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RESUMO

Embora algumas espécies de Leishmania possam determinar varias formas de

doenga, existe usualmente uma relagdo entre a espécie infectante, e a
apresentacao clinica da enfermidade e natureza da resposta imune ao parasito.
A Leishmania braziliensis, por exemplo, costuma ocasionar uma forte resposta
imune celular e poucas lesées restritas a pele ou/e a mucosa, enquanto que a
Leishmania amazonensis pode causar uma forma muito grave da doencga,
conhecida como leishmaniose cutaneo-difusa (LCD), na qual ocorre uma
resposta imunolégica ao parasito deficiente e lesées disseminadas pelo corpo
do hospedeiro. E possivel que diferencas moleculares entre estas duas
espécies de Leishmania sejam responsaveis pela associagcdo da LCD apenas
com a infecgdo por L. amazonensis. Neste trabalho, foi investigada a
capacidade de moléculas de L. amazonensis em potenciar a infecgao por L.
braziliensis em camundongos BALB/c. A identificagdo e caracterizacao de
moléculas parasitarias supressoras podem servir de base para o
desenvolvimento de futuras estratégias de producdo de vacinas e
imunoterapicos.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea. Amastigota. BALBI/c.



SUMMARY

Although some species of Leishmania can determine several forms of illness,
exists usually a relation between the sort infectante, and the clinical
presentation of the illness and nature of the immune answer to the parasito. To
Leishmania braziliensis, by example, costuma cause a strong cellular immune
answer and few restricted wounds to the skin or/and to the mucosa, while that
to Leishmania amazonensis can cause a very grave form of the illness, known
as leishmaniose cutaneous-diffuse (LCD), in the which occurs an answer
imunoldgica to the parasito deficient and wounds disseminated by the body of
the hospedeiro. It is possible that differences moleculares between these two
species of Leishmania be responsible by the association of the LCD barely with
the infection by L. amazonensis. In this work, was investigated the capacity of
molecules of L. amazonensis in potenciar the infection by L. braziliensis in mice
BALB/c. The identification and caracterizacdo of molecules parasitarias
supressoras can serve of base for the development of future vaccines output
strategies and imunoterapicos.

Key-words: Cutaneous leishmaniasis. Amastigote. BALB/c
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1. INTRODUGAO

1.1 Alguns aspectos basicos da leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma zoonose causada pelas
espécies Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis, Leishmania
guyanensis do género Leishmania, sendo transmitida por insetos vetores do
género Lutzomya e tem como reservatorios mamiferos silvestres e animais
domésticos (SHERLOCK 1996). A LTA é endémica em muitos paises
tropicais, constituindo um grave problema de saude publica (GRIMALDI e TESH
1993). A doencga é registrada em quase todo o territério brasileiro, porém as
regides Norte, Nordeste e Centro-oeste concentram, atualmente, a maioria dos

casos (FUNASA 2000).

1.2 Desenvolvimento da leishmaniose depende de fatores do hospedeiro e

do parasito

Os parasitos do género Leishmania infectam células do sistema fagocitico-
mononuclear, produzindo lesées tegumentares e viscerais (RITTIG e BOGDAN
et al. 2000). Embora algumas espécies de Leishmania possam determinar
varias formas da doenca, ha usualmente uma nitida relagdo entre a espécie
infectante e a apresentacgéo clinica da enfermidade (COUTINHO et al. 1996a).
Algumas espécies de Leishmania possuem uma maior viruléncia, possivelmente
devido a capacidade de modular a resposta imune do hospedeiro através de

moléculas capazes de inativar componentes do sistema complemento, inibir a



fusdo do fagossomo ao endossomo ao serem fagocitadas por macrofagos e
estimular a producao de IL-4, (BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998; SCHILLING e

GLAICHENHAUS 2000). Estas moléculas estao discutidas na segao 1.5.

Estudos realizados com a linhagem de camundongos BALB/c demonstraram
que a susceptibilidade esta associada ao padrao de citocinas produzidas pelas
células T CD4". A producgéao de IL-4, no inicio da infec¢do por Leishmania major,
permite que o parasito desenvolva-se no interior de macréfagos, propiciando a
progressao da doenga (REINER e LOCKSLEY 1995). Em linhagens resistentes,
€ detectada a producado de IFN-y, capaz de ativar macréfagos, que eliminam o
parasito, desencadeando o processo de cura (LOCKSLEY et al. 1999). O

padrao de diferencia¢do das células T CD4" que leva a produc¢éo das citocinas

IFN-y e TNF-o responsaveis pela resisténcia a infecgées por microorganismos
intracelulares, € denominado Th-1. Por outro lado, o padrao de resposta Th-2,
representado pela producao de IL-4 e IL-10, esta relacionado a defesa do
organismo contra microorganismos extracelulares (MOSSI e COFFMAN 1995).
Muitos patdégenos sado capazes de interferir no perfil de resposta do hospedeiro,
estimulando um padrdao de resposta favoravel ao seu desenvolvimento

(MANGER e RELMAN 2000)

Um exemplo de polarizagao da resposta imune & o que ocorre na infecgao de
mamiferos por a Leishmania amazonensis e a Leishmania braziliensis. Uma
minoria de pacientes infectados com L. amazonensis manifesta uma forma
gravissima da doenca, a leishmaniose cutaneo-difusa (LCD), que esta

relacionada a uma resposta imunolégica deficiente ao parasito (COUTINHO et



al. 1996a). Esta forma nunca foi descrita em pacientes infectados por L.
braziliensis, que costuma ocasionar uma lesao restrita a pele e /ou a mucosa,

com poucos parasitos e forte resposta imune celular (BARRAL et al. 1995b).

Apos a cura de uma infecgao por Leishmania, o individuo pode adquirir protegdo
contra reinfecgdo, e em alguns casos a protecdo estende-se a outras espécies
de Leishmania (LIMA et al. 1999). Esta observagéo indica a possibilidade do
desenvolvimento de uma vacina. Varios estudos estio sendo feitos, utilizando
antigenos de Leishmania em imunizagdes, em experimentos para verificar a
imunogenicidade e o tipo de resposta celular estimulada, com resultados
promissores (VINHAS et al. 1994; SOONG et al. 1995; BEYRODT et al. 1997;

HABERER et al. 1998; PINTO et al. 2000).

1.3 A leishmaniose tegumentar humana — alguns aspectos gerais

Em seres humanos, a LTA pode manifestar-se inicialmente por aumento dos
linfonodos préximos ao local da picada do flebotomineo (BARRAL et al; 1995a).
As formas clinicas da LTA sao classificadas, de acordo com a localizagao das
lesdes, em: cutanea, cutaneo-mucosa e difusa. Conforme discutido acima, estas
formas clinicas ocorrem devido a fatores relacionados a espécie de Leishmania

e a resposta imune do hospedeiro (BOGDAN et al. 1996).

Diversos estudos com células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de
pacientes com leishmaniose cutanea tém demonstrado que o controle da

leishmaniose esta relacionado as células T, que ao serem ativadas podem



produzir citocinas capazes de induzir uma resposta eficiente na eliminagéo do
parasito, propiciando a cura do individuo, enquanto que as manifestacoes
clinicas graves envolvem a producdo de citocinas do tipo Th-2 ou a
exacerbacdo de uma resposta Th-1 (MAASHO et al. 1998; LOCKSLEY et al.

1999).

Forma cutanea

E a manifestagdo mais comum da LTA, sendo observada em cerca de 85% dos
pacientes (FUNASA 2000) . Caracteriza-se como uma ulcera de contorno
circular com bordas elevadas e recortadas, que quando nao existem infecgées
secundarias, € pouco exsudativa, sem tendéncia a sangramentos nem dor
(BARRAL-NETTO et al 1995b). Inicia-se no local da picada do inseto vetor apés
um periodo de incubagao de trés a oito semanas, com a formacdo de uma
papula que evolui formando a lesdo, que costuma estabilizar-se devido as
defesas do hospedeiro e curar-se espontaneamente (FALQUEIRO E SESSA
1998). Esta forma € usualmente relacionada a infecgbes por Leishmania
braziliensis e a outras espécies do complexo mexicana, e esta associada a uma
resposta mediada por linfécitos T CD 4* do subtipo Th-1, capaz de controlar a

infeccao (BARRAL-NETTO et al. 1995a; LOCKSLEY et al. 1999).

Experimentos realizados com PBMC de pacientes infectados, agrupados, de
acordo com o tipo de lesdo, em pacientes com tlceras ativas, lesées cronicas e
presenca de cicatriz, demonstraram, através de dosagem de citocinas do

sobrenadante das culturas, que a forma cutanea benigna é dependente de uma

resposta Th-1 produtora de IFN-y, citocina capaz de ativar macréfagos, os



tornando aptos a destruir o parasito (AJDARY et al. 2000). Por outro lado, as
culturas dos pacientes com lesdes cronicas produziram IL-4, citocina capaz de
inibir a resposta imune celular, permitindo a sobrevivéncia do parasito no interior

de macréfagos (RIBEIRO DE JESUS et al. 1998).

