amplificacdes de citocinas (IFN-y e TNF-a) e quimiocinas (CCL4/MIP-13, CCL3/MIP-
10, CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES): 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C por 30 segundos, T°C (Tabela 1) 45 segundos para citocinas € 1 minuto para
quimiocinas e 72°C por 1 minuto, com uma amplificagao final de 72°C por 7 minutos.
Os produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 2% (citocinas) e
em gel de poliacrilamida 6% TBE (quimiocinas)(Invitrogen) corados com brometo de
etidio. A intensidade das bandas de amplificagdo obtidas foi normalizada com a

intensidade de amplificacdo da banda referente a um gene constitutivo (B-actina)
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utilizando o programa EagleSight (Stratagene) e subtraidas das intensidades das

bandas de animais normais, nao infectados.
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Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos, temperatura de anelamento e

tamanho dos fragmentos produzidos.

Temperatura Tamanho do
Alvo de
Seqléncia de anelamento  fragmento
amplificagao
(°C) (pb)

5’ tgg aat cct gtg gca tcc atg aaa 3’
B-actina 57.2 349
3’ taa aaa gca gct cag taa cag tcc g 5’

5’ cta agg acc acttgc cat gga 3’
CCL2/MCP-1 55 445
3 ctggtagctctctgcect gttt 5

5 ctg gtttct tgg gtt tgc tgt g 3’
CCL5/RANTES 54 310
3'cccacgtcaagcagtatttcb’

5’ t gag gaa cgt gtc ctg aag 3’
CCL3/MIP1-a 54 427
3’ ¢ cgg aag att cca cgc caa ttic &’

5’ ccc act tee tgc tgt tte tct tac 3’
CCL4/MIP1-B 55.6 427
3’ agc agagaaacagcaatggtgg s’




6. RESULTADOS

6.1 Camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis na derme

de orelha desenvolvem les6es que mimetizam a LTA humana.

Com o objetivo de desenvolver um modelo experimental de LTA que melhor
mimetize a infecgao natural pela L. braziliensis, camundongos BALB/c foram
inoculados na derme da orelha com 10° parasitas, O desenvolvimento da lesao foi
observado semanalmente e, como mostrado na Fig 2A, os animais infectados
desenvolveram uma lesdo semelhante aquela encontrada em pacientes de area
endémica, céracterizada pela presengca de uma lesdo unica ulcerada, bem
delimitada, com bordas elevadas e fundo necrético. Como mostrado na figura 2B, a
lesdo apareceu na terceira semana apods a infeccdo, em média com 0,8 mm de
espessura. Na quinta semana apds a infecgdo, seu desenvolvimento chegou ao
maximo e sua espessura atingiu um milimetro, em meédia. Cerca de 90% dos
animais desenvolveram ulceragdo. Em seguida, a lesdo regrediu gradualmente e
curou espontaneamente de forma que, na sétima semana apods a infecgéao, néao foi
possivel observar a presenca da lesdo e a orelha do animal infectado apresentou
novamente a espessura de uma orelha nao infectada, com 0,3 mm, em média. Na
nona semana apods a infecgao, observou-se total cicatrizagéo da derme, indicando a

cura clinica.
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Figura 2. Curso do desenvolvimento da lesdo de camundongos BALB/C (grupo de
14 animais) infectados com 10° promastigotas de L. braziliensis na derme da orelha.
(A) Lesao unica ulcerada, bem delimitada, com bordas elevadas e fundo necrético
observada na quinta semana apés a infecgédo, (B) A orelha de 14 animais foram
mensuradas semanalmente. Média da espessura da lesao em mm +* desvio padrao

da média.
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6.2 A Carga Parasitaria na orelha difere da carga parasitaria no

linfonodo regional.

Determinamos a carga parasitaria nas 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 semanas
apos a infecgao, tanto na orelha infectada quanto no linfonodo regional, pelo ensaio
de diluicao limitante. Na orelha, observamos uma rapida expansao dos parasitas,
logo apds a segunda semana de infecgao (Fig. 3). Na quarta semana apos a
infecgdo, a carga parasitaria alcangou seu maximo, chegando a 102 parasitas por
orelha. O numero de parasitas permaneceu inalterado até a sexta semana apéds a
infecgdo e, em seguida, decresceu rapidamente. Na oitava semana apoés infecgéo,
os parasitas nao podiam ser mais detectados na orelha o que pode ser
correlacionado com a observagdo da cicatrizagao da lesao, na orelha infectada,
como mencionado anteriormente.

No linfonodo regional observamos que, na segunda semana apos infecgéo,
10* parasitas foram detectados, em média (Fig. 3). A partir deste ponto, a carga
parasitaria variou, em meédia, entre 10* e 10° parasitas e ndo podia ser
correlacionada com a presenca da Ulcera, observada na quinta semana apos a
infeccdo, ou mesmo com sua cicatrizagdo, observada na nona semana apoés a
infecgdo. Estes resultados indicaram que os parasitas persistem no linfonodo

regional mesmo apods a cura clinica do camundongo.
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Figura 3. Carga parasitaria de camundongos BALB/c infectados na orelha com 109
L. braziliensis. A carga parasitaria da orelha (barras vazias) e do linfonodo regional
(barras cheias) de 3 camundongos foi determinada por diluigao limitante. Os dados
apresentados (média + o desvio padrdo da média) sdo referentes de um

experimento representativo de trés experimentos independentes.

