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RESUMO

MELO, S. A participagdo de p40 na infecgdo de camundongos C57BL/6 por Leishmania
braziliensis. 2009. 135 f. Dissertagdo (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia/Fundagdo
Oswaldo Cruz/Salvador, 2009.

Leishmania braziliensis € o principal agente etiologico da leishmaniose cutdnea no Brasil.
Fatores e mecanismos envolvidos com resisténcia ou susceptibilidade a infecg¢do por esta
espécie de Leishmania foram pouco estudados. Neste trabalho, avaliou-se a participagdo de
p40 no curso da infecgdo de camundongos C57BL/6, utilizando-se camundongos knocked out
para esta molécula, C57BL/6p40 deficientes, portanto, na produgdo de IL-12 e [L-23.
Partiu-se da hipotese de que a auséncia de p40 torna camundongos C57BL/6 susceptiveis a
infecgdo. Procedeu-se a injegdo de L. braziliensis ( 10° parasitos) nas orelhas de camundongos
C57BL/6 e C57BL/6p40/ ¢ 0 acompanhamento do curso da infec¢do a partir de 6 horas até
10 semanas pos-infec¢do. Monitorou-se o desenvolvimento das lesdes, a carga parasitdria e a
ocorréncia de disseminagdo de parasitos para bago e figado. Caracterizou-se a resposta
inflamatéria por meio da analise histopatolégica em cortes de orelhas, linfonodos, bagos e
figados, corados com H&E. Apds dez semanas de infecgdo, camundongos CS57BL/6
controlaram a carga parasitdria nas lesdes, mas os parasitos persistiram nos lmfonodos sem
disseminagdo para bago ou figado. Por outro lado, camundongos C57BL/6p40" foram
mcapazes de conter a infecgdo, e desenvolveram lesdes progressivas e doenga visceral. Nas
fases iniciais da infec¢fo, a reposta inflamatoria na pele foi distinta nos dois grupos sendo
menos intensa com menor recrutamento de neutréfilos nos camundongos C57BL/6p40™". Com
uma semana de infec¢do, camundongos C57BL/6 apresentaram um infiltrado inflamatério
misto, composto por macréfagos, linfocitos e neutréfilos, enquanto que nos camundongos
C57BL/6p40”" o infiltrado foi predominantemente macrofigico. Cinco semanas apds a
infec¢do, ambos os grupos apresentaram um infiltrado 1nﬂamat0r10 difuso do tipo misto, com
parasitismo mais intenso nos camundongos C57BL/6p40”". Dez semanas apés infecgdo, ndo
foram detectados parasnos nas lesGes, mas o infiltrado inflamatério persistiu. Nos
camundongos C57BL/6p40™", a inflamagdo foi intensa com infiltrado do tipo misto com
macréfagos intensamente parasitados. No linfonodo de drenagem, camundongos C57BL/6
desenvolveram resposta inflamatéria granulomatosa associada a persisténcia dos parasitos.
Nos camundongos C57BL/6p40/ a carga parasitiria aumentou progressivamente,
acompanhada pela alteragdo da arquitetura do linfonodo e auséncia de granulomas. Nestes
animais, cinco semanas apods infec¢do foi observado no bago ¢ no figado infiltrado
inflamat6rio com macréfagos parasitados. Estes resultados confirmam a participagéio de p40
no controle da infecgdo por L. braziliensis e sugerem que sua auséncia determina alteragdes
na dindmica e composi¢do da resposta inflamatdria, determinantes no curso da infecgdo em
camundongos C57BL/6.

Palavras-chave: Leishmania braziliensis, p40, C57BL/6.



ABSTRACT

MELO, S. The participation of p40 in Leishmania braziliensis infection in C57BL/6 mice.
2009. 135 f. Dissertagéio (Mestrado) — Universidade Federal da Bahia/Fundagdo Oswaldo
Cruz/Salvador, 2009.

Leishmania braziliensis is the main agent of coetaneous leishmaniasis in Brazil. Factors and
mechanisms involved in resistance and susceptibility to the infection with this species of
Leishmania have not been well studied. In this work we evaluated the role of p40 in the
course of the infection of C57BL/6 mice with L. braziliensis. Knock-out (KO) mice for p40
(C57BL/6p40™), which do not produce IL-12 or IL-23 were used. The absence of p40 causes
C57BL/6 mice susceptible to L. braziliensis infection. Mice were infected in the dermis of
the ear with L. braziliensis (10° parasites). Course of the infection was monitored regarding
development of lesions, parasitic load and dissemination of the parasites to the spleen and
liver at different time points after infection. Histological analysis of inflammatory response in
the skin lesions, draining lymph nodes, spleen and liver was performed at 1, 5 and 10 weeks
after infection. Moreover, early skin inflammatory response was evaluated 6, 12 and 24 hours
after infection. Both groups of mice developed skin lesions and parasites were found in the
draining lymph nodes. After 10 weeks of infection wild mice were able to control parasites in
the site of inoculation but not in the draining lymph node. They did not have dissemination of
infection to the spleen or liver. On the other hand, KO mice were unable to control infection
and had progressive lesions with dissemination of parasites to internal organs. The
inflammatory response in the skin was distinct in wild as compared to KO mice. In the early
phase of the infection, KO mice had milder inflammatory response with fewer neutrophils
than wild mice. At 1 week after infection, KO mice showed milder infiltrate, predominantly
macrophagic, whereas wild mice showed a mixed infiltrate constituted by macrophages.
lymphocytes and neutrophils. At 5 weeks after infection, both group of mice had a dense,
diffuse, and mixed inflammatory infiltrate with parasitized macrophages. Parasitism was more
intense in KO mice. At the 10" week after infection, inflammation persisted in wild mice but
parasites were not present. At this same time point, KO mice showed dense mixed
inflammatory infiltrate with huge amounts of parasites in the cytoplasm of macrophages.
Interestingly, draining lymph nodes in wild mice showed persistent parasitism associated with
the development of granulomatous inflammatory response. Increasing amounts of parasites
were also present in lymph nodes of KO mice associated with progressive alteration of lymph
node architecture and no granulomas were seen. After the 5 week of infection, parasites were
found in the spleen and liver of KO mice, associated with inflammatory infiltrate of
macrophages. The results presented herein, clearly confirm the importance of p40 in the
control of L. braziliensis infection and suggest that its absence determine alterations in the
dynamics and composition of the inflammatory infiltrate that are important to the containment
of the parasites in C57BL/6 mice.

Key words: Leishmania braziliensis, p40, C57BL/6.
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1-INTRODUCAO

1.1 - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE

A leishmaniose estd amplamente distribuida, ocorrendo em grande parte do continente
africano, europeu, asiatico ¢ americano. Estima-se que sua incidéncia anual esteja em torno de
1,5 a 2 milhdes de casos e sua prevaléncia equivalente a 12 mithdes de pessoas infectadas
(WHO, 2002). Entre as muitas doengas negligenciadas, a LTA merece ateng¢fio pela ampla
distribuigdo e capacidade de causar deformagdes (BRASIL, 2007).

No Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) estd amplamente distribuida e
encontra-se em expansdo. A partir da década de 80 verificou-se aumento no niimero de casos
registrados, com picos de transmissdo a cada cinco anos. Num periodo de vinte anos (1985 ¢
2005) foram registrados, em média, 28.568 casos por ano. Em 2003 foi confirmada autoctonia
em todos os estados e identificados 24 circuitos de produgdo da doenga, representando 75%
do total de casos registrados. Dentre estes, destacam-se os circuitos situados nas regides Norte
e Nordeste do pais, que em 2004 concentraram 47% do total de casos registrados. Entre 2001
¢ 2003 o estado da Bahia representou o 24° circuito, com taxa de detecg¢do de
64,77casos/100.000 habitantes, com 5,52% dos casos representados por doenga mucosa
(BRASIL, 2007).

Antes considerada zoonose de animais silvestres que acometia ocasionalmente pessoas
em contato com a floresta, a doenga passou a ocorrer em areas rurais ja desmatadas e também
em regides peri-urbanas de colonizagdo recente, caracterizadas pela ocupagdo descontrolada e
sem nenhuma estrutura de saneamento ou urbanizagfio. Esta alteragdo do padrdo de
transmissdo pode estar relacionada com alto indice de destrui¢do do ambiente natural e com

acelerado crescimento demografico em areas urbanas, criando um cenario favoravel para a
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transmisséo de doengas, como a leishmaniose. Além de fatores demograficos, outros fatores
tém contribuido para o aumento do nimero de casos registrados, como a adaptagio dos
vetores aos ambientes peri e intra-domiciliar em é&reas de colonizagio antiga sem
remanescentes de florestas (WHO, 2002) e a ocorréncia de co-infecgdes, observadas em
individuos portadores do virus HIV (SILVA et al., 2002; RABELLO et al,, 2003).

As medidas de controle epidemiolégico da leishmaniose atualmente consistem no
tratamento dos individuos infectados, combate ao vetor e controle das populages de

reservatorios hospedeiros (BRASIL, 2007).

1.2 - OS PARASITOS, VETORES E CICLO DE TRANSMISSAO

A leishmaniose é uma doenga infecciosa causada por protozoarios parasitos
intracelulares do género Leishmania, da Ordem Kinetoplastida e da Familia
Trypanosomatidae. Estes parasitos sdo digenéticos (heteréxenos) encontrados em sua forma
promastigota extracelular no trato digestivo dos vetores, e em sua forma amastigota (com
flagelo contido na bolsa flagelar) no interior de células hospedeiras. Os vetores naturais destes
parasitos pertencem a Familia Psychodidae, Sub-Familia Phlebotominac e aos Géneros
Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) (KILLICK-KENDRICK, 1990;
BANULS et al., 2007).

O ciclo de transmissdo do parasito (Figura 01) ¢ iniciado quando o fleb6étomo fémea
(hematofago) realiza o repasto sanguineo em um hospedeiro reservatorio, ¢ ingere sangue
contendo células infectadas com formas amastigotas. No trato digestivo do flebotomo, as
amastigotas sdo liberadas e transformam-se em promastigotas. Enquanto o sangue ¢ digerido,
as promastigotas metaciclicas que sdo formas infectantes para os hospedeiros vertebrados, se

deslocam para a regifio anterior do trato digestivo do vetor ¢ se instalam em seu aparelho
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bucal. O fleb6tomo ao realizar um novo repasto injeta, junto com sua saliva, os parasitos na
derme do hospedeiro vertebrado (LAINSON et al., 1987; SACKS & KAMHAWI et al., 2001;

NIEVES & PIMENTA, 2002).

Figura 01. O ciclo de transmissdo da Leishmania. O flebétomo ao realizar um repasto sanguineo
num hospedeiro de Leishmania ingere células sanguineas parasitadas por amastigotas intracelulares.
No interior de seu trato digestivo do flebotomo, estas células se rompem e os parasitos liberados se
multiplicam e diferenciam em formas promastigotas. Ao realizar um novo repasto, o flebétomo injeta
junto com sua saliva, formas virulentas do parasito na derme de um novo hospedeiro. Neste sitio,
fagocitos residentes e recrutados reconhecem e internalizam as promastigotas que se estabelecem em
fagolissosomos, ¢ se multiplicam e diferenciam em formas amastigotas. Células parasitas podem
romper e as amastigotas extracelulares podem infectar outras células. O ciclo se mantém quando
células parasitadas circulantes no sangue periférico sdo ingeridas por um flebotomo durante o repasto.

Modificado de Sacks & Noben-Trauth (2002).
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No lago sanguineo formado na derme do hospedeiro apés o repasto do vetor, os
parasitos inoculados s#io internalizados pelas células residentes € por neutréfilos recém-
migrados. O recrutamento destas células ¢ induzido por proteinas da saliva, por antigenos dos
parasitos € por moléculas do hospedeiro, como a interleucina-8. Posteriormente, células
inflamatdrias mononucleares, macréfagos e células dendriticas, interagem com os parasitos
ndo internalizados ou com os neutréfilos infectados. Foi demonstrado que a infecgédo induz
retardo da apoptose em neutréfilos. Estas células infectadas produzem potentes quimiotaticos
para macrofagos potencializando a infiltragdo destas células para o sitio de inoculagéo. Em
fases mais tardias, concomitante com a chegada dos macrofagos, os neutrofilos infectados
entram em apoptose e sdo fagocitados pelas células recém-migradas. A fagocitose de células
apoptoticas induz a produgdo de citocinas que desativam as fungdes microbicidas dos
macrofagos, favorecendo o estabelecimento da infecgdo. Os parasitos se instalam no
compartimento  fagolisossomal dos macréfagos hospedeiros, denominado vactolo
parasitoforo, ¢ se diferenciam em formas amastigotas. Células infectadas podem disseminar
tornando-se circulantes no sangue periférico, de onde podem ser ingeridas por flebotomos
durante um novo repasto sanguineo (VAN ZANDBERGEN et al., 2002; ALMEIDA et al,
2003; RIBEIRO-GOMES et al., 2004; VAN ZANDBERGEN et al., 2004; MONTEIRO et
al.,, 2007; AFONSO et al., 2008; PETERS et al., 2008).

Durante o seu ciclo de vida, os parasitos utilizam diferentes mecanismos adaptativos
que lhes permitem sobreviver no trato digestivo dos vetores € no interior das células dos
hospedeiros mamiferos. No vetor, fatores como a qualidade do sangue ingerido, o nivel de
atividade das enzimas digestivas e o pH podem influenciar a sobrevivéncia destes parasitos.
J4 no hospedeiro mamifero, a capacidade de resistir e interferir com os mecanismos efetores
da resposta imune do hospedeiro ¢ essencial para o estabelecimento da infec¢do (MOSSER &

ROSENTHAL, 1993; SACKS & KAMHAWI, 2001; NIEVES & PIMENTA, 2002;
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DENKERS & BUTCHER, 2005).

Nas Américas sdo reconhecidas onze espécies de parasitos que causam a doenga
cutinea. No Brasil, ja4 foram identificadas sete espécies como os principais agentes, sendo
uma do subgénero Leishmania ¢ seis do subgénero Viannia. L. (L.) amazonensis, L. (V.)
guyanensis e L. (V.) braziliensis sdo os principais agente da LTA em nosso pais. Dentre estas,
L. braziliensis se destaca por ser a espécie que estd presente em todas as regides do pais e por
ser a espécie responsavel pela quase totalidade dos casos registrados (BRASIL, 2007).