Forma cutédneo-mucosa

A forma cutaneo-mucosa é causada principalmente por Leishmania braziliensis.
Esta surge meses ou anos apos o desaparecimento de uma lesdo primaria
cutdnea, constituindo-se em lesdes secundarias destrutivas envolvendo
mucosas e cartilagens. As lesdes de mucosa instalam-se de preferéncia nas
vias aéreas superiores, acometendo as estruturas mais resfriadas pela
passagem do ar inspirado, especialmente do septo nasal. Os sintomas comuns
sdo: desconforto nasal, ardéncia, obstrucdo nasal, aumento da secregao,
formacgao de crostas escuras e sangramentos aos traumatismos (FALQUEIRO e

SESSA 1998) .

Menos de 5% dos pacientes desenvolveram a forma, e os fatores de risco para
o desenvolvimento dessa forma incluem histéria de multiplas lesdes cutaneas,
Ulceras cutaneas extensas abaixo da cintura e tratamento incompleto com
antimoniais no inicio da lesao primaria (BARRAL-NETTO et al. 1998).

A extensao das lesbes nao esta relacionada com o tempo de evolugdo da
doenga, que pode adquirir um carater agudo, com destruicéo de regiées da face
(nariz, labios) em poucos meses, ou cronico, com discretas perfuragdes no
septo nasal, sem comprometimento da aparéncia externa. Em ambos os casos

as lesdes sao progressivas, ndo ocorrendo cura espontanea (CARVALHO et al.



1994). As lesées ulcerativas mutilantes sdo desencadeadas devido a necrose
tecidual e podem levar o paciente a ébito em decorréncia a problemas
respiratorios, alimentares e a a¢éo secundaria de patdgenos, como bactérias e
fungos (COUTINHO et al. 1996a).

As lesbes apresentam poucos parasitos e a resposta celular a antigeno de
Leishmania costuma estar aumentada: pacientes com esta forma de
leishmaniose cutdnea geralmente possuem uma forte resposta mediada por
células T contra o antigeno do parasito caracterizada pelo resultado positivo no
teste intradermico de Montenegro, linfoproliferagdo elevada e alta produgao de
IFN-y por leucdcitos 'in vitro'. (GUTIERREZ et al. 1991; COUTINHO et al.

1996a).

Forma cutanea difusa

Denominada de hansenoide, a forma cutanea difusa € causada no nosso meio
por parasitos da espécie L. amazonensis (BITTENCOURT et al. 1992).
Caracteriza-se pela presenga de nddulos isolados ou agrupados, maculas,
papulas e placas infiltradas, que se disseminam aos poucos pelo corpo.

(CARVALHO et al. 1985).

As lesées possuem limites imprecisos, que lembram a hanseniase virchowiana
(FALQUEIRO E SESSA 1998). Nos individuos com esta forma de leishmaniose
existe a produgado de citocinas supressoras que inibem a destruicao do parasito

(COUTINHO et al. 1996b).



A depressao do sistema imune é especifica, havendo resposta ao teste de
Montenegro, sendo possivel através de andlise histopatolégica, a observagao
de macrofagos cheios de parasitos e pouco infiltrado linfocitario (COUTINHO et
al. 1998). Estudos linfoproliferativos demonstram a falta de resposta a antigenos
de Leishmania e producéo de citocinas IL-4 e IL-10 (CARVALHO et al. 1994;

VIEIRA et al. 1994).

1.4 Tratamento

O tratamento da LTA foi introduzido pelo médico brasileiro Gaspar Viana (1912),
utilizando o antimonial tartaro emético. Atualmente os antimoniais pentavalentes
tém sido utilizados como medicacdo de escolha por serem menos toxico. Sao
comercializados com os nomes de Pentostan® e Glucantime®, sendo este

ultimo o unico disponivel no Brasil (FALQUEIRO e SESSA 1998).

A posologia do medicamento em seres humanos difere entre as formas clinicas
da doenca e entre os individuos infectados, porém sabe-se que doses baixas e
irregulares contribuem para selecdo de clones de parasitos resistentes
(GRIMALD e TESH 1993). O medicamento causa muitos efeitos colaterais,
como dores epigastricas, mialgias, arritimias, reacdes de hipersensibilidade,
adinamia e anorexia (PEARSON et al. 2000).

Além disso, a droga nao pode ser utilizada em mulheres gravidas, € contra
indicada em pacientes com doencgas renais e/ou cardiacas e existem casos

refratarios (BARRAL-NETTO et al. 1995b).



Os pacientes que nao respondem ao antimonial sdo tratados com a anfotericina
B, um medicamento mais téxico, sendo necessario o monitoramento semanal
da funcao renal do individuo. Os principais efeitos colaterais séo: reagdes de
hipersensibilidade, hipopotassemia e nefrotoxidade. Seu uso exige
administracao parenteral, porém é efetiva na leishmaniose mucosa (BARRAL-
NETTO et al. 1995b).

A pentamidina € também uma segunda opgao terapéutica, porém causa efeitos
colaterais severos, como hiperglicemia ou hipoglicemia, cefaléia, nauseas,
hipotensao e formacdo de abscessos no local de aplicacdo das injecdes

(PEARSON et al. 2000).

As drogas utilizadas, atualmente, na terapéutica da LTA séo caras, toxicas e o
parasito costuma tornar -se resistente (MAYRINK et al. 1992). Além disso, os
tratamentos sao longos, precisam ser efetuados com acompanhamento médico
e nhao sao eficazes para muitos dos individuos que desenvolvem a forma
cutdaneo-mucosa e a difusa (GRIMALD e TESH 1993; BARRAL-NETTO et al.

1995).

Estudos imunoterapicos e com estimuladores da resposta imune, como o BCG
e citocinas, estdo sendo realizados em seres humanos, com base nos
resultados obtidos em modelos experimentais (PEARSON e SOUSA 1996). A
associacdo de IFN-gama e glucantime forneceu bons resultados por via
sistétmica em individuos com a forma cutdnea e mucosa resistentes ao

tratamento com antimonial (BADARO et al. 1990).



Outra forma de tratamento consiste na utilizacdo de drogas capazes de inibir
citocinas responsaveis pelo aumento das lesdbes como ocorre na leishmaniose
mucosa associado-a com um quimioterapico. No Brasil, estudos com a
pentoxifilina, droga capaz de inibir TNF-alfa, associada a terapia com
antimonial, foi capaz de curar pacientes com leishmaniose mucosa refratarios

ao tratamento convencional (LESSA et al. 2001).

Os trabalhos cientificos nesta area estdo produzindo resultados promissores, o
que estimula a busca por antigenos de Leishmania e adjuvantes moduladores
da resposta imune em modelos experimentais (WALKER et al. 1999;

AEBISCHER et al. 2000).

1.5 Relagao parasito, vetor e resposta do sistema imune do hospedeiro.

Os protozoarios desenvolveram estratégias complexas de evasado ao sistema
imune do hospedeiro, provavelmente utilizadas durante todo o processo de
infeccdo, promovendo a perpetuagdo no organismo. Em relagao a Leishmania,
evidéncias clinicas e experimentais indicam que, além de fatores presentes no
parasito e no hospedeiro conforme descrito acima, a saliva do vetor influencia a
evolugdo da doenga (LIMA e TITUS 1996). As falhas dos hospedeiros
vertebrados em controlarem a infecgdo podem estar relacionadas a dois fatores
principais: a habilidade da Leishmania em resistir as agdes microbicidas dos
macrofagos ativados e a inibicdo da resposta imune celular do hospedeiro

(GRIMALDI e TESH 1993).



A forma promastigota metaciclica da Leishmania, encontrada na saliva do
flebotomineo, é resistente ao sistema do complemento (NORONHA et al. 1998).
Isto ocorre, possivelmente, devido a presenga de glicofosfoglicano (LPG) na
membrana celular do parasito e da LPK-1 (proteina cinase de Leishmania)
(BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998). Estas moléculas ndo permitem a ligacao
adequada do complexo de ataque a membrana (MAC) ao parasito,
impossibilitando sua lise pelo complemento (BOGDAN et al. 1996). Estudos
com o LPG constataram que esta molécula também é responsavel pela ligagéo
do parasito a membrana dos macréfagos (PINTO et al. 2000).

Apos a penetragdo, o LPG inibe a fusdo do lisossomo ao fagossomo,
protegendo a forma promastigota das enzimas proteoliticas e do pH acido,
permitindo a transformagdo em amastigota, forma resistente ao baixo pH
(BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998).