43



6.3 O infiltrado inflamatério foi constituido por células

mononucleares e polimorfonucleares.

Foram avaliadas as lesbes na segunda, quarta, sétima e nona semana
apos infecgao, pois sao representativos do inicio (segunda semana), pico do
desenvolvimento (quarta semana) e resolugao da lesao (sétima e nona semana). Em
geral, observamos que, durante o curso da lesdao, o infiltrado inflamatério foi
constituido por células mononucleares e polimorfonucleares (eosindfilos e
neutréfilos) com predominancia das células mononucleares. Observou-se na
segunda semana apds a infecgdo a presenca de um infiltrado focal com poucas
células, predominando células mononucleares, além da presengca de células
polimorfonucleares e de macrofagos parasitados (Fig. 4A e 4B), enquanto que, na
epiderme, observou-se a formagao da ulcera. Na quarta semana apoés a infecgao, o
infiltrado inflamatério foi nodular e denso, constituido de linfécitos, mondcitos e
neutrdfilos, observou-se um grande numero de células densamente parasitadas (Fig.

4C e 4D), a destruicao de midcitos e a vasculite foi observada.
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Figura 4. Corte histolégico da orelha de camundongos BALB/c infectados com 109
L. braziliensis. A. Duas semanas poés-infecgdo observa-se infiltrado inflamatério
moderado composto por polimorfonucleares e mononucleares (objetiva 10x); B.
Maior objetiva (objetiva 100x), do corte A evidenciando célula intensamente
parasitada (seta larga); C. Quatro semanas apds infecgdo observa-se infiltrado
nodular e denso (objetiva 10x); D. Maior aumento do corte C (objetiva 100x)

demonstrando a presencga de células parasitadas (seta).
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Na sétima semana apds a infecgdo, observou-se o inicio do processo de
reparagao do tecido e observou-se modificacdo dos tipos de células presentes no
infiltrado: embora ainda se observasse a presenga de células mononucleares,
polimorfonucleares e plasmdcitos os fibroblastos foram observados no local da
lesdao. Houve deposicao de matriz conjuntiva e uma diminuicdo do parasitismo (Fig.
5A e 5B). Observamos necrose do tipo fibrindide. O fechamento da lesao foi
claramente observado na nona semana apoés a infec¢gao, com uma matriz conjuntiva
densa e organizada (Fig. 5C e 5D). Neste momento, o infiltrado inflamatério
apresentou as mesmas caracteristicas da sétima semana apés a infec¢do, ou seja,
presenca de plasmdcitos, fibroblastos, polimorfonucleares e mononucleares. Além
disso, nao foi possivel detectar a presenca de parasitas neste periodo, o que esta
diretamente correlacionado com a carga parasitaria negativa (Fig. 3). Foi realizada
imunohistoquimica anti-leishmania na nona semana apdés a infec¢do que foi

negativa.
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Figura 5. Corte histolégico da orelha de camundongos BALB/c infectados com 105

L. braziliensis. A. Sete semanas poés-infecgdo observa-se infiltrado nodular denso
(objetiva 10X); B. Maior aumento de A. (objetiva 100X) evidenciando um infiltrado
com células parasitadas (seta), polimorfonucleares (seta vermelha) e fibroblastos
(cabega de seta), além da deposi¢cao de matriz (seta branca) (objetiva 10X); C. Na
nona semana apos-infecgdo observa-se o reparo tecidual com a deposi¢gao da
matriz;, D. Maior aumento de C (objetiva 100X) demonstrando um infiltrado
inflamatério com mononucleares (seta vermelha), polimorfonucleares (seta) e
fibroblastos (cabega de seta), a matriz conjuntiva esta organizada e nao foi

observado a presenga de células parasitadas.
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Para esta avaliagao morfométrica avaliagdo escolhemos laminas obtidas na
segunda, na quana e na nona semana apods a infec¢do por representarem,
respectivamente, o inicio, o pico do desenvolvimento e o fechamento da lesao. Pelo
programa de morfometria utilizado nao foi possivel diferenciar a morfologia das
células mononucleares, especialmente linfécitos e mondcitos, no modelo aqui
apresentado diferenciamos células mononucleares (linfocitos e mondcitos) de
polimorfonucleares e de plasmoécitos. Observamos que as células mononucleares
predominaram durante todo o curso da infec¢ao (Fig. 6), sendo elas mais
abundantes na quarta semana apds a infecgao, momento no qual a lesao
apresentou o pico do desenvolvimento. O numero absoluto de células
polimorfonucleares progrediu de maneira semeihante ao observado para as células
mononucleares (Fig. 6), e, também na quarta semana apéds a infecgao, observamos
a maior presenga destas células. Embora na nona semana apds a infecgéo
houvesse fechamento da lesdao e auséncia de parasitismo ainda permaneceu
elevado o nimero de células mononucleares e polimorfonucleares, e ainda nessa
semana foi detectada presenga de plasmdcito, constituindo cerca de 5% das células

mononucleares.

48



1200

N _1PMN

\% B Mononuclear
% 800- W Plasmécito
kst

()]

o

o

@ 400

£

3

c

0

2 4 9

Semanas Pos-infecgdo

Figura 6. Analise morfométrica do infiltrado inflamatério da lesao de um
camundongo BALB/c infectado com 105 L. braziliensis ap6s duas, quatro e nove
semanas de infeccao. Com duas semanas de infeccdo 54% da area do corte foi

avaliada, na quinta semana 22,4% da area do corte foi avaliada e na nona semana a

area avaliada do corte foi de 24,2%.
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6.4 Os anticorpos anti-Leishmania foram detectados a partir da

quarta semana apos a infeccao.