No Brasil, os principais vetores da LTA sdo Lutzomyia flaviscutellata, L. umbratilis,
L. wellcome, L. migonei, L. intermedia e L. whitmani. Destes, L. whitmani é um importante
vetor de L. braziliensis nos Estados Mato Grosso do Sul, Parand, Ceara e Bahia, enquanto que
nos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais L. intermedia é o principal, e tem sido encontrado
tanto em regides de florestas quanto em plantagdes, domicilios e peri-domicilios (BRASIL,

2007).

1.3 - MANIFESTACOES CLINICAS DA LEISHMANIOSE

As manifestag6es clinicas na leishmaniose dependem de caracteristicas das espécies de
Leishmania e o estado imunoldgico do hospedeiro. De modo geral, sdo observadas duas
apresentacdes clinicas da doenga: leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar. A
leishmaniose cutdnea localizada, cutineo-mucosa, difusa ou disseminada sdo aspectos de
manifestagdes clinicas da LTA.

A leishmaniose cutinea localizada (ILCL) € caracterizada pelo desenvolvimento no
local da picada do flebétomo de uma pequena papula que evolui numa tlcera, com aspecto de
cratera, possuindo borda elevada e fundo plano granuloso (GRIMALDI, 1982; LLANOS

CUENTAS et al., 1984). Em alguns casos esta lesdo pode regredir espontaneamente (COSTA
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etal., 1990).

A leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM) é uma das formas mais agressivas de LTA e é
caracterizada por um quadro de dissemina¢do dos parasitos para a mucosa nasal e/ou oral. A
lesdo inicial é caracterizada por uma reacdo inflamatéria, formando um nodulo.
Posteriormente, aparece uma lesdo ulcerada superficialmente, que aumenta de tamanho e que
apresenta aspecto granuloso, sangrando com facilidade. A medida que a resposta inflamatéria
se intensifica, as lesdes tornam-se mais profundas e ulceradas, com envolvimento de
cartilagem e necrose. Ocorre perfuragdo do septo nasal e destrui¢do total da columela, com
queda da ponta do narizz. Com a continuagdo do processo inflamatério, ocorre o
comprometimento de outros sitios como palato, uvula, faringe e labio superior (MARSDEN et
al., 1994),

A leishmaniose disseminada (LD) é caracterizada pelo desenvolvimento em varias
partes do corpo de diversas lesdes, 75 a 800, que podem ser papulosas, acneiformes,
nodulares ou ulceradas, surgindo poucos dias apds o aparecimento da lesdo inicial (COSTA et
al, 1986; GALVAO et al., 1993; CARVALHO et al,, 1994; TURETZ et al., 2002).

A leishmaniose cutanea difusa (.CD) é uma forma rara de apresentagdo da LTA. A
doenga ¢é caracterizada pelo desenvolvimento de multiplas lesdes nodulares, habitualmente
ndo ulceradas, com aspecto eritematoso, que podem estender-se por varias partes do corpo.
Lesdes ulceradas e comprometimento de mucosa sdo pouco freqiientes (BITTENCOURT &
FREITAS ef al., 1983). No entanto, na forma subpolar da LCD, ocorre ulceragio de algumas
lesdes (BARRAL et al, 1995). As lesdes na LCD s3o compostas por infiltrado
predominantemente macrofagico, poucos linfécitos estdo presentes na periferia € o
parasitismo é intenso (BITTENCOURT & FREITAS et al, 1983). Pacientes com LCD
apresentam pouca ou nenhuma resposta linfoproliferativa ao SLA e sdo negativos para o teste

cutineo (Reagio de Montenegro) com o antigeno do parasito. Além disso, expressam baixos
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niveis de RNAm de IFN-y, bem como produzem pequenas quantidades desta citocina, e
expressam elevados niveis de RNAm de IL-10 (BOMFIM et al, 1996). Os pacientes ndo
curam a doenga com o tratamento, tendo alternincia de melhora e agravamento do quadro.
Em alguns casos, a cicatrizagdo espontdnea de algumas lesGes € acompanhada pelo
aparecimento de outras.

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenga que na auséncia de tratamento pode ser
fatal. Em pacientes sintomaticos, febre intermitente, perda de peso e apetite, diarréia e
hepatoesplenomegalia s@o as principais manifestagdes clinicas. Com o avango da doenga,
podem ser observadas anemia, infecgdes secundarias € hemorragia. Contudo, infecgdes
assintomaticas e formas subclinicas da doenga também ocorrem (BADARO et al, 1986;
D’OLIVEIRA ef al, 1997; PASTORINO et al,, 2002; GAMA et al., 2004). Na fase ativa da
doenga pode ser observada alta carga parasitaria no bago e no figado. Parasitos também sdo
encontrados na medula 6ssea. Pacientes com LV sintomatica sfo incapazes de montar
resposta imune celular eficiente, ndo apresentam resposta linfoproliferativa ao SLA e sdo
negativos para o teste cutdneo com o antigeno do parasito. A produgdo de baixos niveis de
IFN-y e altos niveis de IL-10 se correlacionam com a progressdo da doenga, e o balango na
produgdo destas citocinas € importante para a determinagdo do curso da infecg¢do. Apds o
tratamento, o estado de imunossupressdo observado durante a doenga ativa pode ser revertido
(CARVALHO et al., 1985, 1992, 1994).

No Nordeste brasileiro, L. braziliensis e L. amazonensis sdo os principais agentes da
doenga cutinea localizada. As formas cutdneo-mucosa e disseminada estdo mais associadas
com a infec¢do por L. braziliensis ¢ a forma difusa com L. amazonensis. No entanto, a
infec¢do por L. amazonensis também pode causar doenga disseminada ou visceral, mas a
leishmaniose visceral é mais freqiientemente causada pela infec¢lo por L. infantum chagasi

(JONES et al,, 1987; BARRAL et al., 1991; TURETZ et al., 2002).



22

1.3.1 — LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA CAUSADA POR

Leishmania braziliensis

1.3.1.1 - ASPECTOS CLINICOS:

Em humanos, a infec¢fio por L. braziliensis pode resultar num amplo aspecto de
manifestagdes clinicas. A LCL corresponde a 97,3% dos casos de LTA observados na édrea
endémica de Trés Bragos na Bahia, 4rea de transmissdo de L. braziliensis (JONES et al.,
1987). Nestes casos, as lesdes sdo geralmente Unicas, imidas, possuindo bordas elevadas e
fundo plano granuloso (LLANOS CUENTAS et al, 1984), podendo evoluir para a cura
espontinea num periodo varidvel de seis meses a um ano (COSTA et al.,, 1990), ou mostrar-se
como infecgdo subclinica (FOLLADOR, 2002).

Na 4rea endémica de Corte de Pedra na Bahia, foi estimado que 2,7% dos pacientes
infectados com L. braziliensis evoluiram para LCM concomitantemente ou meses ou até anos
apos a cura da doenga cutinea (JONES et al., 1987, BOAVENTURA et al., 2006). A LCM €
uma manifestacdo clinica grave, capaz de gerar lesdes desfigurantes (MARSDEN et al,
1994). Outra manifestagdo clinica observada na infec¢do por L. braziliensis é a LD, na qual
ocorre o desenvolvimento de multiplas lesdes ulceradas (COSTA et al., 1986; GALVAO et
al, 1993; CARVALHO et al, 1994; TURETZ et al., 2002). Em nossa regido, 28,6% dos
pacientes com LD desenvolveram LCM. O tratamento pode resultar em redugdo da maioria
das lesdes, mas somente em alguns casos a cura ¢ atingida e freqiientemente algumas lesdes
persistem por longo periodo (TURETZ et al., 2002).

O comprometimento do linfonodo que drena a 4area da lesdo cutdnea é comum na
infecgdo por L. braziliensis, ocorrendo em 66,7% dos casos (BARRAL et al.,, 1992). Contudo,

em alguns, pode ser o unico sinal clinico em resposta a infecgdo (BARRAL er al,1995).
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Estudos realizados em areas endémicas para LTA na Bahia e no Ceara onde L. braziliensis é o
principal agente etiolégico, mostraram que 67-77% dos pacientes apresentaram
linfadenopatia. Na Bahia, a linfadenopatia teve duragio média de trés semanas,
desaparecendo espontaneamente apds este periodo e os linfonodos atingiram didmetro entre 3-
8 cm (BARRAL et al,, 1992). No Ceara, a linfadenopatia persistiu por varios meses mesmo
depois do desenvolvimento das lesdes cutineas. Neste caso, os linfonodos foram maiores e

atingiram até 10,5 cm (SOUSA et al.,1995).

1.3.1.2 - ASPECTOS HISTOLOGICOS:

Na LCL e LCM as alteragdes histologicas sdo varidveis e diversos padrdes podem
ocorrer concomitantemente, ndo sendo possivel distingdo histopatologica entre estas duas
formas ¢ nem a definigdo de uma classificagéo para fins de progndstico ou resposta a terapia
(BITTENCOURT & BARRAL, 1991).

Nos estagios iniciais da infec¢do o infiltrado inflamatério nas lesdes € do tipo agudo,
caracterizado pelo predominio de neutréfilos com poucos macréfagos de permeio. Com a
cronificagio da infecgdo, o infiltrado inflamatério torna-se gradualmente misto,
predominantemente mononuclear, sendo composto por macrofagos, linfécitos, plasmdcitos,
neutrofilos e eosindfilos. Alteragbes vasculares s@io observadas, ocorrendo depdsitos de
fibrindides e hialinos na parede e infiltragdo neutrofilica, caracterizando vasculites. Reacdo
granulomatosa ocorre em 50 a 80% dos casos e se apresenta na forma de granulomas
organizados ou conjunto de células epitelidides ou gigantes circundando areas de necrose ou
depdsitos fibrindides. Nestas lesdes o parasitismo ¢ fregiientemente escasso, mas pode variar
dependendo da apresentagdo clinica. Em casos de cura, pode-se observar a redugdo do

infiltrado inflamatdrio com ocorréncia de fibrose e re-epitelizagdo (RIDLEY et al., 1980;
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MAGALBAES ef al., 1986; BITTENCOURT & BARRAL, 1991). O infiltrado inflamatério
das lesdes na LD € predominantemente mononuclear com presenca de linfécitos, macrofagos
¢ poucos parasitos (CARVALHO et al., 1994).

A classiflcagdo proposta por Bittencourt e Barral (1991) considera os seguintes
padrdes:
A - Infiltrado inflamatdrio de células plasmaticas, linfécitos € macréfagos na auséncia de
células epitelidides ou gigantes
B — Presenca de células gigantes e/ou epitelidides ndo organizadas

C - Presenga de granulomas circunscritos associados ou ndo com os padrées A e/ou B

1.3.1.3 - IMUNOPATOGENESE

Na infecg¢do por L. braziliensis, os pacientes podem desenvolver hipersensibilidade ao
parasito. A intensidade desta resposta parece ser importante na defini¢éo do curso da infecgéo
e o tipo de manifestagdo clinica. Os trabalhos sobre a imunopatogénese da leishmaniose
causada por L. braziliensis tém mostrado que uma resposta inflamatéria exacerbada resulta
em manifestagdio grave com grande destruigio tecidual, mas quando esta resposta € regulada
as manifestagdes clinicas associadas s@o benignas ou limitadas (BACELLAR et al.,, 2002;
FOLLADOR et al., 2002).

O estudo da resposta imune de individuos infectados, assintomaticos ¢ importante para
o entendimento dos mecanismos imunoldgicos relacionados com protegéo. Follador e
colaboradores (2002) mostraram que pacientes com a leishmaniose subclinica produziram
maiores quantidades de IL-5 e menores de IFN-y e TNF-a do que os pacientes com LCL. Os
autores sugerem que a capacidade de modular a resposta imune & L. braziliensis impede o

desenvolvimento de lesdes. Os pacientes com LCL apresentam resposta linfoproliferativa a e
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sd0 positivos para o teste cutaneo (Teste Montenegro) com o antigeno soluvel de leishmania
(SLA) (CARVALHO et al, 1985, COUTINHO et al,1996). Em lesdes ativas, foram
observadas grandes quantidades de RNAm de IL-2 ¢ IFN-y (PIRMEZ et al,1993). Além
disso, as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) destes pacientes secretam
baixos niveis de IL-10 e IL-5 ¢ altos niveis de TNF-a ¢ IFN-y quando estimuladas com SLA
(BACELLAR et al., 2002). Os diferentes perfis de resposta imunologica estdo relacionados
com as manifestagdes clinicas da doenca e a incapacidade de modular resposta imune
mediada por células resulta em manifestagdes graves, como na LCM.

Assim como os pacientes com LCL, os que desenvolvem LCM s&o positivos para o
teste cutdneo ao antigeno do parasito (BITTENCOURT & BARRAL, 1991; BACELLAR et
al, 2002). Entretanto, quando as CMSP destes pacientes foram estimuladas com SLA,
secretaram concentra¢Ses ainda mais elevadas de TNF-a e IFN-y e baixas concentragdes de
IL-10 do que os pacientes com LCL. Além disso, quando estas células foram estimuladas com
SLA, em presenga de IL-10 exdgena, ndo houve redugdo na produgdo de IFN-y (BACELLAR
et al., 2002).Esta falha no mecanismo de modulagdo da resposta inflamatéria, pode estar
relacionada com a menor express&o de receptores para IL-10 por células presentes na lesdo de
pacientes com LCM (FARIA et al, 2005). Estes dados sugerem fortemente que a natureza
destrutiva na LCM ¢€ resultado de uma resposta inflamatéria hiperreativa ndo modulada.

Os pacientes com LD apresentam pouca resposta linfoproliferativa ao SLA e podem
ser positivos ou negativos para o teste cutdneo com o antigeno do parasito. Além disso, as
células destes pacientes produzem quantidades de TNF-a ¢ IFN-y consideradas baixas, se
comparadas com as de pacientes com LCL, ou altas, se comparadas com as de pacientes com
LCD. Uma resposta inflamatoria moderada favorece a disseminagdo da doenga, mas garante o
controle do parasitismo. A LD pode ser considerada como uma forma intermedidria entre a

LCLeaLD (CARVALHO et al., 1994; TURETZ et al., 2002; LEOPOLDO ez al., 2006).
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A proporgdo e atuagdo de diferentes populagdes celulares parecem ser importantes no
curso da infec¢do. Foi mostrado que pacientes com LCL e LM durante a fase ativa da doenga
apresentam uma maior propor¢do de linfocitos T CD4+ do que T CD8+. Nos pacientes com
LCL, a cura das lesdes foi associada com decréscimo na propor¢do de T CD4+ e aumento de
T CD8+ ou & equiparagdo destas proporgdes, sugerindo a participagdo destas células no
controle da infec¢fio. Nos pacientes com LM néo foi observado este padrao (COUTINHO, et
al, 1996; DA-CRUZ et al,, 2002). A importancia de diferentes fatores envolvidos com a
deflni¢do dos padrdes da resposta inflamatoria a Leishmania pode ser melhor definida por

meio da utiliza¢do de modelos experimentais.