Neutrofilos e macrofagos dispéem de dois mecanismos importantes para a
destruicdo da Leishmania, a formagao de superéxidos pelo complexo NADPH
oxidase e a sintese de o6xido nitrico catalisada pela enzima sintetase de 6xido
nitrico-2 (NOS-2) (MOSSALAY et al. 1999). As espécies de Leishmania séo
capazes de interferir em ambas vias através do LPG, inibindo a proteina cinase
C (PKC), enzima chave para a explosao oxidativa, impedindo sua translocacgao

do citossol para a membrana plasmatica (BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998).

Outra molécula importante para a modulagdo da resposta imune do hospedeiro
€ a LACK (receptor de Leishmania homologo a cinase C ativada), que é capaz
de ligar-se aos receptores Vo8 e VP4 presentes nas células T CD 4,

estimulando a produgéo de IL-4 (SCHILLING e GLAICHENHAUS 2000).



Além disso, 40 proteino-cinases expressas em grande quantidade na superficie
do parasito na fase de penetragdo no mamifero hospedeiro sdo capazes de
fosforilar componentes do sistema complemento, causando a inibicdo da via
classica e da alternativa (NORONHA et. al 1998). Um exemplo é a
metaloproteinase gp63, que é capaz de acelerar a conversdo do C3b para C3bi,
o qual funciona como fator opsonizante da Leishmania, facilitando sua
penetracdo no macréfago, sem que haja a ativagdo de substancias
microbicidas, através do receptor de complemento do macréfago (CR3)

(BRITTINGHAM et al. 1995).

A gp63 também atua protegendo o parasito da citdlise intralisossomal e da
degradacgéao, através de sua atividade proteolitica (McCONVILLE et al. 1987;

NORONHA et al. 1998).

Outra forma de escape € o estimulo por Leishmania major para a produgao de
citocinas inibidoras autécrinas por nas células de Langerhans, tornando estas
células ambientes seguros durante seu transporte para os linfonodos (LIMA et

al. 1999; MOSSALAY et al.1999).

As citocinas derivadas do macrofago que inibem a morte dos parasitos

fagocitados sdo o fator de transformacgao de crescimento (TGF-B) e a IL-10, que

suprimem células NK e as fun¢des microbicidas do macréfago. Foi demonstrada

a inducao da producao de TGB-f e IL-10 em cultura de macrofagos murinos

derivados de medula éssea por infeccdo pela Leishmania braziliensis e
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Leishmania major (BARRAL et al. 1995). Também ocorreu o aumento da
expressdo de TGF-f e IL-10 em cultivo de linfécitos periféricos de seres
humanos com leishmaniose cutanea cronica, causada por Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana ou com Leishmania major (BOGDAN e

ROLLINGNHOFF 1998).

Aplicacao intralesional de TGF-f em animais experimentais acarretou o
crescimento da lesdo, enquanto que a neutralizagdo desta citocina limitou o
crescimento, confirmando o efeito prejudicial desta citocina na infecgao por este
protozoario (BARRAL et al. 1995b; BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998).

Estudos com cepas da mesma espécie de Leishmania, porém de pacientes com
formas clinicas distintas, demonstraram um efeito oposto quando as cepas eram
incubadas com células mononucleares do sangue periférico. A cepa isolada de
paciente com leishmaniose cutanea difusa estimulou a produc¢do de [L-10,
enquanto uma outra isolada de um individuo com leishmaniose cutanea
(benigna) estimulou as mesmas células a produzirem IFN-gama (REINER e

LOCKSLEY 1995; BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998).

A ativagdo de linfocitos T CD 4', necessaria para o desenvolvimento da
resposta, requer a apresentagdo de antigenos pelo complexo principal de
histocompatibilidade classe I (MHC classe |l), presente nas células
apresentadoras de antigenos, e a interagao entre receptores co-estimulatérios
(B7/CD-28, CD-40/CD-40L) (DeSOUZA et al. 1995). As espécies de Leishmania
sao capazes de diminuir a expressao de MHC-Il causando sua destruigdo ou de

clivar o CD 4 através de gp63. Além disso, alguns parasitos sao capazes de
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inibir a expressao de B7-1, molécula co-estimulatéria presente na membrana do
macrofago, sem a qual esta célula ndo responde ao estimulo do IFN-gama

(BARRAL-NETTO et al. 1995a; BOGDAN e ROLLINGHOFF 1998).

Algumas espécies de Leishmania induzem a formagédo de uma resposta Th-2,
que permite seu desenvolvimento no hospedeiro, através de interagbes com
receptores das células que as fagocitam, causando o bloqueio da produgéo de
citocinas e outros mecanismos de escape ainda nao esclarecidos (PINTO et al.

2000).

1.6 Modelos experimentais murinos de leishmaniose.

Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram avangos no
entendimento da patogénese das leishmanioses. As linhagens existentes com
perfis imunolégicos distintos, a possibilidade de modificacées genéticas e a
similaridade com o homem (KAYLE et al. 1991), tornam estes animais
ferramentas importantes para a elucidagdo dos mecanismos de relacionamento

parasito hospedeiro em diversas doengas.

Os modelos experimentais murinos para o estudo da leishmaniose cutanea
esclareceram a importancia da regulagdo por linfécitos T CD4" na relagdo
parasito/hospedeiro, determinando a resisténcia ou susceptibilidade de uma
linhagem (MOCCI e COFFMAN 1995). Estas descobertas estdao sendo

aplicadas no estudo da infecgdo humana e o padrao de resposta imune tem se



mostrado semelhante ao da resposta imune murina (MENON e BRETSCHER

1998).

A linhagem BALB/c é a mais utilizada para estudo do perfil de susceptibilidade a
leishmaniose. Nos camundongos dessa linhagem, a depender da espécie de
Leishmania utilizada para infec¢do, a doenca pode tornar-se sistémica
causando a morte dos animais. As investigagbes da resposta imune desses
camundongos durante a infecgdo por Leishmania major permitiu definir o padrao
de producdo de citocinas conhecido atualmente como Th-2 (MOSMANN e

COFFMAN 1989; TORRENTERA et al. 2001).

Como mencionado na segdo 1.2, a resposta Th-2 consiste, inicialmente, na
producao de IL-4, citocina produzida por linfécitos T CD4"*, capaz de inativar os
mecanismos de destruicido do parasito, gerando macrofagos altamente

parasitados e aparentemente inativos (REINER e LOCKSLEY 1995).

Esta mesma espécie de Leishmania, quando inoculada em camundongos de
linhagem CBA, permitiu o estudo do padrao de resposta Th-1, que cursa com
producao de IFN-gama, o qual induz a lise do parasito e a cura da infecgao

(SOUZA et al. 2000).

Os estudos destas duas linhagens de camundongos, com perfil de resposta

imune opostas ao serem infectadas com Leishmania major, permitiriam fossem

pesquisados diversos protocolos de imunoprofilaxia e tratamento da infecgéo,
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visando a modulagdo da resposta imune e o desenvolvimento de vacinas

(SOMMER et al. 1998).

A espécie Leishmania braziliensis, em modelos experimentais murinos, nao
permite a demonstragdo do padrdo Th-2, pois as linhagens de camundongos
sao resistentes, desenvolvendo uma forma benigna de doenga que cura-se em

poucas semanas (DeKREY et al. 1998).

Estudos estdo sendo realizados com o objetivo de criar linhagens
geneticamente modificadas capazes de mimetizar a forma cutaneo-mucosa e a
disseminada da leishmaniose (TERABE et al. 2000). Estas formas de doenga
estdo relacionadas a infecgdo por L. braziliensis em seres humanos e sdo um

grave problema de saude publica (LIMA e TITUS 1996; DeKREY et al. 1998).

A espécie Leishmania amazonensis, encontrada nas Américas, causa doenga
severa na maioria das linhagens de camundongos (ALMEIDA et. al. 1996). Os
estudos tém demonstrado que o perfil de resposta imune nao corresponde ao
padrdao Th-2 observado nas espécies suscetiveis a Leishmania major (SOONG

et al. 1997, TERABE et al. 2000).

Camundongos geneticamente modificados para serem incapazes de ativar
células T CD4*, quando infectados com Leishmania amazonensis, nao
apresentaram lesdes, sugerindo que a formacao de ulceras e destruicdo de
tecido presentes no camundongo normal esta relacionado a ativacao de células

T CD4+ (TERABE et al. 1999). Alguns autores acreditam que a Leishmania



amazonensis seja capaz de induzir a presenga de linfécitos T CD 4" produtores
de linfocinas quimiotaticas para mondcitos, os quais sado células ideais para a
replicacdo da Leishmania (SOONG et al. 1997).