Anticorpos anti-Leishmania foram detectaveis, a partir da quarta semana apos a
infeccao (Fig. 7). A partir da sexta semana os niveis de anticorpos aumentaram e na
oitava semana apo6s a infecgdo observamos a OD maxima. Esses niveis se
correlacionaram com a presenga de plasmdcitos no sitio da infecgao, uma vez que a
partir da sétima semana de infecgdo essas células compdem o infiltrado inflamatdrio

(Fig.5).

20

0D 405nm
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Figura 7. Anticorpos IgG anti- Leishmania detectados por ELISA utilizando-se soros
de camundongos BALB/c infectados na orelha com 105 L. braziliensis (3
camundongos por grupo). Os dados apresentados (média + o desvio padrao da
média) sao referentes a um experimento representativo de trés experimentos

independentes. OD em 405 nm.
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6.5 Quimiocinas envolvidas na resposta imune Th1 foram

significativamente produzidas durante o desenvolvimento da lesao.

Para avaliar as quimiocinas envolvidas na diferenciacdo de ceélulas T e na
ativagao da atividade leishmanicida de macrofagos, o RNA total foi obtido do
linfonodo regional e submetido a RT-PCR. Como mostrado na Fig. 8A, a produgao
de CCL5/RANTES, envolvida na migragcao de diversas células do sistema imune
como linfécitos, eosindfilos, células NK e células dendriticas, acompanhou o curso
da infecgao, ou seja, sua expressao aumentou conforme a lesao se desenvolveu,
atingindo a expressao maxima na quarta semana apés a infec¢ao, e diminuindo com
a cicatrizagao.

CCL2/MCP-1, por sua vez, possui um importante papel na migracao de
mondcitos e macrofagos e, como mostrado na Fig. 8B, sua produgao aumentou
gradativamente a partir da segunda semana apds a infecgao e a maxima expressao
foi detectada na sexta semana apds a infecgao.

CCL3/MIP-1q e CCL4/MIP-1j3, quimiocinas envolvidas no recrutamento tanto
de mondcitos quanto de neutrdfilos, foram produzidas a partir da quarta semana
apos a infecgao. A expressao de CCL3/MIP-1q aumentou da segunda para oitava
semana de infeccao (Fig. 8C). Por outro lado, a expressao de CCL4/MIP-1f foi
mais elevada na quarta semana apos a infecgdo e esta expressao diminuiu com a
cura da lesao(Fig.8D).

Possivelmente, a maior expressao de quimiocinas recrutadoras de mondcitos
e macrofagos poderia ser correlacionada com a elevada carga parasitaria observada

no linfonodo regional, durante a quarta e sexta semana apos a infecgéo (Fig. 6B).
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Sendo assim, o recrutamento de células hospedeiras (macréfagos) para o linfonodo

poderia justificar a manutengao da carga parasitaria.
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Figura 8. Expressao de quimiocinas no linfonodo de camundongos BALB/c

infectados na orelha com 105 L. braziliensis (3 camundongos por grupo).O RNA total
dos linfonodos fol extraido e submetido a RT-PCR para amplificagdo de
CCL5/RANTES, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-13. Os dados
apresentados sdo de um experimento representativo de dois experimentos

independentes.
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6.6 IFN-y foi constantemente produzido no sobrenadantes de

cultura de células re-estimuladas in vitro.

A cura da LT é dependente do desenvolvimento de uma resposta Th1, a
falha no desenvolvimento de uma resposta Th1 anti-leishmania resulta na
progressao da doenga. Para avaliarmos a produ¢do de citocinas, envolvidas no
desenvolvimento de um padrdo Th1 ou Th2, por células T CD4" e CD8", as células
do linfonodo regional foram coletadas em diferentes pontos apos a infecgao e foram
re-estimulados in vitro com L. braziliensis. A presenca de IFN-y, IL-4 e IL-10 nos
sobrenadantes de cultura foi analisada por ELISA. Como controle, células de
animais nao infectados foram estimuladas in vitro com L. braziliensis e nao
apresentaram niveis detectdveis de citocinas pelo método utilizado. Observou-se
producao de iL-4 (Fig. 9A) e IL-10 (Fig. 9B), apds a re-estimulagdo in vitro, na
segunda semana apos a infecgdo, momento que antecedeu a ulceragdo da lesao.
Em seguida, os niveis de IL-4 e de IL-10 estavam abaixo do limite de detecgao. Nao
foi detectada a presenca de TNF-a. em culturas re-estimuladas com L. braziliensis.

De fato, observamos que a producao de IFN-y é elevada durante todo o
periodo da infecgao (Fig. 9C). A presenga de uma forte resposta Th1, caracterizada
pela presenca de IFN-y ja foi correlacionada com a resisténcia do hospedeiro a

infecgao, similar ao que observamos neste estudo.
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Figura 9. Producao de IL-4(A), IL-10(B) e IFN-y(C) por células mononucleares de
camundongos BALB/c infectados na orelha com 105 L. braziliensis (3 camundongos
por grupo). As células do linfonodo regional foram re-estimuladas na presenca de
promastigotas de L. braziliensis e as citocinas presentes nos sobrenadantes foram
dosadas por ELISA. Os dados apresentados representam os valores obtidos apos a

re-estimulagdo com parasita, subtraidos dos valores obtidos com meio apenas.
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6.7. IFN-y foi constantemente produzido por células CD4" enquanto

que a expressao de IL-4 e IL-10 acompanharam o curso da lesao.