1.4 - O MODELO MURINO DA LEISHMAIOSE TEGUMENTAR

O modelo murino da leishmaniose ¢ a ferramenta mais utilizada no estudo da interagéo
entre parasito € hospedeiro mamifero. Neste, diferentes linhagens de camundongos isogénicos
apresentam padrdes distintos de resposta a diferentes espécies de Leishmania, reproduzindo
alguns aspectos das manifesta¢des clinicas observados na doenga humana. A partir de estudos
com este modelo tornou-se mais clara a relagdo existente entre o perfil de reposta imuno-
inflamatoria, envolvendo diferentes populagdes celulares e seus produtos com
desenvolvimento da doenga (GRIMALDI, 1982; LOUIS et al, 1998; SACKS & NOBEN-
TRAUTH, 2002).

A resposta imune celular na infecgfo por Leishmania é complexa e envolve diferentes
popula¢des celulares. Dentre estas, as células dendriticas, os neutréfilos, macréfagos e
linfocitos sdo as mais importantes. As células dendriticas imaturas estdo preferencialmente
residentes em tecidos periféricos. Ao entrarem em contato com o0s parasitos e/ou seus

antigenos no sitio de inoculag#o, estas células migram para os érgdos linféides secundarios
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estimulando a diferenciagio de linfocitos ndo primados, (VON ef al, 1998,
GUERMONPREZ et al., 2002). Foi demonstrado a partir de sistema in vitro que células
dendriticas sdo potentes apresentadoras de antigenos de Leishmania (SHANKAR & TITUS,
1997). Na interagdo com L. amazonensis, Favali e colaboradores (2007) mostraram que a
presenga de promastigotas vivas ou seus antigenos reduziu a expressdo de CDla e CD80 por
células dendriticas e a capacidade destas de estimular a proliferagdo e produgdo de IFN-y por
linfécitos autélogos. Na infecgéo por L. braziliensis, estas células foram ativadas e secretaram
grandes quantidades de 1L.-12 (VARGAS-INCHAUSTEQUI et al, 2008). Carvalho e
colaboradores (2008) mostraram que células que apenas entraram em contato com antigenos
dos parasitos foram potenciais indutoras de linfoproliferagdo e secretaram grandes
quantidades de IL-12. As células que fagocitaram parasitos secretam grandes quantidades de
TNF-a, mas ndo induziram eficiente ativagio de linfocitos. Estes resultados mostram que o
parasito influencia a ativagdo e fungo destas células.

Sabe-se que os neutréfilos sfo as primeiras células que migram para sitios
inflamatérios, participando da fagocitose ¢ destrui¢éio dos parasitos, através da produgdo de
moléculas reativas de oxigénio, de nitrogénio e enzimas liticas. Os neutréfilos estdo
envolvidos com resposta primédria aos parasitos por serem capazes de produzir quimiocinas €
citocinas, inclusive IL-12, participando, desta forma, da indugfio e regulagdo das respostas
imunes (CASSATELLA et al, 1995; VAN ZANDBERGEN et al,, 2004; PETERS et al,
2008). O contato e a natureza da interagdo neutrofilo-macréfago podem ser importantes na
defini¢do do curso da infecgdo (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; ALLENBACH ef al., 2006;
AFONSO et al., 2008; GUEIRARD et al., 2008). Além disso, diversos trabalhos mostram que
a deplegdo destas células, antes ou durante as primeiras semanas de infec¢fo, pode resultar em
alguns casos no aumento da carga parasitdria, tornando camundongos resistentes em

susceptiveis (LIMA et al., 1998; TACCHINI-COTTIER et al, 2000; ROUSSEAU er al,
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2001; CHEN er al, 2005; MCFARLANE et al., 2008). Assim, o recrutamento ¢ ativagio de
neutr6filos € importante para controle da infecgdo com Leishmania. Pouco é conhecido sobre
a biologia da interagdo entre estas células e L. braziliensis, ndo estando bem estabelecida a sua
participagdo no curso da infecgdo por esta espécie.

Os macrofagos séo as principais células hospedeiras de Leishmania e participam na
destrui¢do dos parasitos. Além disso, podem atuar na regulagdo da resposta imune por serem
capazes de produzir citocinas e quimiocinas (STAFFORD et al., 2002). In vitro, macréfagos
de camundongos CBA foram capazes de controlar a infec¢do por L. major, mas foram
susceptiveis a infecgdio por L. amazonensis. L. amazonensis ndo sé inibiu a ativagdo dos
macrofagos, mas foi resistente aos mecanismos de destruigdo induzidos por IFN-y. A ativagéo
dos macréfagos em resposta a TNF-a e IFN- y foi responsavel pelo controte da infec¢do por
L. major, por um mecanismo parcialmente dependente de NO (GOMES et al, 2003). Na
infeccdo por L. braziliensis, macréfagos de camundongos BALB/c produziram IL-12 e
expressaram TNF-o, CCL3 e CCL4, sendo capazes de controlar a infecgdo por um
mecanismo dependente de NO (WELBY-BORGES, 2008). Estes resultados enfatizam a
importéncia do parasito na defini¢@o do curso da infecgéo.

Ja os linfocitos, participam do controle da resposta imune efetora especifica e de
meméria (HOLIDAY et al., 1991). Em camundongos resistentes a L. major, a deplegdo de
linfécitos T CD4”™ com anticorpo especifico exacerbou a infecgfo, € em camundongos
resistentes, promoveu o controle (TITUS et al,1987). Na infec¢do por L. amazonensis, a
deplegio de linfocitos T CD4" resultou na auséncia de lesdo e no menor recrutamento de
macréfagos (SOONG et al,1997). Estes resultados demonstram a importancia destas células
na defini¢io do curso da infecgdo. Foi demonstrado que linfécitos T CD8" participam da
resposta de camundongos C57BL/6 promovendo resisténcia a infec¢do por L. major no

modelo intradérmico de infec¢fio com baixas doses. Quando deficientes em células T CD8”
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estes animais ndo sdo capazes de conter a infec¢do por 100 promastigotas metaciclicas
inoculadas na derme da orelha (BELKAID et al., 2002).

O modelo murino mais estudado € o de infecgdo por L. major, um dos principais
agentes causadores da doenga no Velho Mundo. Neste modelo, o perfil de citocinas que é
produzido estd relacionado com a definigdo do curso da infecgdo. Camundongos resistentes
desenvolvem uma resposta do tipo T “helper” 1 (Thl) com produgdo de IFN-y, o que induz a
ativagdo dos mecanismos microbicidas dos macréfagos e eliminagdo do parasito. Estes
camundongos desenvolvem lesdes pequenas que ndo ulceram e curam. Por outro lado,
camundongos susceptiveis desenvolvem resposta do tipo T “helper” 2 (Th2) caracterizada
pela produgdo de IL-4. Este padrdo de resposta Th2 induz a desativagdo dos macrofagos e
multiplicagdo dos parasitos. Estes camundongos desenvolvem lesGes progressivas que
ulceram e necrosam (HEINZEL et al., 1989, 1991).

Na infecgdo por L. major, camundongos BALB/c foram utilizados no estudo dos
mecanismos de susceptibilidade por desenvolverem doenga progressiva associada com
produgio de grandes quantidades de IL-4 e pequenas quantidades de IFN-y. Por outro lado,
mecanismos de resisténcia foram estudados em camundongos C57BL/6, capazes de controlar
a infecgo, correlacionada com a produgéo de grandes quantidades de IFN-y (LOCKSLEY et
al.,1987; HEINZEL et al, 1989, 1991). Camundongos CBA infectados com L. major
desenvolveram lesdes pequenas que regrediram com o tempo. Estes animais produziram IFN-
v, IL-10, mas IL-4 s6 foi detectada nas primeiras semanas de infecgdo, caracterizando uma
resposta imune celular do tipo Thl. Por outro lado, estes camundongos infectados com L.
amazonensis desenvolvem lesdes que aumentam progressivamente e ulceram, seguida de
disseminagdo dos parasitos e morte dos animais. Estes animais produzem IL-4 ¢ IL-10, mas
nio IFN-y, resposta Th2. (LEMOS DE SOUZA et al., 2000). Na infec¢fo por L. braziliensis,

camundongos BALB/c e C57BL/6 sdio resistentes, mas o primeiro desenvolve uma lesdo que



30

evolui para cura espontinea e o segundo ndo mostra sinais aparentes de lesdo macroscopica
(MAIOLI et al.,, 2004; MOURA et al, 2005). Nestes animais, o controle da infecgdo esta
relacionado com o desenvolvimento de resposta Thl (DEKREY et al., 1998; MAIOLI et al.,
2004; MOURA et al., 2005; ROCHA et al., 2007; VARGAS-INCHAUSTEGUI et al., 2008).

L. donovani e L. infantum chagasi causam doenga visceral, caracterizada pela
proliferagdo dos parasitos em macréfagos no figado, bago ¢ medula 6ssea. Camundongos
BALB/c e C57BL/6 reduzem o parasitismo no figado, mas mantém infecgfio cronica no bago
e desenvolvem esplenomegalia. O controle da infec¢@o envolve a produgéo de IFN-y
(MURRAY & DELPH-ETIENNE, 2000), IL-12 (ENGWERDA ef al, 1998; MURRAY et
al,, 2006) ¢ TNF-a (ENGWERDA et al, 2004), citocinas que favorecem a destrui¢do dos
parasitos por induzem a formag8o ¢ maturagfo de granulomas. A produgdo predominante de
IL-10 favorece a exacerbagdo da infeccio (MURRAY et al., 2002).

No modelo de infec¢do intradérmico, camundongos BALB/c inoculados com 10*
promastigotas metaciclicas de L. infantum controlaram a carga parasitaria na pele. A presenca
do parasito induziu infiltrado inflamatério tipo misto, com predominio de neutréfilos nas
fases iniciais € aumento na quantidade de linfécitos nas fases mais tardias. Contudo, houve
disseminagdo dos parasitos para linfonodo, bago ¢ figado e os camundongos desenvolveram
doenga visceral. A carga parasitaria aumentou no bago e nas fases mais tardias da infecgédo foi
reduzida no figado. Houve persisténcia dos parasitos no linfonodo (AHMED et al., 2003).

Diversos estudos foram desenvolvidos com o objetivo de investigar quais células
permanecem infectadas no linfonodo apds o controle da infecgdo. Foi mostrado que as células
dendriticas so as principais células que albergavam os parasitos no linfonodo (MOLL et al.,
1995). O que foi confirmado num estudo mais detalhado que utilizou um painel de
marcadores especificos para macrofagos, granuldcitos, células endoteliais, e células

dendriticas. Foi mostrado que 30 a 40% dos parasitos mantinham infecgdo em células
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dendriticas € macréfagos, mas que 60 a 70% destes ndo estavam associados com nenhum dos
marcadores utilizados (STENGER ef al., 1996). Os fibroblastos reticulares foram mostrados
como as células que mantém 60 a 70% das amastigotas de L. major nos linfonodos de
camundongos C57BL/6. A manutengdo da infecgdo foi relacionada com a menor ativagfo de
mecanismos microbicidas por estas células, em especial a baixa produgdo de NO (BOGDAN
et al., 2000).

A participagdo de células T reguladoras (TCD4+CD25hiF0xp3+) produzindo IL-10 nos
sitios de infecg¢do favorece a persisténcia dos parasitos. Na infecgdo por L. major,
camundongos C57BL/6 deficientes para o receptor de IL-10 ou tratados com anti-IL-10
montaram uma resposta polarizada Thi e eliminaram os parasitos, mostrando que a produgéo
desta citocina é importante prevenir a esterilizagdo da infecg@io. Adicionalmente, células T
reguladoras foram isoladas do linfonodo de camundongos CS57BL/6 ap6s o controle da
infeccdo. In vitro, elas foram capazes de proliferar e secretaram grandes quantidades de IL-10
em cultura mista com células dendriticas infectadas. A transferéncia destas células para
camundongos que controlaram a infec¢do induziu o aumento da carga parasitaria e
exacerbagdo da infec¢do enquanto que a deple¢do destas células preveniu a reativagdo da
infecgdo (BELKAID er al,, 2002; SUFFIA et al., 2006). Estes resultados mostram que a
persisténcia do parasitismo depende de mecanismos que envolvem a produgdo de IL-10 e
manutengdo de baixo potencial microbicida pelas células infectadas.

A persisténcia dos parasitos no linfonodo ap6s o controle da infecgdo e
desaparecimento dos sinais clinicos da doenga parece ter relagdo com a manutengdo de
resposta imune protetora. Uzonna e colaboradores (2001) mostraram que camundongos
BALB/c infectados por alta dose de promastigotas de L. major, 10°, produziram grandes
quantidades de IL-4 e pouca de IFN-y e desenvolveram linfadenomegalia extrema com alta

carga parasitdria e lesdes progressivas, sendo classificados neste estudo como sintomatico.
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Quando infectados por 3x10°, dose intermediaria, produziram quantidades equivalente de
IFN-y e IL-4, anticorpos anti-leishmania, desenvolveram linfadenomegalia e controlaram a
infecgdo, mas os parasitos persistiram no linfonodo. Estes foram considerados
oligossintomaticos. Ja os infectados por 1,1x102, baixa dose, eliminaram os parasitos, foram
assintomaticos e produziram grandes quantidades de IFN-y, na auséncia de anticorpos anti-
leishmania e linfadenomegalia. Quando animais assintomaticos e oligossintomaticos foram
reinfectados, apenas os aligossintomaticos foram capazes de controlar a infecgdio secunddria.
Camundongos que receberam células de camundongos oligossintomaticos antes de serem
infectados com alta dose foram capazes de controlar a infec¢fo. Estes resultados demonstram
que a manutenc¢do de parasitismo em niveis que ndo causam doenga grave ¢ importante para
manuten¢do de imunidade protetora. Além disso, sugerem que o desenvolvimento de
linfadenomegalia tem relagdo com a carga parasitaria e pode ser um indicador de resposta
protetora.