Outras investigagbes estdo sendo realizadas para a avaliagdo desta hipdtese,
utilizando camundongos da linhagem CB-7, com imunodeficiéncia severa
combinada (SCID), infectados com L. amazonenesis. Verificou-se que estes
animais nao desenvolveram lUlceras. Entretanto, ao receberem por via
intraperitoneal esplenécitos de C.B-7 normais também infectados, houve o
surgimento de ulceras algumas semanas apds a inoculagdo (TERABE et. al.
2000). Estes resultados demonstram o papel das células T CD4" na formacao
de ulceras em camundongos suscetiveis e torna a linhagem SCID interessante
para o estudo da leishmaniose cutaneo difusa humana (TERABE et al. 2000), a
qual cursa com a formagao de multiplos nédulos cutdaneos ndo ulcerados.
Outras espécies de Leishmania estdo sendo pesquisadas em modelos
experimentais murinos, contribuindo para o esclarecimento da imunidade a
estes parasitos e favorecendo o desenvolvimento de terapias mais eficazes

contra a doenca e vacinas (CHANG e McGWIRE 2002).

1.7. Estudo da resposta imune a antigenos de Leishmania.

Uma importante questdo nas leishmanioses € a caracterizagdao de antigenos
dos agentes etiolégicos capazes de ativar seletivamente uma resposta Th-1,
gerando protecao para o hospedeiro (BEYROLT et al. 1997).

Estudos em seres humanos e modelos animais tém indicado a possibilidade do

desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose. A linhagem de



camundongos BALB/c costuma ser utilizada nestes estudos, por estes serem
susceptiveis a infecgbes por Leishmania amazonensis e por Leishmania major e
resistentes a Leishmania braziliensis (SOUZA et al. 2001). A cura da doenca
pode ser induzida nesses animais por uma variedade de tratamentos, incluindo
a injecdo de parasitos mortos, atenuados, lisados ou antigenos purificados do
parasito (KAYLE et al. 1991). Nestas condigcdes, a producéo de citocinas reflete
uma expansao da resposta protetora Th-1 (SOONG et al. 1995; HABERER et

al. 1998).

Alguns trabalhos tém descrito a indugao de protegdo em modelos experimentais
de susceptibilidade a infeccdo através da inoculagdo de parasitos mortos
(POMPEU et al. 1992). O protocolo consiste em duas ou trés doses destes por
via intraperitonial ou intravenosa e posterior infecgdo com parasitos vivos da
mesma espécie. Em experimentos desta natureza com Leishmania
amazonensis, observou-se uma prote¢ao parcial, em que camundongos BALB/c
imunizados desenvolveram lesdes pequenas no local da infec¢gdo e néo houve

disseminacgdo da doenca, ao contrario dos animais controle.

Outra forma de controle da infecgdo consiste na protecdo cruzada. Este
fendmeno evidencia-se pela capacidade de uma infec¢do por Leishmania
resolvida (curada) conferir resisténcia a uma reinfecgdo nao apenas por
parasitos da mesma espécie, mas também por parasitos de outras espécies de
Leishmania. Isto pode ser observado em camundongos BALB/c infectados por
Leishmania braziliensis. Apds a cura, estes camundongos ndo desenvolvem

doenga ao serem inoculados com Leishmania major (LIMA et al.1999).
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Estes resultados confirmam a presenca de antigenos, em algumas espécies do
protozoario, aptos a estimular uma resposta protetora e a possibilidade de
utiliza-los em vacinas e imunoterapicos, e justificam o estudo da
imunogenicidade e da capacidade de protegdo de antigenos purificados, a

exemplo dos descritos nos paragrafos abaixo.

Em 1987, Mcconville e colaboradores utilizaram um protocolo de vacinagéo,
através do qual camundongos BALB/c foram injetados com LPG purificado de
promastigota de Leishmania major e incorporados em lipossomos, por via
intraperitoneal, em duas aplicagbes. Os animais foram posteriormente
desafiados com parasitos vivos da mesma espécie. Os animais vacinados, ao
contrario do grupo de animais controle, ndo desenvolveram a doenca,
demonstrando o efeito protetor deste antigeno. Outros autores relataram a
capacidade do LPG de promover a ativagado de linfécitos de individuos com
LTA, causada por Leishmania braziliensis, em ensaios de linfoproliferagéao in
vitro (MENDONCA et al. 1991). A analise por citometria de fluxo dos linfocitos
que proliferaram evidenciou um predominio de células CD4* (RUSSO et al.
1992; VINHAS et al. 1994). O efeito protetor conferido pelo LPG esta
relacionado com a capacidade deste antigeno em estimular a produgao de IFN-

gama (VINHAS et al. 1994; RAFATI et al. 1997).

Protocolos semelhantes foram utilizados para o estudo da gp 63. Contudo, nédo
ocorreu linfoproliferagdo em células de pacientes e de camundongos infectados,
estimuladas com este antigeno. Os autores atribuem estes resultados a acéo

proteolitica desta glicoproteina, porém nao descartam sua participagdo nos
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estudos imunoprofilaticos. Nos estudos de imunizagéo, a gp-63 induziu uma

protecdo menor que a LPG (MENDONCGCA et al. 1991; VINHAS et al. 1995).

A maioria dos trabalhos de imunizagdo costuma utilizar antigenos de
promastigotas, sendo poucos realizados com antigenos de amastigotas. No
entanto, esta forma é responsavel pela disseminagao da infec¢do no organismo
infectado, penetrando e sobrevivendo nos macréfagos (RAFATI et al. 1997,

BEYROLT et al. 1997; PINTO et al. 2000).

Um estudo utilizando amastigotas de Leishmania pifanoi consistiu em trés
injegdes de antigenos purificados desta forma evolutiva, em camundongos
BALB/c, e posterior infec¢do com esta espécie e com Leishmania amazonensis.
Um dos antigenos estudados, o antigeno P8, foi capaz de induzir proteg¢éo
contra ambas infecgdes. Ensaios de linfoproliferagdo e dosagem de citocinas
destes animais indicaram estimulagao de células T CD 4" e a produgéo de IL-2
e IFN-gama. O antigeno P8 também induziu proliferacdo de células
mononucleares de seres humanos com LTA ativa e de individuos infectados por

Leishmania braziliensis curados (COUTINHO et al. 1996b).

A comparacgao da resposta de células mononucleares de individuos infectados
com Leishmania major ao estimulo com antigenos de amastigota e
promastigota indicou uma resposta mais intensa aos antigenos da primeira
(RAFATI et al. 1997). Os antigenos da fase amastigota proporcionaram uma
melhor indugcdo de resposta protetora (Th-1), justificando a continuidade de

trabalhos utilizando - os (HABERER et al.1998; PINTO et al. 2000).



1.8 Cultivo axénico de amastigotas

A utilizagdo de formas amastigotas de Leishmania em pesquisas € muito
importante para elucidagao de fatores relacionados a interacdo entre o parasito
e hospedeiro, na imunidade ao parasito, e na caracterizagdao molecular desta
forma, visando o desenvolvimento de imunoterapicos (AI-BASHIR et al. 1992;

BALANCO et al. 1997).

Antigamente, os estudos envolvendo amastigotas dependiam do isolamento e
purificacdo dessas formas, oriundas de animais de laboratorio, ou do cultivo in
vitro em culturas de células murinas ou caninas de linhagem tumoral ou de
células linhagem macrofagica. Essa purificagdo consome muito tempo e sempre
envolve o risco de contaminagdo com material do hospedeiro (AI-BASHIR et al.

1992).

A utilizacdo de culturas axénicas para obtencdo de amastigotas tornou-se uma
alternativa util para facilitar as pesquisas dessa forma parasitaria. Diversos
protocolos para obtengdo destas formas, visando rapidez na purificacdo e a
producdo em massa de amastigotas com morfologia e composi¢cdo molecular
semelhante aquelas encontradas nos mamiferos, vém sendo estudados (AL-

BASHIR et al. 1992; HODGKINSON et al. 1996).

Os primeiros estudos sobre a transformacgao de promastigotas em amastigotas

em cultivo axénico foram realizados por Trager em 1953. Os estudos
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baseavam-se no aumento da temperatura de cuitivo, porém o tempo de
transformagdo era muito longo, durando mais de 40 dias (AI-BASHIR et al.

1992).

Atualmente os protocolos para transformacgao utilizam menos tempo de cultivo,
associando-se a diminuicdo do pH do meio ao aumento de temperatura
(HODGKINSON et al. 1996; TEXEIRA et al. 2002). Além disso, verificou-se que
existem diferencas de meio de cultivo ideal para as diferentes espécies de

Leishmania (AL-BASHIR et al. 1992; BALANCO et al. 1997; SAAR et al. 1998).