O curso da infeccao com Leishmania é dependente do desenvolvimento de
células CD4 Th1 ou Th2 ap6s a infec¢ao, a produgao de IFN-y por células Th1 leva
ao controle parasitario enquanto a resposta Th2 estd associada a progressao da
doencga (revisado por SACKS & NOBEN-TRANTH, 2002).

No presente estudo, a expressao de IFN-y pelas células CD4" foi crescente
durante a infeccao e acompanhou o desenvolvimento e a posterior cura da lesao.
Como mostrado na Fig. 10, na segunda semana apds a infec¢ao, a frequéncia de
células T CD4" produtoras de IFN-y foi de 3,7% e na sexta semanas apds a
infeccao, esta frequéncia aumentou para 5,2%. Na oitava semana apods a infecgao,
apenas 2,77% das células expressaram essa citocina, ainda assim, esta frequéncia
era superior a observada no grupo controle (2,1%).

Em relagdo as citocinas do tipo Th2, a frequéncia de células T CD4"
produtoras de IL-4, IL-5 e IL-10 foi inferior a frequéncia de células T CD4" produtoras
de IFN-y (Fig. 10), no entanto, a frequéncia de células T CD4" produtoras dessas
citocinas foi maior na quarta semana apés a infecgao, o periodo no qual observamos
a ulceracédo da lesdao. Em meédia, 1,6% das células T CD4" expressaram IL-5, 2,5%
expressaram IL-4 e 2,8% expressaram IL-10. Sendo assim, a produgéo de citocinas
do tipo Th2, por células CD4+, poderia ser correlacionada com a ulceragédo da leséao
e a cicatrizacdo da mesma estaria correlacionada com a expressdo aumentada de

IFN-y por esta mesma populagao celular.
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Figura 10. Freqiiéncia de células T CD4" produtoras de IFN-y, IL-5, IL-4 e IL-10 em

camundongos BALB/c infectados na orelha com 10° L. braziliensis (3 camundongos
por grupo). As células foram incubadas com Brefeldina A antes da marcagéo. Os
numeros representam a porcentagem de células com sinal especifico para cada
citocina em relagéo ao sinal das células incubadas com o isotipo controle. Os dados
apresentados sdo de um experimento representativo de dois experimentos

separados.
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6.8. A populacao de células T CD8" expressa IFN-y em niveis

elevados.

As células T CD8" possuem um papel na resisténcia a leishmaniose por
mecanismos de citotoxicidade direta a macrofagos infectados (MULLER et al., 1991)
ou pela producgao de IFN-y que pode influenciar o desenvolvimento de uma resposta
Th1 (THOMAS et al., 2002).

Assim como observado na populagédo de células T CD4*, o IFN-y também foi a
citocina produzida em maior intensidade pelas células T CD8", durante o curso da
infecgao, quando comparado com as citocinas do tipo Th2 (Fig. 11). No entanto, a
expressao média de IFN-y por células T CD8" foi maior (7,1% x 4,2% em células T
CD4") e, além disso, esta expressao foi crescente durante o curso da infecgao.
Novamente, a freqiéncia méaxima de células produtoras de IFN-y foi observada, na
sexta semana apos a infecgdo, e esta frequéncia permaneceu bastante elevada
mesmo apds a cicatrizagao da lesdo. Estes resultados indicaram que, apesar da
cura clinica, uma populagao de células T CD8" altamente produtoras de IFN-y
permaneceu no linfonodo o que poderia estar correlacionado com a persisténcia dos
parasitas neste local.

A frequéncia de células produtoras de citocinas do tipo Th2, por sua vez,
acompanhou a frequéncia observada para as ceélulas produtoras de IFN-y e,
diferentemente, do observado para as células T CD4", a maior a expressao de IL5,
IL-4 e IL-10 aconteceu na sexta semana apos a infecgao (Fig. 11). Na oitava
semana apos a infeccdo, quando observamos a cicatrizagcdo da lesao (Fig.2A), a

frequéncia de células produtoras de IL5, IL-4 e |L-10 diminuiu.
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Figura 11. Freqiiéncia de células T CD8" produtoras de IFN-y, IL-5, IL-4 e IL-10 em
camundongos BALB/c infectados na orelha com 109 L. braziliensis (3 camundongos
por grupo). As células foram incubadas com Brefeldina A antes da marcagdo. Os
numeros representam a porcentagem de células com sinal especifico para cada
citocina em relagdo ao sinal das células incubadas com o isotipo controle. Os dados
apresentados sdo de um experimento representativo de dois experimentos

separados.
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7 DISCUSSAO

Neste trabalho desenvolvemos um modelo murino de infecgdo com L.
braziliensis apés a inoculagdo de 10° promastigotas na derme da orelha de
camundongos BALB/c. A partir deste tipo de infecgao, utilizando a via intradérmica
de infec¢do e um indculo menor de parasitas em relagdo aos modelos anteriores
utilizando L. braziliensis, observamos que esta linhagem de camundongos é
resistente a infecgdo. Como demonstrado anteriormente (NEAL et al., 1983; CHILDS
et al., 1984), diversas linhagens de camundongos sao naturalmente resistentes a
infeccdo com L braziliensis, mesmo quando infectadas com altos inéculos (10’
promastigotas) e por sitios diferentes de infecgao (pata, cauda, ou nariz). Em todos
0s casos, o parasito promove o desenvolvimento de uma pequena lesao que regride
espontaneamente.