A contengdo dos parasitos na pele e no linfonodo estd associada com resisténcia a
infecgdo e a disseminagio para visceras como bago ¢ figado, estd associado com
susceptibilidade. Laskay e colaboradores (1995) investigaram a cinética de disseminagdo de
L. major em diferentes linhagens de camundongos. Foi mostrado que em camundongos
BALB/c, susceptiveis a infecgio, ocorre disseminagdo dos parasitos do sitio cutineo de
inoculagdo para o linfonodo de drenagem, bago, figado, pulmio e medula dssea num periodo
de 10 a 24 horas apos infec¢do. Nos camundongos C57BL/6, CBA/J e C3H/Hel, resistentes a
infecgdo, os parasitos sdo retidos na pele e no linfonodo de drenagem. Interessante que nos
camundongos C57BL/6, a deplegdo de células NK1.1 ou o tratamento com anticorpo anti-
IFN-y, mas ndo a deplecdo de linfocitos T CD4" ou T CD8" antes da infecgdio, induziu
disseminagdo com uma cinética semelhante & dos camundongos susceptiveis. Adicionalmente,

o tratamento de camundongos susceptiveis com IL-12 recombinate antes da infecgdo preveniu
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a disseminagédo. Estes resultados indicam que a resposta imune inata tem participagdo na
contengdo dos parasitos no sitio primario, evento relacionado com o controle da infecgéo.

Uma provavel via de disseminagdo dos parasitos do sitio primdrio para os orgio
internos ¢ a hematogénica. Martinez e colaboradores (1992) isolaram parasitos a partir de
cultura de mondcitos derivados do sangue periférico de pacientes com LCM. O agente
identificado foi L. braziliensis. Em modelos experimentais, foi demonstrada a capacidade
intrinseca de L. braziliensis em causar doencga disseminada. Almeida e colaboradores (1996)
demonstraram que em hamsters a infecgdo com L. braziliensis pode produzir lesdes
metastaticas secundarias viscerais a partir de lesfio cutdnea primdria ¢ lesdes secundarias
metastaticas cutdneas a partir de infecgdo visceral priméria. A observagdo de infiltrados
inflamatdrios nas paredes de vasos sangiiinecos contendo células parasitadas sugere
disseminagdo por via hematogénica.

Independente das possiveis vias de disseminagdo, o estudo da interagdo entre células
parasitadas e os tecidos do hospedeiro vém contribuindo para o entendimento dos
mecanismos celulares relacionados com a permanéncia das células parasitadas no sitio de
infecgdo ou migragdo para outros tecidos. A partir do desenvolvimento e utilizagdo de ensaios
de adesdo de mondcitos com tecido inflamado in vitro, Carvalhal e colaboradores (2004)
mostraram que estas células aderem ao tecido inflamado. Entretanto, a infec¢do por
Leishmania inibe significativamente esta adesdo e parece estar relacionada com alteragdes na
fungdo de integrinas da familia beta-1 e alteragdes na expressdo de receptores de quimiocinas
(PINHEIRO et al., 2006). Indicando que o parasito é capaz de interferir com a adesdo dos
fagdcitos aos tecidos inflamados e interferir com os mecanismos de disseminagéo.

Além do controle exercido pelos mecanismos imunes sobre a disseminagdo dos
parasitos, outros fatores intrinsecos das diferentes espécies de Leishmania parecem contribuir

na determina¢iio de tropismo e permanéncia destes nos diferentes tecidos. Callahan e



34

colaboradores (1996) investigaram a sensibilidade de diferentes espécies a temperatura. Foi
mostrado que espécies mais associadas com doenga visceral (L. infantum chagasi e L.
donovani) sdo mais resistentes a altas temperaturas do que espécies associadas com doenga
cutdnea (L. major ¢ L. amazonensis, L. mexicana, L. tropica, L. braziliensis e L. panamensis).
As cepas de L. braziliensis testadas mostraram-se mais resistentes a temperatura que as cepas
de L. amazonensis. Entretanto, evidéncias de que espécies que causam doenga cutdnea serem
isoladas de pacientes com doenga visceral (BARRAL et al, 1991; SILVA et al, 2002)
indicam que outros fatores devem participar da determinagfio destes fendmenos.

A dose e o sitio de inoculagdo podem ser determinantes no curso da infecgédo.
Camundongos BALB/c susceptiveis a infecgfo por L. major, ao serem inoculados com 10
promastigotas desenvolveram resposta Thl e foram capazes de controlar a infecgdo
(DOHERTY & COFFMAN et al., 1996). Em camundongos C57BL/6 foram observados
resultados semelhantes. Quando infectados com 10° promastigotas de L. major
desenvolveram lesdes que aumentaram de tamanho rapidamente, mas regrediram em seguida
acompanhadas pelo controle da carga parasitaria. Por outro lado, quando infectados com
baixa dose, 10%, ndio foram observadas lesSes aparentes, mas houve persisténcia dos parasitos
e a carga parasitaria manteve-se intermediaria (LIRA, ef al., 2000). Com relag@o ao sitio de
inocula¢do, foi mostrado que camundongos BALB/c e CB6F1 que sdo susceptiveis a infecg¢do
por L. major ¢ L. amazonensis, quando infectados em regides anteriores do tronco foram
capazes de controlar a infecg¢do e curaram as lesdes. Quando a infecgdo foi realizada em
regides posteriores ao tronco, entretanto, desenvolveram lesdes que aumentaram
(KIRKPATRICK et al., 1987). Resultados semelhantes foram observados por Nabors e
colaboradores (1995) que mostraram que camundongos CB6F1 infectados no dorso por L.
major desenvolveram resposta Th2 e infecgdo cronica. Estes animais desenvolveram resposta

Th1 e controlaram a infec¢do quando os parasitos foram inoculados na pata.
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Belkaid e colaboradores (1998) desenvolveram um modelo intradérmico de infecgdo
por L. major que consiste na injeg¢do de pequenas quantidades do parasito mais saliva do vetor
na derme da orelha de camundongos. A vantagem de utilizar este modelo é que a derme € o
local onde a infec¢do ocorre naturalmente. Camundongos CS57BL/6 ¢ BALB/c foram
susceptivets a infecgdo em presenca de saliva. O mesmo perfil observado nos trabalhos
realizados com o modelo convencional de infecgdo com altas doses na pata. Entretanto, a
intensidade e desfecho da infecgdo parecem ser diferentes. Comparando o curso da infecgdo
nos camundongos C57BL/6 que foram inoculados com parasitos e saliva, em modelos de
infecgdo diferentes, subcutdneo e intradérmico, os estudos mostram que adi¢do de saliva
exacerba a infec¢do. Quando o indculo foi injetado na pata, os camundongos desenvolvem
lesdes que aumentaram de tamanho nos primeiras semanas € regrediram em seguida,
indicando tendéncia de cura em tempos mais tardios. Entretanto, quando o inéculo foi
injetado na orelha, as lesdes foram menores nas primeiras semanas e aumentaram lentamente
nas semanas seguintes, mas sem sinais aparentes de cura (THEODOS et al,,1991; BELKAID
et al., 1998).

Assim, tanto a dose quanto o local da infecgdo podem influenciar o curso da doenga, €
a realizagio de trabalhos utilizando modelos experimentais mais proximos da infecgdo
natural, podem contribuir com informagdes mais precisas a cerca dos fatores que contribuem

para o controle ou exacerbagdo da infecgéo.
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1.4.1 — ASPECTOS HISTOLOGICOS DAS LESOES NO MODELO MURINO

DA LEISHMANIOSE

1.4.1.1 - LESAQ

Nas fases iniciais da infecgdo, o infiltrado inflamatorio das lesdes ¢
predominantemente neutrofilico com macréfagos e ocasionais eosindfilos de permeio,
acompanhados por congestdo vascular e edema. Este padrdo € observado em linhagens que
desenvolvem resisténcia ou susceptibilidade a infec¢do. Nas fases mais tardias, o
infiltrado torna-se predominantemente linfocitirio nos camundongos que desenvolvem
resisténcia ou macrofagico monomérfico nos camundongos que desenvolvem susceptibilidade
a infecgdo por L. major ou L. amazonensis (ANDRADE et al, 1984; BARRAL-NETTO et
al., 1987, LEMOS DE SOUZA et al., 2000).

Os padrdes de resposta tecidual observado em diferentes linhagens de camundongos
que desenvolvem resisténcia ou susceptibilidade & infecgfo sdo semelhantes aos observados
nas diferentes formas clinicas da LTA. Camundongos A/J mostraram-se resistentes 4 infec¢éo
por L. amazonensis e desenvolveram lesdes nodulares, com infiltrado inflamatério constituido
por macréfagos, plasmocitos e por muitos linfécitos. Granulomas e areas focais de necrose
fibrinéide e fibrose intersticial e periférica foram observados. Este padrdo ¢ semelhante ao
observado nas LCL e LCM. Por outro lado, camundongos BALB/c mostraram-se susceptiveis
a infecgo e desenvolveram lesdes com infiltrado macrofagico monomoérfico com parasitismo
intenso e extensas areas de necrose do tipo coagulativa, padrdo semelhante ao observado na
LD (ANDRADE et al.,, 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987)

Aspectos similares foram observados por Lemos de Souza e colaboradores (2000).

Neste trabalho, camundongos CBA infectados com L. major desenvolveram lesdes pequenas
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que regrediram com o tempo. O infiltrado inflamatdrio nestas lesdes foi constituido por
infiltrado mononuclear misto, composto por macrofagos, linfécitos e poucos plasmécitos e
granuldcitos. Associado ao controle da carga parasitiria e cura das lesbes foi observado
fibrose, necrose fibrindide e granulomas. Estes animais produziram IFN-y e montaram
resposta imune celular do tipo Thl. Por outro lado, camundongos CBA infectados com L.
amazonensis desenvolveram resposta Th2 com produgdo de grandes quantidades de I1.-4 e
pouca de IFN-y. Nestes animais as lesGes que aumentaram progressivamente. O infiltrado
inflamatorio na lesdo foi do tipo macrofagico monomorfico, com intenso parasitismo, areas de
necrose litica, micro-abcessos ¢ ulceras, seguida de disseminagéo dos parasitos, resultando na
morte desses animais.

Mudangas no perfil de resposta imune sfo acompanhadas por modificagdes no padrédo
de resposta histologica. Camundongos BALB/c susceptiveis a infec¢do por L. amazonensis
quando imunizados com antigenos soliveis de promastigotas por via endovenosa, tornaram-se
parcialmente resistentes e sofreram alteragSes no padrdo da resposta tecidual que passou a
assemelhar-se a0 de camundongos resistentes. Nestes animais, o infiltrado inflamatorio das
lesdes foi do tipo misto, com poucos macrofagos parasitados, plasmécitos e eosinéfilos.
Reagdo granulomatosa com células epitelidides e gigantes multinucleadas foram observadas

(BARRAL-NETTO et al., 1987).

1.4.1.2 - LINFONODO

O padrio de resposta tecidual nos linfonodos que drenam as lesdes cutineas também
mostra associagdo com os perfis de resisténcia e¢ susceptibilidade. Nas fases iniciais da
infec¢do, os linfonodos de animais resistentes e susceptiveis apresentam caracteristicas

semelhantes. Dilatago dos seios subcapsulares com infiltragdio de células mononucleares



38

macréfagicas contendo antigenos parasitdrios ou parasitos integros foram observados
(ANDRADE et al, 1984; LEMOS DE SOUZA et al, 2000). Nas fases tardias, nos
camundongos CBA, resistentes a infecg@o por L. major, o padrdo de resposta tecidual nos
linfonodos foi macrofagico epitelidides com acumulo de macréfagos formando estruturas
granulomatoides dispersas no parénquima. Formas amastigotas foram observadas nestas
estruturas. Nos camundongos susceptiveis, infectados com L. amazonensis, o padrio tecidual
foi macrofagico plasmocitério difuso. O linfonodo foi gradualmente ocupado por macréfagos
de citoplasma amplos, freqiientemente parasitados. Centros germinativos mostraram-se
reativos. Nestes animais, o linfonodo foi todo substituido por células de aspecto plasmocitdide
e macrofagos parasitados. Houve alteragéo da estrutura do linfonodo (LEMOS DE SOUZA et
al., 2000).

Na infecgdo por L. mexicana, camundongos BALB/c mostraram aumento progressivo
da carga parasitaria no linfonodo. A analise histopatolégica mostrou que no inicio da infecgdo
houve hiperplasia folicular e centros germinativos reativos com corpos apoptdticos. Nas fases
tardias foram observadas plasmocitose sinusoidal, intensa infiltragdo por macrofagos
infectados, seguida de destrui¢do de centros germinativos € ruptura da capsula do linfonodo.
Nos camundongos C57BL/6 que controlaram a infecgdo, as alteragdes foram discretas e
ocorreram plasmocitose sinusoidal e infiltragdo de macrofagos parasitados. Contudo, houve
um padrido diferenciado na localizagio da maior parte das células parasitadas. Nos
camundongos BALB/c, os macréfagos infectados ocuparam todo o linfonodo, mas nos
camundongos C57BL/6 estes macrofagos estiveram principalmente na regifio paracortical
(AGUILAR-TORRENTERA et al,, 2002a).

No linfonodo, também foi demonstrado que intervengdes no perfil de resposta imune
do hospedeiro podem induzir modificagdes no padrio histologico, associadas com resisténcia

ou susceptibilidade. O tratamento com IL-12 recombinante nas fases iniciais da infecgio de
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camundongos BALB/c por L. major, induziu a formagdo de granulomas e redu¢do da carga
parasitaria no linfonodo destes animais. Camundongos ndo tratados mostraram alta carga

parasitaria, na auséncia de resposta granulomatosa (SCHOPF et al., 2001).

1.4.1.3 - BACO E FIGADO

Camundongos BALB/c sdo susceptiveis a infec¢do por L. mexicana. Estes animais
desenvolvem lesdo cutdnea progressiva acompanhada pelo desenvolvimento de lesdes
secundarias e disseminagdo dos parasitos para bago e para o figado. A presenca do parasito
induz alteragbes histologicas neste orgdo. Foram observados agregados de histiocitos
parasitados na polpa branca e na polpa vermelha. No figado, observou-se infiltrado
inflamatério nos sinusdides € em espagos porta com histidcitos parasitados. Ndo foram
observadas altera¢bes no bago e no figado dos camundongos CS7BL/6, resistentes a infecgéo
(AGUILAR-TORRENTERA et al,, 2002b).

Em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis foi observado no bago
infiltrado inflamatorio difuso composto por macrofagos parasitados e poucos neutrdfilos de
permeio. No figado, infiltrado mononuclear com células parasitadas foi observado nas paredes
dos vasos sanguineos e dispersos no parénquima (ABREU-SILVA et al,, 2004).