A transformacgao morfolégica de promastigotas em amastigotas e a capacidade
destes ultimos em infectar animais e macrofagos sao evidéncias do sucesso da
transformacédo (AL-BASHIR et al. 1992). Além disso, ha compartiihamento de
antigenos, pelo menos parcial, entre as formas amastigotas obtidos nos cultivos
axénicos e as amastigotas provenientes de células, ocorrendo a expressao de
proteinas especificas de amastigota, e auséncia de expressdao de moléculas
especificas da forma promastigota, nos cultivos de amastigota axénica

(HODGKINSON et al. 1996; SAAR et al. 1998).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a existéncia de moléculas de Leishmania amazonensis potenciadoras

da infecgdo e caracteriza-las parcialmente.
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2.2. Objetivos especificos

a. Avaliagcdo da capacidade do lisado de amastigotas de L. amazonensis em
alterar o desenvolvimento da lesdo induzida por L. braziliensis em

camundongos da linhagem BALB/c.

b. Caracterizacao parcial a nivel molecular das fragdes do lisado de amastigota
de L. amazonensis responsaveis pelo efeito potenciador da infecgdo por L.

braziliensis.

3. RELEVANCIA

A identificacdo de moléculas moduladoras de origem parasitaria e sua

caracterizacao molecular podem servir de base para o desenvolvimento de

futuras estratégias de producdo de vacinas ou imunoterapia, tanto para a

leishmaniose tegumentar quanto para a visceral.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS E PARASITOS

Foram utilizados camundongos BALB/c com aproximadamente trés meses de

idade, oriundos do Biotério do Centro de Pesquisa Gongalo Muniz - Fundagéo
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Oswaldo Cruz. Todos foram mantidos em condigées ambientais adequadas e
receberam racgdo balanceada e agua ad /ibitum. Os procedimentos realizados

com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica da FIOCRUZ.

As espécies de Leishmania utilizadas no experimento foram isoladas de
pacientes e identificadas como L. amazonensis (MHOM/BR88/BA-125 Leila
strain) e L. braziliensis (MHOM/BR/3456). Estas foram mantidas em golden
hamsters ou camundongos BALB/c. Ao serem isoladas destes animais, elas
foram cultivadas em meio Schneider’'s para Drosophila (Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri, EUA), contendo 125ul/ml de gentamicina, pH 7.2,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Hyclone Laboratories,
Logan, UT, USA) para L. amazonensis ou 20% de SFB para L. braziliensis, a 22

°C.

4.2. CULTIVO AXENICO DE AMASTIGOTA

As formas axénicas foram obtidas segundo protocolos desenvolvidos em nosso
laboratério (TEIXEIRA et. al. 2002). Resumidamente, formas promastigotas de
cultura foram cultivadas por sete dias em meio Schneider com 10 % de SBF, a
32° C, pH 5,4, para a espécie L. amazonensis ou por trés dias, em Schneider
com pH 5.4, com 20% de SBF, a 34°C, para L. braziliensis.

Depois de finalizado o tempo de cultivo, 97 a 99% dos parasitos correspondiam
a formas imoveis e aflageladas. Os parasitos foram lavados trés vezes com
salina estéril, através de centrifugagdo a 1500 g, ajustados para 5 x 10" por ml e

conservados a -70° C.
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A infectividade, a viabilidade e as caracteristicas antigénicas dos amastigotas
de cultivo axénico foram objetivo de outro estudo, que demonstrou similaridades
desses amastigotas com a forma amastigota presente nos mamiferos

hospedeiros (SAAR et al. 1998)

4.3. PREPARO DOS LISADOS DE Leishmania

Amastigotas de cultivo axénico foram quebrados por ultra-som (5 ciclos de 40
segundos, freqiiéncia de ondas 20 e intensidade 2), a 4° C, em condigbes
estéreis, na concentragdo de 5x10” amastigotas por ml de solugéo salina. Apds
a sonicagdo, os lisados foram aliquotados e estocados a — 70° C até o momento

do uso, quando foram homogeneizados através de nova sonicagéo.

4.4. DOSAGEM DE ENDOTOXINA BACTERIANA NOS LISADOS DE

Leishmania E NOS DILUENTES

A dosagem de endotoxina foi realizada através do “kit” comercial QCL-100
(Biowittaker, MD, EUA) que se baseia na interacdo de endotoxina bacteriana
com uma enzima do amebocito do Limulus polyphemus,. O resultado é consiste
na alteracdo de cor de um substrato, caso haja endotoxina bacteriana na
amostra, através de leitura em espectofotometro com filtro de 410 nm. As
amostras das substancias listadas na tabela |l foram colocadas em tubos
estéreis contendo 50 pul do lisado de amebécito de Limulus incubadas por 10
minutos a 37 °C, apés a incubacao foi adicionado 100 pl da solugao de

substrato “Kit”, e realizada nova incubag¢do por 6 minutos a 37 °C. Este mesmo
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procedimento foi utilizado para o controle negativo contendo salina estéril e para
o controle positivo, que se constitui em endotoxina bacteriana de E. coli em
quatro concentragées de modo a permitir a construcédo de uma curva padrao,
utilizada com auxilio de uma equagédo de regressao linear para calcular as

concentragdes de endotoxina bacteriana presente nas amostras testadas.

4.5. PRECIPITAGAO DE ENDOTOXINA E FRAGAO HIDROFOBICA COM

TRITON X-114

Aos lisados de L. braziliensis e L. amazonensis foram acrescentados 10%
(concentracédo final) de octylphimoxypolyethoxethanol (Triton X-114, Sigma
Bioscience™, MO, EUA) pré-lavado através de trés centrifugagées com salina. O
Triton X-114 € um detergente, facilmente precipitavel a temperatura de 4° C,
promovendo assim a separagdo de substancias hidrofébicas e anfifilicas,
precipitadas com este, do contetdo hidrofilico do lisado de Leishmania.
Resumidamente, as misturas foram incubadas por 10 minutos a 4° C e
posteriormente por 5 minutos a 37° C, sendo entdo submetidas a
microcentrifugagado (12.000 g por 15 minutos) a temperatura ambiente. Em
seguida foi retirado o sobrenadante (fragao hidrofilica), que foi filtrado em filtro
Millipore (poro de 0,22 um) e submetido a dosagem de endotoxina, conforme

descrito no item anterior.

4.6 SEPARAGAO POR PESO MOLECULAR DA FRAGAO HIDROFILICA

A fracao hidrofilica foi centrifugada em microconcentrador (Centricon 100,

Amicon™, MO, EUA) por 30 minutos a 4° C a 1000 g, para subfraciona-la em

25



moléculas com pesos moleculares maiores e menores que 100 kDa. O
conteldo que passou pela membrana, correspondendo a fracdo de peso
molecular menor que 100 kDa, foi filtrado e estocado a —20°C. O material que
ndo passou pela membrana foi lavado por diafiltragdo trés vezes com salina
estéril, e removido do microconcentrador por uma nova centrifugacdo com o
microconcentrador invertido sobre um outro tubo, por 4 minutos a 700 g e a 4°
C, em um volume total de salina igual ao volume inicial da solugdo submetida ao
fracionamento, correspondendo a subfragdo de peso molecular maior que 100

kDa.

4.7 REMOGAO DO TRITON-X 114

A fracdo anfifilica foi dialisada contra salina contendo 0,1% do detergente
BRIJ® 35 (BRIJ® 35 SOLUTION 30% wl/v, Sigma Diagnostics™, MO, EUA)
durante quatro dias. Este detergente pode ser utilizado “in vivo” nesta
concentragdo. Como controle desta preparagéao foi utilizada salina contendo a

mesma concentragdo do detergente.
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4.8. INJECAO DOS LISADOS E FRAGOES PROTEICAS DE Leishmania EM

CAMUNDONGOS BALB/c

Camundongos de linhagem Balb/c foram injetados por via intravenosa (no plexo

retro-orbital) com 200 pl contendo material correspondente a 5 x 10° parasitos ,

dos preparados de Leishmania ou de salina descritos a seguir, formando-se

grupos de seis camundongos (Tabela 1).

Tabela I: Natureza do material injetado em grupos de camundongos BALB/c

Grupo A Lisado de amastigota de L. amazonensis

Grupo B Lisado de amastigota de L. braziliensis

Grupo C Fracao hidrofilica de amastigota de L.
amazonensis

Grupo D Fragao hidrofilica de amastigota de L.
braziliensis

Grupo E Salina tratada com Triton x-114

Grupo F Fracao anfifilica de L. amazonensis

Grupo G Fragao hidrofilica menor que 100 kDa de
L. braziliensis

Grupo H Fragao hidrofilica menor que 100 kDa de
L. amazonensis

Grupo | Fragdo hidrofilica maior que 100 kDa de
L. amazonensis

Grupo J Fragao hidrofilica maior que 100 kDa de
L. braziliensis

Grupo L Fragao anfifilica de L. braziliensis

Grupo M Salina contendo 0,1% de BRIJ 35
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As injecoes foram repetidas a cada 15 dias, de acordo com o desenho

experimental representado na figura 1, durante seis semanas.

Figura 1: Esquema do desenho experimental basico.