A manifestacao clinica tipica da LTA € uma les@o unica com ulceragéo, bem
delimitada, com bordas elevadas e fundo necrético (LLANOS-CUENTAS et al., 1984;
JONES et al., 1987). A lesdo pode curar espontaneamente e o tratamento com
antimonial acelera o processo de cura (MARSDEN et al., 1984). Nas les6es curadas
- observa-se a completa re-epitelizagcao do tecido com presenga de fibrose e reducao
do infiltrado inflamatério (BLIDDLESTONE et al., 1994). No modelo aqui descrito,
observamos no sitio do indculo, o gradual aparecimento de uma lesdo, semelhante a
descrita em humanos, a qual ulcerou e, em seguida, apresentou cura espontanea.
Este é o primeiro modelo experimental murino capaz de reproduzir as caracteristicas
clinicas naturais da LTA (formacéo de Ulcera e cura espontanea) apds a infecgdo

com L. braziliensis.
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Ao avaliarmos a carga parasitaria na orelha, observamos que o surgimento da
lesdo e sua cicatrizacao estao diretamente relacionados com o aumento e com a
posterior diminuicdo no numero de parasitas na orelha. Esses dados estdao de
acordo com trabalho de TITUS e colaboradores (1985) que demonstraram que a
carga parasitaria no sitio de infecgao relaciona-se com a susceptibilidade do animal.
A analise histopatoldgica, das lesdes de camundongos BALB/c infectados com L.
braziliensis, mostrou que a progressao da lesao € acompanhada por um aumento de
células parasitadas, as quais desaparecem durante o processo de cicatrizacao da
lesdo. RIDLEY & RIDLEY (1983) demonstraram a presenc¢a de um infiltrado rico em
macrofagos durante a infecgao por diferentes espécies de Leishmania sp. e a
presenca de um infiltrado inflamatério pronunciado foi proporcional a carga
parasitaria. A LCL apresenta uma lesao granulomatosa, formada por um infiltrado
linfocitario e um numero variavel de células epitelidides. Este granuloma se estrutura
a medida que a lesao perdura. MAGALHAES e colaboradores (1986) propuseram
uma classificagao morfolégica para a LT: entre os quatro padrbes propostos, o de
melhor prognéstico foi observado quando a lesao pertencia ao padrao de “Reagéao
Exsudativa e Granulomatosa’. Neste trabalho, nés observamos a cura da lesao
mesmo sem a formac¢do de um granuloma, porém observamos a presenca de um
infiltrado rico em linfécitos e macrofagos, ou seja, as células capazes de controlar a
infecc@o estao presentes, mas ndo se encontram organizadas de uma forma padrao.
De fato, o controle da infec¢do mesmo sem a formagéao de granuloma foi observado
em outros modelos experimentais para LT utilizando L. amazonensis, L. major, L.
braziliensis (ANDRADE et al., 1984; LEMOS DE SOUZA et al., 2000; TEIXEIRA et

al., in press).
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O infiltrado inflamatério apresentou, durante a infecgdo, células
polimorfonucleares, as quais poderiam ser recrutadas pela presenga de CXCL1/KC,
uma quimiocina recrutadora de neutréfilos, detectada na orelha infectada durante a
evolugao da infeccao (dados nao mostrados). Dentre os polimorfonucieares, os
neutrofilos sao as células que primeiro migram para o sitio de infecgédo e funcionam
como células efetoras primérias capazes de fagocitar a leishmania (PEARSON &
STEIGBIGEL, 1981; CHANG et al.,, 1981). A presenca de neutrdfilos foi descrita
principalmente em iesdes agudas, mas também é observada em lesdes cronicas de
pacientes com Leishmaniose Tegumentar (ANDRADE et ai., 1984; GRIMALDI et al.,
1984). LIMA e colaboradores (1998) relataram a importante paricipacao dos
neutréfilos no controle inicial da carga parasitaria € na disseminagao dos parasitas
na LT causada por L. major, tanto em camundongos susceptiveis (BALB/c) quanto
em camundongos resistentes (C57BL/6). A participagdo dos neutrdfilos foi
particularmente mais significativa nos camundongos resistentes. Da mesma
maneira, neutrofilos ativados por CD28 inibem o crescimento de L. major em
macrofagos infectados por uma via dependente de IFN-y e secretam quimiocinas
recrutadoras de células T CD4", ou seja, os neutréfilos tém uma participagdo na
resposta imune anti-Leishmania, precedendo o desenvolvimento da resposta de
células T especificas (VENUPRASAD et al., 2003). Por outro lado, os neutrdfilos
infectados por L. major podem ser fagocitados por macréfagos e,
conseqiientemente, silenciar a resposta imune adaptativa (LASKAY et al., 2003). A
infeccdo de neutrofilos pela L. major desencadeia o mecanismo de apoptose do
neutréfilo que, em seguida, é reconhecido e fagocitado por macréfagos. A fagocitose
de PMNs apoptéticos ndo ativa os mecanismos microbicidas de macrofagos

favorecendo a sobrevivéncia e a multiplicagdo do parasita (LASKAY et al., 2003).
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Por meio da analise morfométrica observamos que o nimero de PMNs acompanhou
0 numero das células mononucleares durante o curso da lesdo e é possivel supor
que as células PMNs contribuem para a resolugao da lesdo, sem a formagédo do
granuloma.