Murray (2001) descreveu detalhadamente a dindmica de formagdo e maturagdo dos
granulomas no curso da infecg¢do de camundongos BALB/c por L. donovani. Nestes animais,
as fases iniciais da infec¢do sdo caracterizadas pela elevada carga parasitaria no figado que ¢
controlada nas fases mais tardias. A redugfo na carga parasitaria relacionou-se com o
desenvolvimento e maturagio de granulomas. A analise histoldgica mostrou que nas primeiras
semanas de infec¢do houve agregados irregulares de macrofagos e linfécitos dispersos no

parénquima. Estes agregados aumentaram em ndimero e na segunda semana de infecgdo, ja
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formavam granulomas definidos, compostos por células mononucleares, histiocitos € poucos
macrofagos epitelidides parasitados. Neutréfilos ndo foram observados. Macrdfagos
parasitados mostraram-se dispersos. Houve discreta deposigdo de colageno em alguns
granulomas. Hepat6citos mantiverem-se intactos € ndo houve necrose. Nas fases mais tardias,
os granulomas tornaram-se maiores € bem definidos, muitas vezes formando agregados.
Paralelo a redugdo do parasitismo, foi observado o aumento do nimero de células epitelidides
formando agregados, além de infiltragdo de células mononucleares no entorno do granuloma e
reposicdo de colageno. Entretanto, com 16 semanas de infecg@io apenas 43% dos granulomas
tornaram-se maduros. Nos imaturos, foram observadas c€lulas parasitadas sem deposigdo de
colageno.

No bago, inicialmente foram observados na polpa vermelha poucos macrofagos
infectados. No curso da infecgdo, paralelo ao aumento gradual da quantidade de macréfagos
parasitados e intensidade do parasitismo, foi observado desestruturagdo da arquitetura do
bago, caracterizada pela substituigdo da polpa vermelha por macrofagos parasitados e
involug#o e coalescéncia dos foliculos linféides (MURRAY, 2001).

Camundongos BALB/c infectados com alta dose de L. donovani desenvolveram
hepatoesplenomegalia, associada com alta carga parasitria. Esplenocitos destes animais néo
proliferaram e nem secretaram IFN-y quando estimulados, in vitro, com SLA. Nas fases
iniciais da infecg@o, houve expressfio de grandes quantidades de RNAm de IL-4, aumento
progressivo da expressdo de IL.-10, na auséncia de IFN-y e IL-12 (MELBY et al, 1998).
Neste mesmo modelo, foi mostrado que quando os camundongos foram infectados com baixa
dose de parasitos, nas fases mais tardias da infecgdo, houve redugdo da carga parasitaria no
bago e no figado. No bago, a redugiio da carga parasitaria foi acompanhada pelo aumento da
quantidade de linfocitos e células dendriticas nos primeiros dias da infecgdo, seguido do

deslocamento destas células da regifio periarteriolar ¢ da zona marginal para a polpa
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vermelha, onde foram observadas as células infectadas. No curso da infecgédo, foi verificado
aumento do nimero de esplendcitos positivos para IL-12 e redugdo dos positivos para IL-10.
Poucas células foram positivas para IFN-y. Estes resultados sugerem que o controle parcial da
infecgdo esta relacionado com a produgdo de IL-10 e IL-12, associado & migragéo de
linfécitos e células dendriticas para o sitio da infecgdo (MELBY et al., 2001)

No modelo murino as caracteristicas histologicas das lesdes constituem importantes
indicadores do controle ou do estabelecimento da infecgdo, sendo possiveis correlagdes entre
as principais alteragdes histologicas com manifestagdes clinicas, associando-as ao prognostico
da doenga (ANDRADE et al., 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987; LEMOS DE SOUZA et

al., 2000).

1.5—- MODELOS DE INFECCAO COM Leishmania braziliensis

Embora L. braziliensis seja o principal agente etiolégico da leishmaniose no Brasil,
existem poucos estudos sobre aspectos da infec¢dio por esta espécie. Hamsters tém sido
utilizados em estudos de infec¢do por L. braziliensis (MCKINNEY & HENDRICKS, 1980;
TRAVE et al., 1988; KAHL et al, 1991). Estes animais, quando infectados desenvolveram
lesdo no sitio de inoculagdo dos parasitos, inicialmente uma pépula que aumenta e ulcera
(MCKINNEY & HENDRICKS, 1980; KAHL et al.,, 1991). O infiltrado inflamatério nestas
lesBes foi do tipo misto, com a presenga de linfocitos e plasmocitos, ocorreu formagéo de
granulomas. Fibrose ¢ necrose foram observadas (MCKINNEY & HENDRICKS, 1980;
KAHL et al., 1991). Ocorreu disseminagio dos parasitos da lesdo cutanea inicial para orgéos
internos (ALMEIDA et al., 1996).

Trabalhos com primatas ndo humanos vém sendo desenvolvidos. Estes animais séo

susceptiveis a infecgdo com L. braziliensis e desenvolvem amplo espectro de doenga,
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variando desde lesdes auto-limitadas, semelhante & LCL, que tendem a cura espontinea, até
lesdes mucosas (TEVA et al, 2003; SOUZA-LEMOS et al., 2008). Nestes animais, o
infiltrado inflamatorio das lesdes ¢ do tipo misto. Mastocitos, granuldcitos, células
mononucleares e linfocitos estdo presentes. Durante a fase ativa das lesdes, neutrofilos sdo
predominantes. Na fase cronica, reagdo granulomatosa ¢ caracteristica e ocorre persisténcia
dos parasitos (SOUZA-LEMOS et al., 2008).

O modelo murino ¢ o mais utilizado para o estudo da infec¢do por L. braziliensis.
Camundongos BALB/c sdo os mais susceptiveis, mas ndo desenvolvem lesdes graves de
longa duragdo (NEAL & HALE, 1983; CHILDS, et al., 1984). Contudo, quando ocorre pré-
exposigdo a saliva do vetor, ou quando a infecgdo € realizada em presenga da saliva ocorre
exacerbagdo da infecgfio (SAMUELSON et al,, 1991; LIMA & TITUS, 1996; DONNELLY
et al., 1998; BEZERRA & TEIXEIRA, 2001; MOURA et al., 2007).

Moura e colaboradores (2005) adaptaram o modelo de infecgdo intradérmica em
orelha (BELKAID ef al., 1998) para estudar a infecgdo por L. braziliensis. Os resultados
mostraram que este modelo reproduziu alguns aspectos da infec¢do natural. Camundongos
BALB/c infectados com 10° promastigotas de fase estaciondria desenvolveram lesdo tnica,
ulcerada, com bordas elevadas e fundo necrético, semelhante ao observado em pacientes com
LCL. Desta forma, este constitui um bom modelo para o estudo de aspectos da infecgéo da

resposta imuno-inflamatoria por L. braziliensis.

1.5.1 - RESPOSTA HISTOLOGICA NO MODELO MURINO DE INFECCAO

COM Leishmania braziliensis

A analise histopatologica das lesdes de hamsters infectados por L. braziliensis isolada

de diferentes forma clinicas, LCL ou LCM, mostrou a auséncia de aspectos histolégicos
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caracteristicos para cada isolado. Foi observado infiltrado inflamatorio do tipo misto
composto por macréfagos, neutréfilos, eosindfilos, linfocitos e plasmocitos. Havia focos de
necrose associado ao acumulo de neutréfilos formando micro-abscesso. O parasitismo variou
de intenso a escasso. Em alguns casos houve o desenvolvimento de resposta inflamatdria
granulomatosa, com granulomas bem organizados. Nestes casos, houve reduzida infiltragéo
neutrofilica e amastigotas ndo foram detectadas (KAHL et al., 1991).

A infecgdo de hamsters por L. braziliensis resultou em disseminagdo dos parasitos e
desenvolvimento de lesdes secunddrias. No linfonodo € no bago destes animais foram
observados infiltrados inflamatérios, compostos por agregados de histidcitos com
plasmécitos, linfécitos e poucos eosinodfilos de permeio. No linfonodo, estes agregados
localizaram-se nas regides cortical e medular, enquanto que no bago, localizaram-se na polpa
vermelha. No figado, foram observados infiltrado de histidcitos com raros eosinofilos. Nas
lesBes cutineas secundaria, houve infiltrado com macrofagos parasitados e grande quantidade
de neutrofilos (ALMEIDA et al.,, 1996). Alguns linfonodos distantes do sitio primério de
infecgdo mostram-se reativos. Em alguns animais houve formagdo de granulomas no
linfonodo, bago e figado. Nestes casos, parasitos ndo foram observados (KAHL, er al., 1991).

Em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis mais saliva, ocorreu
exacerbagido da infec¢do com o desenvolvimento de leses nodulares contendo macrdéfagos
densamente parasitados. Micro-abscesso focais de linfocitos e neutréfilos foram observados
(SAMUELSON et al., 1991). Neste mesmo modelo, foi mostrado que nas fases iniciais da
infecgdo em presenga de saliva, o infiltrado inflamatério ¢ difuso, neutréfilos e eosinofilos
estio presentes. Com o avango da infecgdo, as lesdes aumentam e houve acumulo de
macrofagos parasitados e persisténcia de neutréfilos e eosindfilos. Nos animais infectados
sem saliva, as lesdes regrediram e macrdéfagos epitelidides com poucos parasitos foram

observados. A inflamagido reduziu progressivamente e foi acompanhada por fibrose
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(DONNELLY et al, 1998). Camundongos CS57BL/6 infectados por L. braziliensis,
apresentaram infiltrado inflamatdrio nas lesdes predominantemente linfocitico, mas quando
tratados com TGF-B recombinante, ocorreu exacerbagéo da infecgéo e alteragdo no infiltrado,
que passou a ser composto principalmente por macréfagos densamente parasitados
(BARRAL-NETTO et al., 1992b).

No modelo de infec¢do intradérmica em orelha de camundongos BALB/c com L.
braziliensis, as lesdes foram inicialmente compostas por um infiltrado inflamatorio focal de
mondcitos, linfécitos, neutréfllos e poucos parasitos. No auge do desenvolvimento das lesdes,
o infiltrado inflamatério foi constituido predominantemente por macrofagos infectados. Em
fases mais tardias, foram observados macrofagos, linfocitos, poucos plasmocitos € parasitos.
Estes animais desenvolveram uma resposta imune do tipo Thl. Apesar disso, os parasitos
persistiram no linfonodo de drenagem, mesmo apés a cura da lesio (MOURA et al., 2005).

Sabe-se que o envolvimento do linfonodos na infecgdo por L. braziliensis em humanos
¢ relevante manifestagdo clinica (BARRAL et al,1992, 1995; SOUSA et al,1995). No
modelo murino, t€m sido evidenciada a persisténcia de L. braziliensis no linfonodo de
camundongos que controlam a infecgio (SOUZA-NETO et al., 2004; MOURA et al., 2005;
ROCHA et al., 2007). Entretanto, a resposta tecidual no linfonodo desses camundongos foi

pouco estudada.

1.6 - IMUNORREGULACAO POR CITOCINAS NA LEISHMANIOSE MURINA

Um fator importante na defini¢do de resposta Thl ou Th2 séo as citocinas presentes
nas primeiras horas de infecgfio (YAMAKAMI et al.,, 2002). Foi mostrado que IL-4 ¢ capaz
de modular a resposta Thl, inibindo a produgdo de IFN-y e regulando a ativagfio de

macrofagos, além de ser um potente indutor de respostas Th2 (TANAKA et al, 1993).



45

Camundongos geneticamente resistentes a infecgdo com L. major, ao expressarem elevados
niveis desta citocina desenvolveram doenga progressiva (LEAL ef al.,, 1993). Por outro lado,
camundongos susceptiveis a infecgdio, quando deficientes na expressdo de IL-4 ou quando
tratados com anti-IL-4, apresentaram um aumento na expressdo de IFN-y e foram capazes de
controlar o desenvolvimento das lesdes e a carga parasitaria (SADICK et al.,, 1990; KOPF et
al,, 1996; UZONNA et al., 2001). Estes dados indicam a importincia de IL-4 na progressdo
da doenga. Na infecg¢@o por L. braziliensis, foi proposto que a baixa capacidade de causar
lesGes na maioria das linhagens de camundongos pode estar relacionada com o fato desta
espécie ndo ter induzido a produgdo de grandes quantidades de IL-4 (DEKREY et al.,, 1998).
Entretanto, camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis mais saliva, produziram até
trés vezes mais 1L-4, ¢ desenvolveram lesdes maiores do que os animais infectados apenas
com parasitos, sem saliva. O tratamento com anti-IL-4 reverteu este efeito (LIMA & TITUS,
1996).

Além de IL-4, IL-10 também ¢ uma citocina relacionada com susceptibilidade a
infec¢do com Leishmania (MURPHY et al., 2001; MURRAY et al., 2002; PADIGEL et al.,
2003). Camundongos susceptiveis a L. major, quando deficientes na produgdo de IL-10 ou
tratados com anti-IL-10, sendo ao mesmo tempo, deficientes na produgdo de IL-4,
controlaram a carga parasitiria e desenvolvem lesdes menores, comparadas as lesSes de
camundongos selvagens ou ndo tratados (KANE et al, 2001; NOBEN-TRAUTH; 2003).
Alguns trabalhos tém indicado a importancia da produgdo de IL-10 para a persisténcia dos
parasitos em camnundongos resistentes, mesmo apds a cura das lesdes (BELKAID et al., 2001,
2002; VIANA DA COSTA et al, 2002). Camundongos resistentes a infecgdo por L.
braziliensis, quando tratados com TGF-B recombinante, produziram maior quantidade de
RNAm de IL-10 e tornaram-se susceptiveis, mostrando a relagdo desta citocina com a

exacerbagfo da infec¢do (BARRAL et al,, 1993).
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O TGF-B participa da resposta Th2 e atua na defini¢do do perfil de susceptibilidade
durante a infec¢do com Leishmania (BARRAL-NETTO & BARRAL 1994). In vitro, TGF-3
foi capaz de bloquear o desenvolvimento de linfécitos Thl induzido por IL-12, além de
promover a inativagdo de macréfagos, reduzindo a produgdo de NO (DING et al, 1990;
SCHMITT et al., 1994). Camundongos susceptiveis a infecgdio com L. major, quando tratados
com anti- TGF-B, aumentaram a produgdo de NO, reduziram a carga parasitaria e controlaram
a infecgdo (LI et al., 1999). Macréfagos infectados por L. braziliensis produziram TGF-f
biologicamente ativo. O tratamento com a citocina recombinante aumentou a carga parasitaria
e o bloqueio com anticorpo monoclonal especifico, reduziu os niveis de infec¢do. In vivo, o
tratamento com a citocina recombinante resultou em exacerbagio da infec¢do por parasitos
virulentos ou avirulentos e foi capaz de ativar infecgéo latente (BARRAL-NETTO er al,
1992b; BARRAL et al., 1993).