Tempo (semanas)

injecoes de lisado ou salina

lee L[] e

Infecgao

4.9. INFECGAO EXPERIMENTAL

Uma semana depois do inicio do tratamento com lisados de Leishmania, todos

animais foram inocufados no coxim da pata traseira direita com 10’
promastigotas de L. braziliensis, em fase estacionaria de cultivo, em 50 pul de

salina estéril.

4.10. ACOMPANHAMENTO DOS ANIMAIS
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A evolugao das lesdes nos camundongos foi acompanhada através de medida
semanal do tamanho da lesdo, com o emprego de paquimetro de precisao.
Foram medidas ambas as patas traseiras, sendo que o tamanho da lesao foi

expresso como a diferenga entre essas medidas.

4.11. SACRIFICIO E COLETA DE ESPECIMES PARA ANALISE

Apos seis semanas de infecgdo os animais foram sacrificados para analise
histopatologica dos linfonodos popliteos e patas correspondentes ao local da
infeccdo. Também foi coletado sangue para semiquantificacdo de anticorpos

através de ELISA.

4.12. DOSAGEM DE 1gG1 e IgG2a

A dosagem foi feita através de teste imunoenzimatico (ELISA), utilizando
anticorpos especificos para estas imunoglobulinas. Pocos de placa de
microtitulacdo de 96 pogos foram sensibilizados com um lisado de antigeno de
Leishmania na concentracdo de 20 pg de proteinas/ml em PBS com pH 8,0
(contendo 0,5 M de cloreto de sédio e 0,01% de azida), em um volume total de
50 ul por pogo.

Apoés uma incubacdo de 16 horas a 4°C em camara umida, os pogos foram
esvaziados e os possiveis sitios de ligagdo remanescentes foram bloqueados
com 100 pul por pogo de PBS contendo 5% de leite em p6 desnatado. Apds duas
horas, os pogos foram lavados trés vezes com PBS contendo Tween a 0,05 %

(PBS-Tween) e uma vez com PBS puro. Em seguida, foram colocados 50 pl do
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soro retirado dos camundongos, diluidos 100 vezes em PBS contendo 5% de
leite em pé desnatado (PBS-leite) em duplicata.

A placa foi incubada a 4° C por 1 hora em camara Umida, lavada quatro vezes
de acordo com o mesmo protocolo descrito acima, sendo adicionados os
anticorpos anti-lgG1 ou anti-lgG2a biotinilados (Pharmigen, EUA) diluidos a
1:500 em PBS-leite. Ap6s incubacgédo por 60 minutos a temperatura ambiente, os
pocos foram novamente lavados seis vezes da forma descrita acima. Foram
entdo colocados 100 ul de uma solugdo de extravidina-peroxidase (Sigma
ChemicalCo., St Louis, EUA) na concentracdo de 1ug/ml. A placa foi incubada
por 60 minutos a temperatura ambiente, os pocos foram lavados 8 vezes como
anteriormente e foram adicionados a eles o substrato 5 pg de
TMB(Tetramethylbenzidine Sigma ChemicalCo., St Louis, EUA) e 5 ul de H,O;
(Nuclear Ind., Sao Paulo, Brasil). Como controles do ensaio foram utilizados
soros de camundongos nao infectados (controle negativo) e soro de
camundongos com anticorpo anti-Leishmania previamente determinado
(controle positivo) Quando o conteido dos pogos contendo o soro controle
positivo apresentou coloragdo azulada, a reac¢do foi interrompida com acido
fosférico (1:20). A leitura da reacao foi realizada em espectrofotometro com filtro

de 450 nm.

4.13 ANALISE ESTATISTICA

A possivel significancia estatistica das diferengcas dos tamanhos de lesdo nos

diferentes grupos de animais, no decorrer do tempo, foi determinada pelo teste

estatistico ANOVA. Como pos-teste, foi utilizado o teste de comparagao multipla
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de Newman-Keuls. Estes métodos fornecem informacdes quanto a diferengas
globais nas curvas de tamanho versus tempo de infec¢éo.

A analise dos resultados da semiquantificacdo de IgG1 e IgG2a foi realizada no
software Softmax 3.0 e utilizou-se o teste estatistico ANOVA e o pos-teste

Newman-Keuls.

5. RESULTADOS

5.1. DOSAGEM DE ENDOTOXINA NOS LISADOS

Quantidades comparaveis de endotoxina foram detectadas em ambos lisados
de amastigota de cultivo axénico de Leishmania (Tabela Il). Lisados de L.
braziliensis e L. amazonensis, depletados de endotoxina e de moléculas
anfifilicas e hidrofobicas da Leishmania por precipitagdo com Triton X-114.
Tiveram reduzidas as concentragées de endotoxina, a niveis indetectaveis no
lisado de L. braziliensis . O mesmo ocorreu em varias outros preparados
biolégicos, a exemplo de um sobrenadante de cultivo de T. cruzi, disponiveis no
laboratério (Tabela II). A maior parte da atividade endotoxina do lisado de L.

amazonensis nao foi afetada pela precipitagao (Tabela Il).
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Tabela Il - Semi-quantificacdo de endotoxina em diferentes preparados antes e

apos precipitagdo com o detergente Triton X-114.

Tratamento

Amostra

nenhum | Triton X-114 Triton X-114

Primeira vez | Segunda vez

Sobrenadante de T.|2,875° 0,080 NDe
cruzi- |
Sobrenadante de T.|2,968 0,180 ND
cruzi- Il
Tireoglobulina 2,960 0,055 ND
Albumina sérica bovina |> 3 0,068 ND
Albumina sérica bovina|> 3 0,072 ND
1/10
Lisado de Leishmania|1,107 0,091 ND
braziliensis
LIT 2,983 0,104 ND
Lisado de
Leishmania 1,231 0,744 0,667
amazonensis
Salina 0,078 0,075 ND

a. O sobrenadante da precipitacao com Triton X~114 foi reprecipitado com o mesmo detergente.
b. Valores em densidade optica (a 207 nm, 1 cm, média de duplicatas).
¢. Nao detectado.

5.2. AVALIACAO DO TAMANHO DA LESAO CUTANEA ATRAVES DA

MEDIDA DE PATAS

Houve um aumento significativo (p<0.001, Teste de ANOVA) do tamanho da
lesdo da pata dos camundongos injetados com lisado de amastigota de L.
amazonensis e posteriormente infectados com L. braziliensis, em comparagao
com o grupo injetado com lisado de amastigota de L. braziliensis e com o grupo
controle injetado com salina tratada com Triton X-114, ambos infectados com L.
braziliensis (Figura 2). Esta diferenca foi observada a partir da segunda semana
pés-infecgdo, sendo, no entanto mais nitida da quinta semana de infecgdo em

diante.
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Figura 2: Tamanho da lesdo cutanea em camundongos BALB/c tratados com
salina, lisado de amastigota de Leishmania braziliensis (am Ib) ou de amastigota
Leishmania amazonensis (am la) e infectados com Leishmania braziliensis
como descrito em Materiais e Métodos. As dimensdes da lesdo foram avaliadas
semanalmente.

Houve também um aumento significativo (p< 0.05, Teste de ANOVA) do
tamanho da lesdo cutanea nos camundongos infectados com L. braziliensis e
injetados tanto com o sobrenadante do lisado de L. amazonensis quanto com o
de L. braziliensis, tratados com Triton X-114 (fragdo hidrofilica), em comparagéo
com o grupo controle injetado com salina. Este aumento foi mais nitido da
quarta semana em diante (Figura 3).

As subfragbes dessas fragdes hidrofilicas, de diferentes pesos moleculares,
também levaram a um aumento significativo da lesdo cutanea (p<0,05, Teste de
ANOQOVA). Esta diferenga, assim como no experimento anterior, tornou-se mais

nitida da quarta semana em diante (Figura 4).
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Figura 3: Tamanho das lesbes cutaneas em camundongos BALB/c, tratados
com fragées hidrofilicas de Leishmania braziliensis (Ib hidro) ou Leishmania
amazonensis (la hidro) ou com salina tratada com Triton X-114 (salina TX114),
infectados com L. braziliensis.

Por outro lado, ndo houve aumento do tamanho da lesdo cutanea da pata dos
camundongos injetados com as fragdes anfifilicas de lisado de amastigota de L.
amazonensis e de L. braziliensis e posteriormente infectados com L.
braziliensis, em comparagao com o grupo controle injetado com salina contendo

a mesma quantidade do detergente BRIJ 35 (Figura 5).
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Figura 4: Tamanho das lesbes cutaneas em camundongos BALB/c tratados
com fragdes hidrofilicas com pesos moleculares maior e menor que 100 kDa de
Leishmania braziliensis (Ilb maior 100 e Ib menor 100) ou Leishmania
amazonensis (la maior 100 e la menor 100) ou com salina tratada com Triton X-
114 (salina TX 114) e infectados com L. braziliensis. As fracdes hidrofilicas
foram obtidas pelo tratamento do lisado das amastigotas com Triton X-114,
conforme descrito no Material e Métodos.
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Figura 5: Tamanho das lesées cutaneas em camundongos BALB/c tratados
com as fragées anfifilicas de Leishmania braziliensis (Ib anf) ou Leishmania
amazonensis (la anf), diluidas a 0,1 % no detergente BRIJ 35 ou com salina
contendo BRIJ 35 (salina BRIJ) e infectados com L. braziliensis.