A coordenagao de uma resposta imune eficiente necessita do reconhecimento
de patdogenos e da subseqiente ativagdo de células da resposta imune com a
liberagao de mediadores soluveis da imunidade. A imunidade inata é capaz de
r'apidamente limitar a disseminacao de patdégenos e de preparar o sistema imune
adaptativo para a eficiente eliminagao do patégeno, sendo crucial durante a primeira
fase de resposta (COOPER et al., 2004).

Na segunda e terceira semana apds a infeccao observou-se, no sitio da
infecgao, a presenga de células com fendtipo NK1.1 o qual corresponde as células
NK (dados nao mostrados). As células NK, por produzirem IFN-y, apresentam um
importante papel na diferenciagcdo da resposta imune para o tipo Th1 na
leishmaniose e, consequentemente, no desenvolvimento de uma imunidade
protetora contra L. major (SCHARTON & SCOTT, 1993). A presenca de células NK
no sitio da lesdo, no inicio da infecgdo, fortalece que o modelo proposto é de
resisténcia a infeccao por L. braziliensis.

A interagao resposta imune inata e resposta imune adaptativa ocorre no
linfonodo. No linfonodo regional observamos a expressao de CCL5/RANTES durante
todo o curso da infecgdo enquanto que a expressao de CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a
e CCL4/MIP1-B foi marcante a partir da quarta semana ap6s a infecgdo. Muitos
estudos enfatizam o papel de quimiocinas em respostas inflamatérias contra
inumeros agentes infecciosos, entre eles a Leishmania sp. (CHENSUE, 2001).

Ensaios de quimiotaxia in vitro mostram que quimiocinas da subfamilia C-C (como
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CCL2/MCP-1,  CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP1-3 e CCL5/RANTES) atraem
preferencialmente mondcitos e macréfagos (FURIE & RANDOLPH, 1995). Tanto
CCL2/MCP-1 quanto CCL5/RANTES sao envolvidas no recrutamento de
macrofagos e células dendriticas (SCAPINI et al., 2000). Estas quimiocinas,
portanto, podem recrutar células que, por sua vez, podem contribuir para a
fagocitose do parasita e a sua destruicao ou facilitar sua permanéncia no linfonodo,
pois as mesmas células capazes de destruir o parasita, podem ser responsaveis por
alberga-los.

As quimiocinas CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP1-B sao produzidas por macréfagos
e neutrofilos (KASAMA et al.,, 1993; KASAMA et al.,, 1994) e tém efeito autécrino,
aumentando o recrutamento destes tipos celulares (APPELBERG, 1992). Por outro
lado, foi observado que a infecgao por protozoarios pode induzir a produgao de
ambas as quimiocinas resultando no recrutamento de células do tipo Th1 (SCAPINI
et al, 2000). Outros trabalhos também correlacionam a presenca de CCL3/MIP-1a.e
CCL4/MIP1-B, além de CCL5/RANTES, com a resposta celular do tipo Tht
(SCHRUM et al., 1996), em uma agao conjunta com IFN-y (DORNER et al., 2002).

Neste trabalho, detectamos a presenca de CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-ia e
CCL4/MIP1-B, no linfonodo regional, a partir da quarta semana de infecgao. E
possivel supor que estas quimiocinas participam no desenvolvimento de uma
resposta efetora contra o parasita a partir do recrutamento de macrofagos,
fortalecendo a resposta Th1 contra leishmania, que é predominante nesse modelo.

Ao avaliarmos o perfii de citocinas produzidas no linfonodo regional
observamos uma constante producdo de IFN-y. Esta producdo foi acompanhada
pela presenca de elevados niveis de IL-4 e IL-10 durante as primeiras semanas de

infeccdo, os quais diminuiram com a cicatrizagdo da lesdo. Quando o fendtipo
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dessas células foi avaliado, observamos que, tanto células T CD4" quanto células T
CD8" produzem IFN-y durante a infecgdo sendo que a frequéncia de células T CD8*
€ maior do que a freqiéncia de células T CD4". Como observado na re-estimulagdo
in vitro, a produgdo de IL-4 e IL-10 € maior durante as primeiras semanas apos a
infecgao.

A resposta imune associada com a cura da LTA, em modelos murinos,
envolve a produgao de IFN-y, o qual leva a ativagao de macrofagos, a produgéo de
oxido nitrico e a destruicao dos parasitas intracelulares (REINER & LOCKSLEY,
1995; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; SCOTT & FARRELL, 1998). Células T
CD4" que produzem IFN-y sdo absolutamente necessarias para a resisténcia a
infeccao pela Leishmania e células T CD8" possuem um importante papel no
desenvolvimento e manutencao da resisténcia (MULLER et al.,, 1993). O IFN-y
derivado de células T CD8" pode influenciar o desenvolvimento de células Th1 via o
aumento de produc¢ao de IL-12 por células dendriticas (THOMAS et al., 2002) ou
pela produgado de quimiocinas pré-inflamatérias (KIM et al., 1998; COOK et al.,
1999). Células T CD8" de camundongos infectados com L. infantum produzem
CCL3/MIP-1ac e CCL5/RANTES, quimiocinas envolvidas na resisténcia do
hospedeiro. A cura da leishmaniose, segundo DA-CRUZ e colaboradores (1994) e
AMARAL e colaboradores (2000) foi associada ao aumento da percentagem de
células T CD8" e, por conseguinte, a diminuicdo na relagdo CD4/CD8. A
susceptibilidade de camundongos BALB/c, segundo HILL e colaboradores (1989), e
devida a geragdo de células T CD4" que suprimem a geragdo ou expressdo da
imunidade anti-leishmania mediada por células T CD8".