O IFN-y é o principal marcador da resposta Thl. Esta citocina ¢ capaz de induzir
ativagdo de macrofagos, capacitando-os a destruir formas amastigotas intracelulares. Os
mecanismos efetores classicos dessa destruigdo sio a produgdio de superoxidos (0O), via
complexo NADPH oxidase, e a sintese de NO, a partir de L-arginina, catalisada pela enzima
NO sintetase induzivel (iNOS) presente nestas células (GREEN ez al., 1990; LIEW erf al,
1990; GREEN et al., 1991; NACY et al, 1991, EVANS et al., 1993). In vivo, camundongos
C57BL/6 deficientes na produgdio de IFN-y ou que ndo expressam o receptor para esta
citocina, fpram incapazes de conter a infecgdo (WANG et al.,, 1994; SWIHART et al., 1995).
Camundongos C3H/HeN tratados com anti-IFN-y tornaram-se susceptiveis a infecg¢fio com L.
major, enquanto que camundongos BALB/c infectados ¢ tratados com esta citocina,
mostraram-se resistentes & infec¢do (SCOTT, 1991). Na infecgdo por L. braziliensis,
camundongos BALB/c tratados com anti-IFN-y ou deficientes da produgdo desta citocina,

desenvolveram lesdes progressivas (DEKREY et al, 1998, SOUZA-NETO et al, 2004;
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ROCHA et al., 2007).

TNF-a € uma citocina que participa da resposta imune protetora contra o parasito e
que atua de maneira sinérgica com o IFN-y, ampliando a resposta de resisténcia, in vitro ¢ in
vivo (BOGDAN et al., 1990; GREEN et al., 1990; LIEW ef al., 1990; MOLL et al., 1990;
DENG et al., 1993). O tratamento de camundongos resistentes a L. major com anti-TNF-a,
levou ao aumento da carga parasitaria e ao desenvolvimento de lesGes progressivas. Por outro
lado, o tratamento de camundongos susceptiveis com TNF-o recombinate induziu protecdo
(TITUS et al, 1989; LIEW et al., 1990). Camundongos deficientes na produgdo de TNF-a
sdo altamente susceptiveis a infec¢do por L. braziliensis (ROCHA et al., 2007).

Outra citocina envolvida com resposta de resisténcia € a IL-12. Esta citocina atua na
determinacfio do fendtipo de células T CD4" e estd diretamente relacionada com a indugdo e
manutengdo de resposta protetora (HSIEH er al., 1993; MACATONIA et al.,, 1993; SEDER et
al, 1993; STOBIE et al, 2000; PARK et al., 2002). In vivo, camundongos susceptivels
tratados na primeira semana de infecgdo com IL-12 recombinante sdo capazes de curar a
infec¢do por L. major (HEINZEL et al, 1993). Por outro lado, camundongos resistentes
quando incapazes de produzir p35 e/ou p40, tornaram-se susceptiveis & infec¢@io por L.
braziliensis e desenvolveram lesdes progressivas (SOUZA-NETO et al., 2004; ROCHA et al.,

2007).

1.7- P40

A p40, polipeptidio com aproximadamente 40-kDa, foi primeiramente descrita como
subunidade da IL-12 ou IL-12B (KOBAYASHI et al, 1989). Sua seqiiéncia ¢ homologa a
porgdo extracelular de receptores da familia de citocinas hematopoiéticas (MERBERG et al,

1992).
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Quando combinado com p35 ou IL-12a, de aproximadamente 35-kDa, forma a
citocina heterodimérica, IL-12p70 (KOBAYASHI er al, 1989). No entanto, quando
combinada com pl9, forma IL-23, citocina da mesma familia e que desempenha algumas
fungdes similares a IL-12 (OPPMANN et al., 2000). Além destas, tem sido mostrado que p40
pode ser secretada como um monémero ou como um homodimero, p80 (Figura 02)

(GILLESSEN et al., 1995).

iL-12

p80 IL-23

Figura 02. Diferentes formas de apresentacio da p40. P40 pode ser secretada como um
mondmero ou homodimero (p80), além de constituir as citocinas heterodiméricas [L-12

(p40+p35) e IL-23 (p40+p19). Modificado de Brombacher e colaboradores (2003).

P40 pode ser produzida por queratindcitos, células epiteliais, neutréfilos, macrofagos e
células dendriticas em resposta a diversos estimulos, tais como produtos derivados de
microrganismos e infecgdes por bactérias, protozoarios e fungos (MULLER et al, 1994;
BELLADONNA ef al., 2002; OLIVEIRA et al., 2005; MIKOLS et al., 2006; CHARMOY e
al., 2007).

IL-12RB,, a cadeia beta do receptor da IL-12, apresenta grande afinidade por p40
(PRESKY et al., 1998). Suas principais fun¢des biologicas estdo relacionadas com a produgéo
de IL-12 e IL-23, mas podem também ser mediadas pelo seu mondmero ou homodimero, p80.
Estas citocinas participam da resposta imune celular a diferentes patogenos, inclusive

Leishmania.
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1.7.1 - P40 MONOMERO E HOMODIMERO

P40 ¢é expressa em elevados niveis, maiores do que p19 e p35, podendo ser secretada
em sua forma monomérica ou homodimérica, p80 (HEINZEL et al., 1997). P40 ¢ p80 foram
detectadas no soro de camundongos tratados com LPS, sendo que p80 representou até 40% do
total de p40 circulante (MATTNER ef al.,, 1993; GILLESSEN ef al., 1995; GATELY et al,
1996). Diversos trabalhos demonstram que p40 ¢ p80 sdo capazes de mediar eventos
especificos, inibigdo competitiva de IL-12 ou atuar como estimulo quimiotatico.

Foi demonstrado que p80 murina recombinante interage com IL-12Rf,, competindo
com a IL-12 pela ligagdo com o receptor e, desta forma, funcionando como antagonista
(MATTNER ef al, 1993). O tratamento com p80 foi capaz de proteger camundongos da
reacdo de Shwartzman, induzida pela inje¢do de LPS, caracterizada por inflamagdo sistémica.
Nesta abordagem, p80 reduziu a produgdo de IFN-y e, conseqiientemente a resposta
inflamatoéria, aumentando a sobrevida destes animais (GILLESSEN ef al, 1995). O
tratamento com p80 inibiu a resposta imune celular, sendo capaz de bloquear a produgéo de
IFN-y induzida por IL-12, ou inibindo fun¢des mediadas pela IL-23 (SHIMOZATO ef al.,
2006).

A agdo imunodepressora de p40 e p80 foi demonstrada também em sistemas
experimentais de infecgdo por patdogenos. Yoshimoto e colaboradores (1998) mostraram que
camundongos C57BL/6 geneticamente modificados para produzir elevadas concentragdes de
p40, foram mais susceptiveis a infec¢do com Plasmodium berghei XAT e NK65. Apos
estimulo com antigenos do parasito, estes animais ndo montaram resposta imune celular
eficiente e produziram baixos niveis de IFN-y e elevados de IL-4 e IL-10.

Além de agfo inibitoria sobre o sistema imune, alguns trabalhos mostram que p80 €

capaz de induzir algum nivel de ativagdio do sistema, seja pelo estimulo para a produgéo de
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citocinas Thi ou influéncia sobre a capacidade migratdria de diferentes populagdes celulares.
Foi demonstrado que o estimulo, in vitro, de células da microglia e macréfagos peritoneais
com p80 induziu a expressdo de TNF-a, iNOS e produgdo de NO, independente de p35
(PAHAN et al,, 2001; JANA et al., 2003). Durante a infecgdo de camundongos deficientes em
p35 e p40 com BCG, o tratamento com p80 restaurou a capacidade destes animais de
responder a infeccdo (HOLSCHER et al., 2001).

Quanto ao estimulo migratério, Ha e colaboradores (1999) mostraram que p40 foi
capaz de induzir a migragdo de macréfagos, in vitro e in vivo. Redugdo na migragdo foi
observada apds o tratamento com anti-IL-12RB; ou com p40 modificada, com delegdo de
cinco aminoacidos da cadeia c-termial. Por outro lado, Russell e colaboradores (2003)
mostraram que o tratamento de camundongos com p80, mas n&o com IL-12 ou p40, induziu
migra¢do de macrofagos. Neste trabalho, camundongos deficientes na expressdo de IL-12Rp,,
mas ndo os deficientes em IL-12Rf; e p35, apresentaram uma menor migragdo de macréfagos
peritoneais quando tratados com p80. In vitro, p80 induziu a migra¢do de macréfagos em
niveis semelhantes ao induzido por quimiocinas CCL2 (JE). Macrdfagos deficientes na
expressdo de IL-12Rp; e transfectados com plasmideos codificando IL-12RpB; com porgéo
citoplasmatica alterada, ndo migraram em resposta a p80.

Em resposta a estimulo parasitario, Khader e colaboradores (2006) mostraram que a
migragdo de células dendriticas do pulm&o para os linfonodos drenantes apds infecgdo com
Mycobacterium tuberculosis foi reduzida em camundongos deficientes na produgio de p40,
mas ndo nos deficientes em p35. A impossibilidade de produzir p19 ndo afetou a capacidade
migratoria destas células. O tratamento de DCs de camundongos deficientes em p40, com
p80, reduziu a produgdo de IL-10 e restaurou a capacidade destas células de migrarem e
estimularem linfécitos T.

Na infec¢do com Leishmania, Nigg e colaboradores (2007) mostraram que DCs
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infectadas com L. major produziram niveis semelhantes de p40 e IL-12p70. Contudo, DCs de
camundongos BALB/c, susceptiveis, produziram duas vezes mais p80 do que células de
camundongos C57BL/6, resistentes. Charmoy e colaboradores (2007) mostraram que
neutréfilos de camundongos BALB/c infectados com L. major também produziram niveis
elevados de p80, mas nfio produziram IL-12p70, sugerindo a participa¢do de p80 na indugio

de susceptibilidade neste sistema.

1.7.2 - INTERLEUCINA-12

IL-12 foi primeiramente identificada como sendo produto de células B de linhagem
transformadas pelo virus Epstein-Barr, com a capacidade de induzir a ativagdo de células NK,
produgdo de IFN-y e proliferagéo de linfocitos T (KOBAYASHI ef al., 1989). Esta citocina €
um heterodimero composto por uma cadeia leve (p35) e por uma cadeia pesada (p40). A
jungdo destas duas cadeias forma a citocina biologicamente ativa, IL-12p70, e a expressdo de
ambas as cadeias sd0 necessdarias para a produgdo do heterodimero, mas p35 s6 ¢ secretada
quando combinada com p40 (KOBAYASHI er al.,, 1989; GUBLER et al,, 1991; WOLF et al.,
1991; PODLASKI et al., 1992).

O receptor de IL-12 é composto por duas cadeias, IL-12R; e IL-12Rf,. A expressdo
conjunta destas duas cadeias € necessaria para ligagfio desta citocina ao seu receptor, com alta
afinidade e transdugfo de sinal e ativagdo de JAK-STAT (PRESKY ef al.,, 1996). STAT4 é o
principal fator de transcri¢do responsdvel pelos efeitos celulares especificos da IL-12
(KAPLAN ef al., 1996; THIERFELDER et al,1996). Este receptor é expresso em baixos
niveis por células NK e estd presente, principalmente, em linfocitos ativados. A ativagio de
linfécitos T, via TCR, estimulou a transcri¢do das duas cadeias deste receptor, especialmente

a cadeia B,. IFN-q, IFN-y, TNF-a, co-estimulag@o por CD28 e a sinalizagido determinada pela
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propria IL-12, também estimularam a expressdo do receptor de IL-12. Além disso, linfocitos
Th1 e ndo Th2 expressam este receptor (ROGGE et al., 1997; SZABO et al., 1997).

Células dendriticas, mondcitos/macrégafos e neutréfilos sdo as principais fontes de IL-
12 em resposta a produtos provenientes de microrganismos, incluindo bactérias, parasitos
intracelulares e fungos (MA & TRINCHIERI et al., 2001).

A eficiéncia relativa dos diversos indutores de IL-12 depende, em parte, da expressio
diferencial de TLR (KADOWAKI et al, 2001). Citocinas como IFN-y, IL-4, IL-13 ¢ a
interagdo de CD40 com CDA40L, sdo capazes de potencializar a produgdo de IL-12
(KELSALL et al, 1996; STUBER et al, 1996; HAYES et al, 1998). IFN-y induz a
expressdo de ambas, p35 e p40, e estabelece uma relagdo de estimulagdo mutua entre células
que produzem estas duas citocinas (MA et al, 1996). Além disso, o tratamento prévio com
IL-4 e IL-13 ou a interagdo via CD40, podem estimular a expressdo, in vitro, principalmente,
de p40 (D’ANDREA et al., 1995; KATO et al., 1996). Por outro lado, IL-10 é um potente
inibidor da produ¢do de IL-12 e, como TGF-pB, reduzem a expressio de ambas, p35 e p40
(ASTE-AMEZAGA et al.,, 1998; DU & SRIRAM, 1998).

IL-12 estimula a proliferagfio de células pré-ativadas, mas ndo de todas as células em
repouso. Esta capacidade ¢ relacionada com a produgio de I1-2, ja que o tratamento com anti-
IL-2 anulou o efeito (PERUSSIA ef al, 1992). Esta citocina ¢ capaz de estimular a
proliferagdo e a diferenciagdo de linfécitos B (DUBOIS ef al, 1998). Além disso, é um
potente estimulo para a produgdo de IFN-y por linfocitos T e células NK (KOBAYASHI et
al, 1989;CHAN et al.,, 1991). Quando presente durante a expansdo clonal, IL-12 é capaz de
primar linfécitos T CD4" e CD8" a produzirem altos niveis de IFN-y (SEDER et al., 1993;
MANETTI et al, 1994). Esta produgdo ¢ dependente de STAT4 e da presenga de baixos
niveis de TNF-a ¢ IL-1 (HUNTER, ef a/., 1995; CARTER & MURPHY, 1999). Além destas,

IL-2, IL-18 e CD28 atuam como potencializadores (BARBULESCU et al., 1998; WALKER
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et al., 1999; HODGE et al., 2002).