5.3. DETECGCAO DE ANTICORPO ANTI-Leishmania DAS SUBCLASSES

IgG2a e IgG1

Foi observada uma maior producdo de IgG2a anti-Leishmania nos animais dos
grupos tratados com o lisado de amastigota de cultivo axénico de
L.amazonensis em relacdo aos controles e aos animais dos outros grupos (p<
0.001, Teste de ANOVA) (Figura 6). Os resultados da dosagem de IgG1
demonstraram haver uma maior produgdo de IgG1 anti-Leishmania nos grupos
tratados com lisado e fragdo hidrofilica de L. amazonensis em comparagéao com

os outros grupos (p< 0.001, Teste de ANOVA) (Figura 7).
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Figura 6: Atividade de IgG-2a em ELISA, do soro dos camundongos BALB/c
infectados com Leishmania braziliensis tratados com: lisado de amastigota de L.
amazonensis (la am ax) ou de L. braziliensis (b am ax), fragcdo hidrofilica L.
amazonensis (la hidro) ou de L. braziliensis (Ib hidro), fragao hidrofilica maior ou
menor que 100 kDa L. amazonensis (la maior ou menor 100) ou de L.
braziliensis (Ib maior ou menor 100), fracdo anfifilica de L. amazonensis (la anf)
ou de L. braziliensis (Ib anf) e salina. Como controle negativo foi utilizado um
grupo de animais nado infectados (ndo infect). Densidade éptica 450 nm. Cada
simbolo corresponde aos resultados obtidos a partir do soro de um animal. A
linha horizontal tracejada indica a média mais o desvio padrao multiplicado por
dois dos resultados obtidos no grupo de animais controles néo infectados. Os
tragos horizontais indicam os valores das médias dos resultados dos animais de
cada grupo.
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Figura 7: Atividade de anticorpo IgG1 em ELISA, do soro dos camundongos
BALB/c infectados com Leishmania braziliensis tratados com: lisado de
amastigota de L. amazonensis (la am ax) ou de L. braziliensis (lb am ax), fracao
hidrofilica L. amazonensis (la hidro) ou de L. braziliensis (Ib hidro), fragcdo
hidrofilica maior ou menor que 100 kDa L. amazonensis (la maior ou menor 100)
ou de L. braziliensis (b maior ou menor 100), fragao anfifilica de L.
amazonensis (la anf) ou de L. braziliensis (Ib anf) e salina. Como controle
negativo foi utilizado um grupo de animais nao infectados (ndo infect).
Densidade optica (D.O.) a 450 nm. Cada simbolo corresponde aos resultados
obtidos a partir do soro de um animal. A linha horizontal tracejada indica a
média mais o desvio padrao multiplicado por dois dos resultados obtidos no
grupo de animais controles nao infectados. Os tragos horizontais indicam os
valores das médias dos resultados dos animais de cada grupo.

38



5.4. HISTOPATOLOGIA DE LINFONODO POPLITEO E PATA

Os animais do grupo controle tratado com inje¢des de solucdo salina e dos
grupos tratados com lisado de amastigota de L. braziliensis, fracédo anfifilica de
L. brasiliensis e de L. amazonensis nao apresentaram aumento de linfonodo
nem alteragdo do tamanho das patas apesar de terem sido infectados com a
mesma quantidade de parasitos (10’) e sacrificados no mesmo momento (sete
semanas apos a infec¢ao).

A visualizagao das laminas de cortes histolégicos corados com hematoxilina e
eosina (HE) de linfonodos apresentou -se com poucas alteragdes morfolégicas
sendo possivel visualizar seus compartimentos morfolégicos integros. Como
pode ser observada nas figuras 8 e 9 representativas dos quatro grupos citados
acima, cada grupo contendo cinco animais. As laminas de cortes histoldgicos

das patas destes animais apresentaram tecido com poucas alteragoes.

Os animais tratados com inje¢des de lisado de amastigota de L. amazonensis e
fragcdes hidrofilicas de L. brasiliensis e L. amazonensis apresentaram aumento
de linfonodo. As laminas dos cortes histolégicos de linfonodo destes animais
apresentaram parasitos, granulomas, macréfagos coalescentes e cristais de
colesterol substituindo o tecido original (Figura 10 e 11). As analises dos cortes
histolégicos das patas também apresentaram ndédulos de macréfagos, cristais
de colesterol, parasitos em vactolos de macréfagos e inflamagéao (Figura 14 e

15).
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Os animais tratados com fragdes hidrofilicas subdivididas em maior e menor
que 100 kDa de ambas espécies estudadas apresentaram padrao histol6gico
semelhante porém com intensidade menor de inflamagdo nao havendo
presenca de cristais de colesterol e menor quantidade de macréfagos

vacuolados e parasitos (figuras 12 e 13).
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Figura 8: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com salina, lisado
de amastigota de Leishmania braziliensis, fragdo anfifilica de Leishmania amazonensis ou de
Leishmania braziliensis e infectado com Leishmania braziliensis (grupo controle). Coloragdo
hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 9: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com salina, lisado
de amastigota de Leishmania braziliensis, fragdo anfifilica de Leishmania amazonensis ou de
Leishmania braziliensis e infectado com Leishmania braziliensis (grupo controle). Coloragdo
hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 10: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com lisado de
amastigota de Leishmania amazonensis, fragdo hidrofilica de amastigota de Leishmania
braziliensis ou fragdo hidrofilica de amastigota de Leishmania amazonensis e infectado com
Leishmania braziliensis. A seta indica area com presenca de cristais de colesterol.Coloragédo
hematoxilina e eosina (HE).
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Figura 11: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com lisado de
amastigota de Leishmania amazonensis, fragdo hidrofilica de amastigota de Leishmania
braziliensis ou fragdo hidrofilica de amastigota de Leishmania amazonensis e infectado com
Leishmania braziliensis . A seta indica a presenga de macréfagos vacuolados contendo formas
amastigotas de Leishmania. Coloragdo hematoxilina e eosina (HE).



Figura 12: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com subfragédo
hidrofilica de amastigota de Leishmania braziliensis ou subfracdo hidrofilica de amastigota de
Leishmania amazonensis e infectado com Leishmania braziliensis . Coloragdo hematoxilina e
eosina (HE).
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Figura 13: Corte histolégico de linfonodo popliteo de camundongo BALB/c tratado com subfragdo
hidrofilica de amastigota de Leishmania braziliensis ou subfragdo hidrofilica de amastigota de
Leishmania amazonensis e infectado com Leishmania braziliensis . Coloragdo hematoxilina e
eosina (HE).



Figura 14: Corte histol6gico da pata traseira direita de camundongo BALB/c fratado com lisado de
amastigota de Leishmania amazonensis, fragdo hidrofilica de amastigota de Leishmania
amazonensis, de Leishmania braziliensis, subfragdo hidrofilica Leishmania amazonensis ou
Leishmania braziliensis e infectado com Leishmania braziliensis . Coloragdo hematoxilina e eosina
(HE).
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Figura 15: Corte histolégico da pata traseira direita de camundongo BALB/c
tratado com lisado de amastigota de Leishmania amazonensis, fragao hidrofilica
de amastigota de Leishmania amazonensis, de Leishmania braziliensis, subfragcao
hidrofilica Leishmania amazonensis ou Leishmania braziliensis e infectado com
Leishmania braziliensis . Coloragao hematoxilina e eosina (HE).
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6. DISCUSSAO

A investigacdo inicial deste estudo resultou na observagdo da capacidade do
lisado de amastigota de Leishmania amazonensis em causar, em camundongos
BALB/c, o aumento do tamanho da lesdo resultante da infecgdo por Leishmania
braziliensis, em relacéo a animais controle injetados com lisado de amastigota de
L. braziliensis ou salina (figura 2). A caracterizagdo molecular do fator ou fatores
responsaveis por este aumento da lesdo iniciou-se com o fracionamento dos
lisados em fragbes hidrofilica e anfifilica. Os resultados, inesperadamente,
demonstraram aumento da lesdo nos grupos tratados com fracdes hidrofilicas de
ambas espécies de Leishmania, e ndo apenas na fragao hidrofilica de Leishmania

amazonensis.