Os camundongos C3H e C57BL/6, resistentes a infecgdo por L. major

apresentam diferentes perfis de resposta imune inicial: em camundongos C3H, a L.
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major induz uma rapida resposta imune associada a uma elevada produgao de IFN-
v e auséncia de IL-4. Apds 3 dias de infecgao, uma significativa resposta de células
NK pode ser detectada no linfonodo regional e essas células sdo as primeiras a
produzir IFN-y (SCHARTON & SCOTT, 1993). Em contraste, camundongos
C57BL/6 apresentam uma resposta inicial caracterizada pela presenga de IL-4 que
é substituida pela produg¢ao constante de IFN-y (SHANKAR et al., 1996).

Neste trabalho, a ulceragao pode estar associada a lesGes vasculares. O
TNF-a € uma citocina reconhecida por promover alteragbes vasculares e foi
detectada por RT-PCR no sitio da infecgao (dados ndo mostrados). A vasculite foi
observada por histopatologia na quarta semana de infeccao e foi observada
concomitante com a produgao mais acentuada de IL-4 e IL-10. Por outro lado, a
constante produ¢ao de IFN-y & capaz de controlar o crescimento do parasita,
levando a cicatrizagdo e cura clinica. Sendo assim, é possivel supor que a
participacao de células NK no inicio da infec¢ao contribui para o desenvolvimento de
uma resposta Th1. Em seguida, a presenga de células T CD8" e de quimiocinas
recrutadoras de mondcitos e envolvidas na diferenciagdo de células T e na
potenciagdo da atividade leishmanicida de macréfagos auxiliam no fortalecimento da
resposta Th1, assim como a participagao dos neutrdfilos no local na lesao,
favorecendo a eliminagdo do parasita. No entanto, a eliminagao do parasita sé
ocorre no sitio da infecgao, enquanto que, no linfonodo regional, estes sao capazes
de persistir durante todo o curso da infecgao. O equilibrio entre parasita e
hospedeiro & benéfico para o hospedeiro, pois a persisténcia do parasita esta
associada ao desenvolvimento de memdria imunolégica. Porém a reativagao da
doenca é possivel se o equilibrio parasita-hospedeiro for quebrado. Uma das

caracteristicas da infeccdo por L. braziliensis € a capacidade do parasita de
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disseminar para diferentes partes do corpo, em particular a mucosa nasofarigea, que
ocorre anos apds a cura clinica da LTA; a capacidade para metastase e a
persisténcia do parasita estdao intimamente ligados (RAMIREZ & GUEVARA, 1997).
A reativacao da LTA ocorre em individuos imunocompetentes e pode ser precedida
por um evento de imunossupressdo como a administragao de drogas ou a infecgao
por HIV. Na LTA, a presenca do parasita, apds o tratamento e cura clinica, ja foi
observada tanto pela deteccdo do DNA do parasita em sangue periférico como pela
sua deteccado na cicatriz da lesdo e no tecido linféide (DELGADO et al., 1996;
RAMIREZ & GUEVARA,1997; SCHUBACH et al., 1998; MENDONGCA et al., 2004).

Os mecanismos envolvidos na persisténcia do parasita, ou seja, na falha do
hospedeiro em eliminar completamente o parasita, estao mais bem estudados no
modelo experimental de infeccao com L. major. Neste caso, o parasita persiste no
linfonodo apdés a cura clinica seja ela espontanea ou apds o tratamento
quimioterapico (AEBISCHER et al., 1993). Trinta a quarenta por cento das células
que albergam a Leishmania sao macrofagos ou células dendriticas e 70-60% destas
células sdo negativas para produgao de Oxido nitrico sintase e para a presenca de
marcadores de macréfagos, granuldcitos, células endoteliais e células dendriticas
(STENGER et al.,, 1996). BOGDAN e colaboradores (2000) demonstraram, em
camundongos resistente a L. major, a co-localizagao dos parasitas em fibroblastos,
sugerindo um mecanismo de escape do parasita na fase latente da doenga. Neste
caso, os parasitas persistem, mas sua multiplicagdo é controlada por macrofagos
vizinhos que séo efetivos na destruicao de Leishmania residente em fibroblastos,
estabelecendo assim um balancgo entre parasita e hospedeiro na fase crénica.