Manetti e colaboradores (1993) demonstraram que 1L-12, in vitro, promoveu a
diferenciagdo de linfécitos T em células com fendtipo Thi. Em resposta a estimulo especifico,
a adi¢do de IL-12 recombinante em culturas de linfécitos favoreceu a diferenciagio de clones
que produziram elevadas concentragdes de IFN-y e baixas concentragdes de I1.-4. Na auséncia
de IL-12 exégeno, o perfil de produgfo destas células foi inverso, altas concentragdes de IL-4
e baixas de IFN-y. Hsieh e colaboradores (1993) mostraram que o estimulo de linfocitos T
ndo primados com antigenos Listeria monocytogenes, in vitro, induziu a diferenciagio destes
em células Thl. A neutralizagdo de IL-12 elevou os niveis de IL-10 ¢ bloqueou o
desenvolvimento de células Thl. Estes trabalhos demonstram a capacidade de IL-12 em
induzir resposta Thl.

As fungdes pro-inflamatorias de IL-12 sfio mediadas por sua habilidade de estimular
resisténcia inata e gerar resposta Thl, importantes na resisténcia a diferentes tipos de
infec¢do. A produgdo de IL-12 por células apresentadoras de antigenos durante a interagio
com linfécitos T € importante para a proliferagdo e produgédo de citocinas Thl (PERUSSIA et
al, 1992; MARUO et al., 1996). Sua participagio na indugdio de Thl foi estudada em
modelos experimentais utilizando animais deficientes em sua produgdo, bloqueio com
anticorpo especifico ou o tratamento com a citocina recombinante. A utilizagdo destas
estratégias confirmaram que 1L-12 € necessaria na indugfo e manutengfo de imunidade contra
patégenos, incluindo Toxoplasma gondii e Leishmania major (PARK et al.,, 2000, YAP et al.,
2000).

Estudos realizados com diferentes espécies de Leishmania mostraram que IL-12
desempenha importante papel ndo s6 no estabelecimento, mas também na manuteng@o de uma
resposta imune eficaz no controle da infec¢do (MATTNER er al., 1996; PARK et al., 2000,

HONDOWICZ et al., 2002; CHAKIR et al, 2003; SCOTT et al, 2004; MURRAY et al.,
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2006). A participagdo desta citocina foi estudada, principalmente, na infec¢do por L. major
(MATTNET et al., 1996;PARK et al., 2000, SCOTT et al., 2004).

Camundongos resistentes a infec¢dio por L. major, montaram uma resposta Thl com
produgdo de elevados niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-4. Quando deficientes na
produgdo de IL-12, estes animais desenvolveram lesGes progressivas e IL-4 é o principal
produto de células do linfonodo reestimuladas in vitro com antigenos do parasito (MATTNER
et al, 1996). Camundongos CS7BL/6 deficientes na produg¢do de p40 foram capazes de
controlar a infec¢do por L. major, quando tratados com IL-12 recombinante durante as
primeiras semanas de infec¢do. No entanto, esta resisténcia ndo foi mantida por longo prazo e
quando desafiados, estes animais desenvolveram doenga progressiva. A transferéncia de
linfécitos Thl de camundongos selvagens que curaram a lesdo foi capaz de conferir
resisténcia em camundongos RAG™, mas ndo camundongos p40” (PARK et al., 2000).
Charkir e colaboradores (2003) mostraram que camundongos que ndo expressam IL-12Rf3;
foram susceptiveis a infecgdo por L. major e desenvolveram lesdes semelhante as de
camundongos BALB/c, altamente susceptiveis. Contudo, as lesdes dos animais IL-12Rf;
ulceraram antes que as do BALB/c. Juntos, estes resultados demonstram a importancia de IL-
12 na infecgfo com Leishmania.

Na infecgdo com L. braziliensis, foi mostrado que camundongos deficientes na
expressdo de p35 e/ou p40 ndo foram capazes de controlar a infec¢do e desenvolvem lesdes
progressivas com alta carga parasitaria. Nestes animais, ocorreu disseminagfo dos parasitos

(SOUZA-NETO et al., 2004; ROCHA et al., 2007).
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1.7.3 - INTERLEUCINA-23

Oppmann e colaboradores (2000) identificaram a pl19 ¢ mostraram que quando
dimerizada com p40 forma a IL-23. Esta citocina é capaz de interagir com a IL-12Rf3|, mas
falha na interagdo com IL-12Rf3;.

IL-23 liga ao complexo IL-23R, composto por IL-12Rp; e IL-23R. A intera¢do desta
citocina com o receptor, ativa JAK-STAT, JAK2, TYK2 e STATI, -3, -4 e -5, mas a ativagdo
de STAT4 € menor do que a induzida por IL-12. IL-23R é expresso por células T e NK ¢ o
tratamento com anti-IL-12Rf; e anti-IL-23R, bloqueou a resposta de células NK a IL-23 e
confirma a especificidade da ligagdo. A principal diferen¢a na sinalizagdo de IL-23R em
relagdo a IL-12R ¢ que IL.-23 induz uma menor fosforizagdo de STAT4 do que IL-12. Além
disso, existem evidéncias de que a maior parte da STAT4 induzida por IL-23 tende a formar
heterodimero com STAT3, enquanto que tendem a formar homodimeros quando induzida por
IL-12 (PARHAM et al., 2002).

Células endoteliais, células dendriticas, macrofagos e linfocitos T produzem IL-23
(OPPMANN et al., 2000; PARHAM er al., 2002). Esta citocina desempenha aigumas fungdes
semelhantes a I1.-12, mas sua capacidade em estimular linfécitos T de memoria, é uma das
fungdes especificas de IL-23. Linfécitos T ndo primados expressaram baixos niveis de IL-
12Rp,, proliferaram e produziram IFN-y quando estimuladas com IL-12, mas ndo com IL-23.
Por outro lado, células T de memoria expressaram IL-23R e proliferaram em resposta a 1L-23,
mas ndo a IL-12 (OPPMANN et al., 2000; PARHAM et al., 2002).

Dentre as principais fungdes biologicas de IL-23, estd a sua capacidade de induzir
resposta imune celular. Belladonna e colaboradores (2002) mostraram que IL-23 atua sobre
células dendriticas induzindo a produgdo de IL-12p70, estimulando a apresenta¢io de

antigenos e desenvolvimento de resposta imune celular tardia a antigenos sintéticos in vivo.
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Camundongos transgénicos que superexpressaram pl9 desenvolveram inflamagio sistémica,
caracterizada pela infiltragdo de linfocitos e macréfagos. Estes animais apresentaram elevadas
concentragdes de TNF-a, IL-1 no soro, foram neutrofilicos, anémicos, e inférteis.
Transferéncia de células hematopoiéticas destes animais para animais recipientes normais
induziu o mesmo fenétipo (WIEKOWSKI et al., 2001).

O desenvolvimento de resisténcia a diversos patégenos quando, determinada pela
dependéncia de p40 e independéncia de p35, sugerem indiretamente a importéncia de [L-23
(DECKEN et al, 1998; CARR et al, 1999; HOLSCHER et al, 2001; LEHMANN et al.,
2001; ELKINS et al, 2002; LIEBERMAN et al, 2004). Camundongos deficientes na
produgdo de p35 infectados com Francisella tularensis foram capazes de controlar a infecgéo,
enquanto que os deficientes na produgdo de p40 desenvolveram infecgdo cronica, com alta
carga parasitaria (ELKINS et al, 2002). Por outro lado, o tratamento de camundongos
deficientes na produgdo de p40, susceptiveis, com IL-23 aumentou a resisténcia destes
animais a Toxoplasma gondii (LIEBERMAN et al., 2004). Resisténcia a infec¢do ou menor
susceptibilidade em camundongos deficientes na produgdo de p35 a Salmonella enteritidis,
Mycobacterium tuberculosis ou a cytomegalovirus, foi relacionada com a capacidade destes
animais em desenvolverem resposta imune celular do tipo Thl, com elevada produgio de
IFN-y, TNF-a (CARR et al., 1999; HOLSCHER et al.,, 2001; LEHMANN et al., 2001).

Indiretamente, 11.-23 ¢ capaz de induzir inflamagéo local por meio de sua capacidade
em estimular células T ativadas ou de memoéria a produzirem elevados niveis de IL-17
(AGGARWAL et al, 2003). IL-17 € uma citocina envolvida com a indu¢do de imune inata,
inflamagdo e imunidade contra patdgenos. Esta citocina pode estimular células epiteliais,
endoteliais ¢ macréfagos a produzirem um perfil de citocinas e quimiocinas pro-infiamatérias
que atraem neutrdfilos e, desta forma, induzindo inflamagfo local. Células dendriticas

estimuladas in vitro com antigenos de Klebsiella pneumoniae produziram IL-23, o que
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induziu a produgdo de IL-17 por linfocitos T CD4" e T CD8" (HAPPEL et al., 2003). Ye ¢
colaboradores (2001, 2001) mostraram que a infec¢do de camundongos C57BL/6 com
Klebsiella pneumoniae induziu a produgéo de IL-17. A Produgdo de elevados niveis desta
citocina estimulou a produgdo local de TNF-a, IL-1B, MIP-2, G-CSF acompanhado por um
aumento no recrutamento de neutréfilos, controle da carga bacilar e aumento da sobrevivéncia
dos animais. Quando incapazes de produzir IL-17 ou quando ndo expressam o receptor para
esta citocina, estes animais apresentaram niveis reduzidos de MIP-2 ¢ G-CSF com menor
recrutamento de neutréfilos, aumento da carga parasitaria acompanhada de disseminagdo dos
bacilos e morte dos animais. Wu e colaboradores (2007) mostraram que durante os momentos
iniciais da infec¢do com Mycoplasma pneumoniae camundongos BALB/c¢ produziram
elevados niveis pulmonares de IL-23 ¢ IL-17. O bloqueio de IL-23p19 apenas ou o bloqueio
de IL-23p19 + p40 levou a reducdo dos niveis de IL-17, menor infiltragdo de neutréfilos,
menor atividade da mieloperoxidade e aumento da carga bacilar.

Na infec¢@o com Leishmania pouco se conhece sobre a participagdo de IL-23.
Trabalhos realizados comparando a infec¢fio de camundongos deficientes em p35 com os
deficientes em p40 mostraram que ambos foram susceptiveis a infec¢do (MATTNER et al.,
1996; PARK et al., 2002; MURRAY et al., 2006). Contudo, os camundongos deficientes em
p40, quando infectados com L. dornovani apresentaram uma maior carga parasitaria dos que os
deficientes em p35 (MURRAY et al., 2006). Estes dados sugerem que mecanismos mediados
por p40, possivelmente, via IL-23 sejam fundamentais para o controle da infecgio.

Camundongos BALB/c que sé@o deficientes em p35 produziram IL-23, mas néo IL-12.
Quando infectados com L. braziliensis, estes animais mostram-se incapazes de controlar a
infec¢do e desenvolveram lesdes que aumentaram. Entretanto, nestes animais as lesdes sdo
menores do que as desenvolvidas por camundongos p35/p40” (ROCHA et al., 2007).

A importincia de p40 é bem conhecida na infecgdo por L. major, mas tem sido pouco
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investigada na infec¢do por L. braziliensis. At¢ o momento, poucos trabalhos foram
realizados com o objetivo de estudar o efeito da auséncia desta citocina na infecgdo por esta
espécie de parasito. Foi demonstrado que p35 e p40 sdo necessdrias para o controle da
infecgdo (SOUZA-NETO et al, 2004, ROCHA et al, 2007). Contudo, os trabalhos
desenvolvidos utilizaram o modelo convencional de infecgdo subcutidnea na pata com altas
doses de parasitos e ndo evidenciaram aspectos morfoldgicos da resposta inflamatoria,
associados com resisténcia ou susceptibilidade. Desta forma, a participagdo de p40 na
infec¢do por L. braziliensis ndo foi avaliada num modelo experimental proximo da infecgéo
natural e, além disso, ndo foram investigados aspectos histopatologicos dos sitios
inflamatorios nos camundongos selvagens e deficientes em p40, que pudessem esclarecer
quais eventos induzidos por esta molécula sdo importantes para o controle da infecgéo.

A hipétese do presente trabalho é que a auséncia de p40 altera o perfil da resposta
inflamatoria a Leishmania braziliensis e torna camundongos C57BL/6 susceptiveis a infecgédo
por via intradérmica.

Avaliou-se comparativamente em camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes na
produgdo de p40 o desenvolvimento de lesdes, a carga parasitiria, a ocorréncia de

disseminagdo e a resposta inflamatoria nas orelhas, linfonodos, bagos e figados.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagdo p40 no curso da infecgdo de camundongos C57BL/6 por

Leishmania braziliensis, utilizando o modelo de infec¢do intradérmica em orelha.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o desenvolvimento de lesdes em resposta a infecgdo causada por L.

braziliensis em camundongos C57BL/6 selvagens e deficientes na produgio de p40.

o Avaliar a carga parasitaria na orelha e no linfonodo de drenagem.

¢ Avaliar a ocorréncia de disseminagéo dos parasitos para bago e figado.

e Analisar o padrio morfolégico da resposta inflamatdria nas orelhas infectadas nos

linfonodos de drenagem, nos bagos ¢ figados.
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C57BL/6 selvagens e C57BL/6p40 -/-

Infeccdo intradérmica
na orelha

Indculo: 105

Leishmania brazifiensis
{(MHOM/BR/94/H3456 )

6,12 ¢ 24

Horas apés infecgdo

Histopatologia:
Orelha

1,5¢10
Semanas apés infecgdo

Desenvolvimento
das les@es

Carga parasitdria Cultura dos
na orelha e no extratos do
linfonodo bago e do
figado

Histopatologia:
orelha,
linfonodo, bago
e figado
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4 - MATERIAIS E METODOS

4.1 - ANIMAIS:

Foram utilizados camundongos da linhagem CS57BL/6, selvagens e deficientes na
produgdo de p40 (MAGRAM et al., 1996), de ambos os sexos, com seis a nove semanas de
vida. Os animais foram provenientes do biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz —
FIOCRUZ (Salvador, Bahia) ¢ do Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio — CECAL -
FIOCRUZ (Rio de Janeiro, RJ). Hamsters Golden Syrius, fémeas, com oito a doze semanas
de vida, provenientes do biotério CPqGM- FIOCRUZ (Salvador, Bahia) foram gentilmente
cedidos por Dr. Albert Icksang Ko, Laboratério de Patologia e Biologia Molecular. Os
animais foram mantidos sob condig¢des controladas de umidade, temperatura, iluminagéo, com
ragdo balanceada e agua a vontade.