Como o lisado total (contendo, portanto ambas fragbes, a fracdo hidrofilica e a
anfifilica da Leishmania braziliensis) nao potenciou o desenvolvimento da lesdo,
os resultados indicam a presenca de alguma molécula com efeito protetor na
fracéo anfifilica de L. braziliensis contrabalanceando o efeito potenciador da fracao
anfifilica. Experimentos envolvendo a mistura de fracdes homélogas (mesma
espécie de Leishmania) e heterélogas (fracdo anfifilica de Leishmania braziliensis
e hidrofilica de Leishmania amazonensis, por exemplo) poderiam esclarecer esse

ponto.
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Atualmente, trabalhos cientificos estdo focalizando o estudo da imunogenicidade
de moléculas de Leishmania e seus efeitos em protocolos de vacinagdo (SOONG
et al. 1995; BEYRODT et al. 1997, HABERER et al. 1998; PINTO et al. 2000).

Os dados citados acima encorajam a realiza¢do de estudos visando identificar a
natureza das moléculas anfifilicas no lisado de Leishmania braziliensis
aparentemente capazes de contrapor-se ao efeito potenciador da infecgdo
presente na fracdo hidrofilica. Estas moléculas seriam candidatas promissoras

para componentes de uma vacina.

Apods os resultados positivos com as fragdes hidrofilicas de ambas espécies de
Leishmania, estas foram subfracionadas em fragdes com peso molecular maior e
menor que 100 kDa. Ocorreu um menor aumento da pata em camundongos
tratados com estas subfragées quando comparado aos resultados obtidos com as
fracbes hidrofilicas totais. Porém, em relagdo ao grupo controle, injetado apenas
com salina e infectado, ainda foi possivel verificar um aumento de tamanho da
pata estatisticamente significante. Estes achados indicam, portanto, que a
potenciacdo da lesdo pode resultar da agdo cumulativa de moléculas com peso

molecular acima e abaixo de 100 kDa.

As fragoes anfifilicas foram utilizadas segundo o mesmo protocolo utilizado para as
fragdes hidrofilicas, ndo se observando, entretanto diferengas entre o tamanho das
patas dos camundongos tratados e dos animais controle, confirmando que as

moléculas que potenciam o desenvolvimento da lesdo sdo hidrofilicas e afastando
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a possibilidade do efeito potenciador ser devido ao LPG, pois esta molécula €

anfifilica (McCCONVILLE et al, 1987).

Uma possibilidade seria a de que o efeito potenciador do desenvolvimento da
lesdo fosse devido a atividade imunomoduladora da proteina LACK (TURCO;
1999). Para explicar os dados aqui descritos, portanto, essa molécula estaria
presente tanto na fragéo hidrofilica de L. braziliensis quanto na de L. amazonensis,

porém sua agao potenciadora da infecgdo seria impedida, direta ou indiretamente,

por uma molécula anfifilica de L. braziliensis.

Como a endotoxina bacteriana exerce um efeito importante sobre o sistema imune,
investigou-se a presenga desta substancia contaminando diferencialmente os
lisados de Leishmania. Quantidades comparaveis desta substancia foram
encontradas no lisado de L. braziliensis e no de L. amazonensis, indicando que a

diferenca observada entre eles, em termos de induzir um aumento da lesao
cutdnea causada pela Leishmania braziliensis nao ser explicada pela presencga de
endotoxina em apenas um deles. Além disso, fragdes hidrofilicas dos lisados que
nao continham endotoxina, devido a precipitagdo da mesma com o detergente
Triton X-114, também potenciaram o desenvolvimento da lesdo. Um achado
inesperado da dosagem de endotoxina foi a detecgdo, no lisado de L.
amazonensis, de alguma substancia com atividade semelhante a da endotoxina,

em termos de agir sobre o lisado de amebocito de Limulus. Esta atividade nao é

51



precipitavel por Triton X-114, afastando a possibilidade de ser lipopolissacarideo

bacteriano.

Devido a associacdo entre susceptibilidade e a producéo de anticorpos IgG1 na
infeccao leishmaniética (MOCCI & COFFMAN 1995), foi realizada a dosagem por
ELISA de anticorpos dessa subclasse em todos os grupos de camundongos. Os
animais tratados com lisado de amastigota e com fracdo hidrofilica de L.
amazonensis realmente apresentaram uma maior produgédo de IgG1 de que os
controles infectados e injetados apenas com salina, e também do que os outros
grupos de camundongos.. Entretanto a produgado de IgG2a anti-Leishmania,
associada com uma resposta Th-1, também foi maior nos animais tratados com
lisado de amastigota de L. amazonensis. Além disso, a inje¢do de qualquer lisado
de Leishmania ou suas fracdes levou a um aumento da produgédo de anticorpos
em relacdo ao grupo infectado e injetado com salina. Esses dados sugerem que
injecoes dos lisados ou fragbes, apesar de potenciar a resposta humoral, ndo
acarretariam um desvio da resposta Th-1 para Th-2 que se expressasse na

produgéo preferencial de subclasses de imunoglobulina.

O padrao histoloégico observado nos linfonodos de drenagem (popliteo) e na pata
traseira direita, onde foram inoculados os parasitos, revelou um maior numero de
parasitos € a presenca de um infiltrado inflamatério contendo macréfagos com
citoplasma de aspecto espumoso nos animais que apresentaram maior tamanho

de leséo, corroborando a hipétese de nao ter ocorrido o desenvolvimento de uma
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resposta protetora Th-1, e sim a indugéo de uma resposta imune Th-2 nos animais
tratados com lisado e fragcdo hidrofilica de Leishmania amazonensis, ja que o
padrido histolégico com macréfagos espumosos esta relacionado com uma
resposta Th-2 de susceptibilidade a Leishmania. A quantificacao dos parasitos nos
diferentes grupos, por diluicdo limitante ou imunohistoquimica, seria importante

para confirmar estes dados.

Injecbes intravenosas do lisado de Leishmania amazonensis, e as fragbes e
subfragées das duas espécies interferem, portanto na capacidade do camundongo
BALB/c em controlar a infeccao por Leishmania braziliensis. O presente trabalho
nao foi desenvolvido com o intuito de investigar quais sdo o0s mecanismos
envolvidos neste fendmeno. Para elucidar estes mecanismos seria importante, por
exemplo, a conducdo de estudos sobre a producao de citocinas nos linfonodos
drenantes da pata infectada e andlises “in vitro” da acdo do lisado de L.

amazonensis ou de moléculas dele purificadas sobre a resposta imune.
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7. CONCLUSOES

1. O lisado de Leishmania amazonensis e nao o de Leishmania braziliensis ,
potenciou lesdo por Leishmania braziliensis, de maneira estatisticamente
significante, indicando uma diferenca na composicdo molecular das duas

espécies de Leishmania.

2. A fragcdo hidrofilica de Leishmania braziliensis teve a mesma acao
potenciadora da lesdo que a fragdo hidrofilica de Leishmania amazonensis.
Como o lisado total de Leishmania braziliensis nao potenciou a lesdo, e
possivel que alguma molécula protetora neste lisado interfira com a agéo

potenciadora associada a fragao hidrofilica.

3. O lisado de Leishmania amazonensis, e ndo o de Leishmania braziliensis,
apresentou uma atividade semelhante a da endotoxina em termos de agir
sobre o lisado de amebdcito do Limulus. Esta atividade nao é precipitavel por
Triton X-114, afastando portanto, a possibilidade dela ser devida a endotoxina

bacteriana.
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4. Fragdbes hidrofilicas com pesos moleculares maiores e menores que 100 kDa
de lisados de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis potenciaram
a lesdo por Leishmania braziliensis, de maneira estatisticamente significante,
quando comparadas aos controles, porém em intensidade menor que as
outras fragbes hidrofilicas totais de ambas espécies de Leishmania, sugerindo

gue a potenciacao pode ser mediada por dois fatores diferentes.

5. As fragbes anfifilicas nao tiveram acdo potenciadora da infecgéao,
produzindo resultados semelhantes aos obtidos nos grupos controles injetados
com salina e infectados, indicando que essas fragdes ou antigenos dessas fracdes

poderiam ser candidatos a imunoprofilaticos.

6. O padrdo histologico, observado nos grupos de camundongos due
apresentaram aumento da lesdo pela injecdo dos lisados e suas fragdes,
corrobora a hipétese de que tenha se desenvolvido uma resposta Th-2., ja que
esse padrdao com presenga de macréfagos vacuolados contendo parasitos esta
associado com susceptibilidade a Leishmania e com uma resposta celular do tipo

Th-2.

7. O padrao do isotipo dos anticorpos anti-Leishmania observado nos diversos
grupos nao foi caracteristico nem de uma resposta Th-1 nem de uma resposta Th-
2, indicando que a natureza isotipica da resposta humoral anti-Leishmania nao se

correlaciona com o desenvolvimento da lesdo no modelo aqui estudado, e que um
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padrao histolégico do tipo Th-2 (ver conclusao anterior) pode ocorrer na presenca

de uma resposta humoral mista (Th-1 e Th-2).
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