Por outro lado, as células T regulatérias tém sido descritas como uma

populacdo de células T CD4" capaz de controlar uma resposta imune excessiva
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contra patégenos ou auto-antigenos (THOMPSON & POWRIE, 2004). Existem
evidéncias em infecgdes clinicas e experimentais, incluindo Pneumocystis carinii
(HORI & DEMENGEOT, 2002), Candida albicans (MONTAGNOLI et al., 2002), e L.
major (BELKAID et al., 2002) em murinos e Helicobacter pylory (LUNDGREN et al.,
2003) em humanos, que as células T regulatérias suprimem fung¢des efetoras e
contribuem, parcialmente, para a persisténcia do parasita. Tanto em camundongos
quanto em humanos, células T regulatérias CD25" secretam altos niveis de IL-10 e
TGF-B. A participagdo de células T regulatérias na persisténcia da L. major em
camundongos resistentes ja foi descrita por BELKAID e colaboradores (2002) e
MENDEZ e colaboradores (2004). Estes estudos sugerem que a célula T regulatéria,
durante a infecgao, promove um beneficio ao hospedeiro ndao somente por controlar
a severidade da inflamacao, mas também pela manutengcdo de uma infecgao
persistente. Essas células T regulatdrias, provavelmente, mantiveram a recirculagao
de células T de memodria, o que conferiu uma imunidade contra a re-infecgéao.

Neste modelo de infecgdao com L. braziliensis, a participagdao de células T
regulatérias bem como a presenca do parasita em fibroblastos nos linfonodos
regionais poderiam estar diretamente relacionada com a persisténcia do parasita e
resisténcia a re-infeccao. Neste sentido, dados preliminares mostram que animais
curados da infecgao por L. braziliensis sao resistentes contra o desafio com
parasitas na orelha contra-lateral (dados nao mostrados).

O modelo experimental de LTA aqui descrito se assemelha aos outros
modelos de resisténcia ja estudados, como os de infecgao de camundongos
C57BL/6 com L. major e camundongos A/J com L. amazonensis, jA que nestes
animais ha, respectivamente, cura espontanea e persisténcia do parasita. Porém,

nosso modelo difere dos outros modelos de LTA utilizando L. braziliensis tanto no
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método de infeccao empregado quanto na prépria manifestagdo clinica da doenga.
O fato de a inoculagao intradérmica levar a formacao de uma lesdo ulcerada,
semelhante a infec¢do natural, torna este um bom modelo para o estudo de outros
aspectos da LTA como, por exemplo, a leishmaniose muco-cutanea. Além disso, o
fato dos parasitas persistirem no linfonodo regional também abre a perspectiva de
utilizarmos este modelo para o estudo de imunidade e reativagao da doenga, como

observado em casos de trauma ou imunossupressao.
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9 CONCLUSAO

A inoculagao de L. braziliensis na derme da orelha de camundongos BALB/c leva

ao:

v desenvolvimento de uma lesao ulcerada, com bordas elevadas e fundo necrético

que cura espontaneamente.

v linfadenopatia regional e persisténcia do parasita em tecidos linfoides.

v desenvolvimento de uma resposta Th1
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ANEXO 1-Tabela com espessura da lesdo de cada animal

apos a inoculagdo com 10° L. braziliensis na derme da
orelha.

Semanas apés a infeccao

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Animal 1 0,2 03 02 04 03 04 02 03 02 03
Animal 2 0,2 1,1 1,1 11 13 12 08 07 03 02
Animal 3 0,2 05 05 05 05 05 05 03 02 03
Animal 4 0,2 06 06 06 04 05 04 04 03 04
Animal 5 0,2 03 03 03 05 04 04 02 05 07
Animal 6 0,2 69 09 09 07 05 04 03 03 0,3
Animal 7 0,1 04 08 04 13 04 04 03 02 02
Animal 8 0,2 08 12 08 14 04 04 02 02 02
Animal 9 0,2 14 13 14 12 09 05 02 03 04
Animal 10 0,3 06 08 06 08 04 03 02 02 03
Animal 11 0,3 16 11 16 16 14 10 08 07 0,6
Animal 12 (2 i1 1011 05 09 04 07 04 03
Animal 13 0,2 06 03 06 13 05 03 04 02 0,2
Animal 14 0,2 08 09 08 14 04 03 02 02 02
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Anexo 2-Tabela da avaliacao histopatolégica da lesao de
animais infectados com 10° L. braziliensis na derme da

orelha.

Dia de ]

Infeccdo  Ulcera Amastigotas Ninhos de amastigotas Tipo de inflamacdo Macréfagos

7 dias Ausente  ? Ausente Focal Poucos

14 dias Ausente  ? Ausente Focal Moderado

21 dias Presente 4+ Frequentes Difusa. Denso Frequentes

28 dias Ausente 2a3+ Raros - ocasionais Noduiar Frequentes

35 dias Presente 4+ Frequentes Nodular, Denso Freguentes

42 dias Ausente 3+ Raros Noduilar, Denso Frequentes

49 dias Ausente 4+ Frequentes Nodular Frequentes

63 dias Ausente ? Ausente Nodular Frequentes
ﬂifaegzéo Linfécitos Mondcitos Neutrdfilos Plasmacitos r:r:;ti.lzntiva 3ee ?r‘:i%z?g: °  Vasculite
7 dias Raros Raros Raros Ausente Ausente  Ausente Ausente
14 dias Raros Raros Raros Ausente Ausente  Ausente Ausente
21 dias Presentes presentes  Muitos Ausentes Ausente  Presente Ausente
28 dias Presentes presentes  Muitos Ausentes Ausente Presente Presente
35 dias Presente Presente Ocasionais Ausentes Ausente Presente Ausente
42 dias Presentes presentes  Muitos Ausentes Ausente Presente Presente
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