Todos os procedimentos realizados foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais — CEUA — FIOCRUZ/RJ (Protocolo de procedimentos da CEUA, licenga n° L-
060/08).

Neste trabalho utilizaremos as seguintes denominagdes: “C57BL/6” ou “selvagens”
camundongos normais, nio manipulados geneticamente e “C57BL/6p40™* ou “pd0

camundongos deficientes em p40.

4.2 - PARASITOS:

Leishmania (Viannia) braziliensis, MHOM/BR/94/H3456, foi isolada de aspirado de

linfonodo de um paciente com leishmaniose cutinea localizada do Estado do Ceara. Esta cepa

foi identificada a partir da amplifica¢do de uma regido do gene da G6PD por PCR (ROSATO,
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2004). A viruléncia foi mantida em ciclos de infecg¢do e isolamento a partir do linfonodo
popliteo de hamsters Golden Syrius infectados. Os parasitos foram cultivados até a sexta
passagem, em meio de cultura Schneider’s (SIGMA), suplementado com 20% de soro bovino
fetal (GIBCO) ¢ 0,05 mg/mL de Gentamicina (SIGMA), a 24 °C.

Suspensdes de promastigotas em fase estacionaria foram lavadas com solugéo salina
estéril 0,9 % por centrifugagdo a 1750 x g (3.000 rpm), durante 10 minutos, a 4 °C, 3 vezes.
Apos lavagem, os parasitos foram ressuspensos em solugfo salina, passados em seringa com
agulha 26 G (INJEX) por no maximo 10 vezes para desagregacdo de rosetas. O nimero de
parasitos foi estimado utilizando-se cidmara de Neubauer (BOECO), em microscopio invertido
(Olympus). Ap6s contagem, a concentragdo de parasitos foi ajustada para 10° promastigotas

em volume de 10 pL.

4.3 — INFECCAO INTRADERMICA:

Camundongos C57BL/6 selvagens e C57BL/6p40” foram anestesiados com solugio
de Ketamina em combinagdo com Xilasina (Agener), 100 ¢ 10 mg/Kg, respectivamente, por

14 (BD). Os animais foram inoculados na derme

via intraperitoneal, utilizando agulha 22 G 1
da orelha direita com 10° promastigotas (volume de 10 pL) utilizando-se seringa de precisdo
(HAMILTON) e agulha ultra-fma 30 G% (BD). Como controle da infecgdo, camundongos

selvagens receberam na oretha 0 mesmo volume de solugéo salina estéril.

Grupos experimentais:
1 - C57BL/6 selvagens injetados com salina
2 — C57BL/6 selvagens infectados por 10° promastigotas de L. braziliensis

3 C57BL/6p407" infectados por 10° promastigotas de L. braziliensis
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Os camundongos foram eutanasiados em atmosfera de CO,, 6, 12, 24 horas, 1, 5¢e 10
semanas apos a infecgdo e obtidas as orelhas infectadas. Os linfonodos retro-auriculares,
bagos e figados foram obtidos com 1, 5 e 10 semanas. Estes drgdos foram pesados com

auxilio de uma balanga de precisdo e, posteriormente, utilizados para diferentes analises.

4.4 - TAMANHO DAS LESOES:

Para acompanhamento do tamanho das lesdes, a espessura das orelhas infectadas e ndo
infectadas foram medidas semanalmente, até¢ a 10* semana de infec¢do, em grupos de 12
animais, com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo). O tamanho das lesdes foi expresso
pela diferenga da espessura em mm, das orelhas infectadas em relagdo as orelhas

contralaterais nfo infectadas.

4.5~ CARGA PARASITARIA:

Para avaliar a intensidade do parasitismo, dilui¢do limitante (TITUS et al., 1985) foi
realizada a partir de macerados das orelhas e dos linfonodos retro-auriculares dos
camundongos selvagens e dos deficientes em p40 (6 animais/grupo), 1, 5 € 10 semanas apds a
infec¢do. Os drgdos foram macerados em 1,0 mL de meio de cultura Schneider’s (SIGMA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (GIBCO), 0,05 mg/ml de Gentamicina
(SIGMA), 5 unidades/mL de Penicilina (SIGMA) e 5,0 ug de Streptomicina (SIGMA). As
suspensdes foram submetidas a dilui¢des seriadas (8-14 dilui¢des), das quais foram
plaqueadas oito replicatas (100 pL cada) em placas de 96 pogos contendo 35 uL meio NNN

(Nichols, Novy e Mc Neal) suplementado com 35% de sangue de ovino desfibrinado. O
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nimero de parasitos vidveis foi determinado considerando-se a maxima dilui¢do na qual
foram encontrados (TAVARES, 2006), apds 7 a 21 dias de incubagdo a 24 °C. Os valores da
carga parasitaria obtidos foram ajustados pelo peso dos érgéos, sendo expressos em numero

de parasitos por miligrama (mg) de tecido.

4.6 — DISSEMINACAO:

Para avaliar a ocorréncia de disseminagdo de parasitos, apos 1, 5 e 10 semanas de
infec¢do, os bagos e figados retirados dos animais infectados (4 animais/grupo) foram
macerados em 1,0 mL de meio de cultura Schneider’s (SIGMA) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (GIBCO), 0,05 mg/mL de Gentamicina (SIGMA), 5 unidades/mL de
Penicilina (SIGMA) e 5,0 ug de Streptomicina (SIGMA). As suspensdes obtidas foram
submetidas a duas diluigdes seriadas (1/10), as quais foram plaqueadas em triplicatas em
placas de 24 pogos contendo 350 pL meio NNN. Apds 7 a 21 dias de incubagdo a 24 °C, as
placas foram analisadas com auxilio de um microscopio invertido (Olympus) para verificagdo

da presenca de formas promastigotas dos parasitos.

4.7 - ANALISE HISTOPATOLOGICA:

O aspectos qualitativos das lesdes e semi-quantitativos dos tipos celulares presentes
nos infiltrados inflamatorios, foram analisados em 3 animais de cada grupo, a partir de cortes
histolégicos de orelhas, 6, 12 e 24 horas, 1, 5 ¢ 10 semanas apds a infecgdo e dos linfonodos
retro-auriculares, bagos ¢ figados, 1, 5 ¢ 10 semanas apés a infecg@o. Os dérgéos foram fixados

em formol tamponado a 10% por 24 horas, e posteriormente, mantidos em dlcool 70% até o
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processamento. Apos fixagdo, as amostras foram incluidas em parafina. Sec¢des de 3-5 um
foram colocadas em ldminas de vidro e coradas com Hematoxilina-Eosina (H&E) e cobertas
com laminulas. As laminas foram analisadas por microscopia 6ptica. Foram avaliados:
edema, congestdo vascular, vasodilatagdo e infiltragdo inflamatoria. As alteragdes foram
graduadas como ausentes, discretas, moderadas ou intensas. Em relagdo ao infiltrado
inflamatério, além de intensidade, foi avaliada semi-quantitativamente a composi¢do
fenotipica das células inflamatdrias, considerando-as como linfdcitos, macréfagos,
plasmocitos e granulécitos neutréfllos. Foi avaliada a ocorréncia de granulomas, necrose de
coagulagdo e necrose fibrindide. A presenga de parasitos em células inflamatérias foi avaliada

em cortes histologicos corados pelo H&E.

4.8 - ANALISE ESTATISTICA:

Todos os experimentos foram realizados pelo menos duas vezes com grupos
compostos por 3 a 12 amimais. Para a detec¢do de diferengas estatisticamente significantes
entre dados de dois grupos, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Para a
detecgdo de diferengas entre dados de trés ou mais grupos, foi utilizado o teste paramétrico
One-Way ANOVA e o pos-teste de Tukey ou o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o
pos-teste de Dunns. O programa GraphPad Prism versdo 5.0 (2007) foi utilizado para

realizagfio das andlises e construgfo do graficos.
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5-RESULTADOS

5.1 - DESENVOLVIMENTO DAS LESOES

O tamanho das lesdes causadas por L. braziliensis em camundongos C57BL/6 e em
CS7BL/6p40™ foi monitorado até a 10° semana de infecgfio. Observou-se que o curso nestes
dois grupos foi distinto (Figura 03). Na 2* semana de infec¢do, as lesdes foram maiores nos
animais selvagens, em meédia 0,21 mm, quando comparadas com as lesdes dos animais
deficientes em p40, 0,08 mm. Contudo, estas diferencas ndo foram estatisticamente
significantes. A partir da 4* semana, as diferengas tornaram-se evidentes. Camundongos
C57BL/6 desenvolveram lesdes pequenas, que atingiram o seu méaximo na 3* semana de
infecgdo, 0,32 mm, regredindo em seguida, de modo que na 7° semana, as lesdes diminuiram,
apresentando em média 0,04 mm, mantendo-se pequenas até a 10? semana, 0,05 mm. Por
outro lado, em camundongos C57BL/6p40“!' as lesdes aumentaram de tamanho e na 4°
semana, atingiram 0,89 mm. Neste grupo, as lesdes atingiram seu desenvolvimento maximo
na 8 semana, com 1,29 mm, mantendo-se até a 10® semana, 1,15 mm. As lesdes nos
camundongos C57BL/6p40" " caracterizaram-se por uma papula frequentemente ndo ulcerada
(Figura 04, B). Houve ulceragdo em 2 de um grupo de 12 animais, a partir da 5° semana de
infecgdio. Nestes casos, as lesOes apresentaram bordas elevadas e fundo plano granuloso,
(Figura 04, C e D). A inje¢do de solugdo salina na orelha dos camundongos C57BL/6 ndo

induziu o desenvolvimento de lesdo (Figura 03).
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Figura 03. Tamanho das lesdes nos camundongos C57BL/6 e C57BL/6p40'/', ambos
infectados com 10° promastigotas de L. braziliensis. O tamanho das lesdes foi monitorado
semanalmente, até a 10 semanas apds a infecg¢do, por meio da medida da diferenga em
milimetros (mm) da espessura das orelhas infectadas e contralaterais ndo infectadas. Os
resultados sdo mostrados em média + desvio padrdo da medida de 12 animais por grupo. O
teste estatistico One-Way ANOVA e o pés-teste de Tukey's foram utilizados na detecc¢éo de
diferencas estatisticamente significantes entre os trés grupos. Asteriscos indicam diferenca
entre C57BL/6 e C57BL/6p40” infectados. *** significa p<0,0001. Os resultados mostrados

sdo representativos de trés experimentos.
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Figura 04. Aspecto das lesdes nos camundongos C57BL/6p40"'. Apés a primeira semana
de infecgdio com 10° promastigotas de L. braziliensis, ndo foi observada lesdo macroscopica
aparente (A). Lesdo nodular sem ulcerag@o observada a partir da terceira semana de infecgdo
(B). Lesdo ulcerada com bordas elevadas e fundo plano granuloso observada apés cinco (C) e
dez (D) semanas de infecgdo.
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5.2 - CARGA PARASITARIA NA ORELHA E NO LINFONODO

A intensidade do parasitismo foi analisada nas orelhas e nos linfonodos retro-
auriculares dos animais C57BL/6 e dos C57BL/6p40'/', 1, 5 e 10 semanas ap6s a infecgdo, por
dilui¢do limitante. Uma semana apds a infecgdo, a carga parasitaria nas orelhas dos animais
selvagens atingiu em média 15,08 parasitos por mg de tecido. Na quinta semana de infecgéo,
a carga reduziu para 1,233 parasitos/mg e na décima semana ndo foram detectados parasitos
nas culturas. Diferentemente, em camundongos C57BL/6p40™ a carga parasitaria aumentou
progressivamente. Na primeira semana de infecgdo, a carga atingiu em média 129,3
parasitos/mg, na quinta semana 1,82x10* parasitos/mg, ¢ na décima semana 1,21x10’
parasitos/mg (Figura 05).

Nos linfonodos retro-auriculares, uma semana apds a infec¢do, foi observado que
camundongos C57BL/6p407 apresentaram uma carga parasitria em torno de 76,52
parasitos/mg. Nestes animais, a carga aumentou progressivamente. Na quinta semana de
infecgdo atingiu 3,59x10° parasitos/mg ¢ na décima semana 1,83x10” parasitos/mg. Em
camundongos C57BL/6 os parasitos persistiram, sendo mantida carga parasitaria ao final do
periodo analisado. Estes animais apresentaram na primeira semana de infec¢do 112,20
parasitos/mg, na quinta semana 88,18 parasitos/mg € na décima semana 57,49 parasitos/mg

(Figura 06).
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Figura 05. Carga parasitaria nas orelhas dos camundongos C57BL/6 e C57BL/6p40'/'.
Apos 1, 5 e 10 semanas de infecgiio com 10° promastigotas de L. braziliensis, a quantidade de
parasitos no sitio de inoculagdo foi estimada por dilui¢do limitante em grupos de 6 animais. A
carga parasitaria esta expressa em nimero de parasitos por miligrama de tecido e ¢ mostrada
em Logl0. Os dados representados no Box splot indicam primeiro quartil, mediana, segundo
quartil, valor maximo e valor minimo. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a detecgéo
de diferengas estatisticamente significantes entre os dois grupos. ** significa p<0,01. Os

resultados mostrados s@o representativos de dois experimentos.
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Figura 06. Carga parasitaria nos linfonodos retro-auriculares dos camundongos
CS57BL/6 e C57BL/6p40'/'. Apés 1, 5 e 10 semanas de infecgdio com 10° promastigotas de L.
braziliensis, a quantidade de parasitos foi estimada por diluigdo limitante em grupos de 6
animais. A carga parasitaria esti expressa em numero de parasitos por miligrama de tecido € ¢
mostrada em Log10. Os dados representados no Box splof indicam primeiro quartil, mediana,
segundo quartil, valor maximo e valor minimo. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para a
detecgdo de diferencas estatisticamente significantes entre os dois grupos. ** significa p<0,01.

Os resultados mostrados sdo representativos de dois experimentos.



72

Camundongos C57BL/6 e C57BL/6p40"’ desenvolveram linfadenomegalia apés dez
semanas de infec¢do (Figura 07). Em camundongos C57BL/6 ndo infectados, o linfonodo
retro-auricular representou em média 0,0027 % do peso total destes animais, enquanto que em
camundongos C57BL/6 infectados, o linfonodo representou 0,1995 %. Nos camundongos
C57BL/6p40” infectados o aumento foi mais expressivo, € o linfonodo representou 0,5587 %
do peso total destes animais (Figura 08). Nos camundongos C57BL/6, este aumento foi
equivalente a 73 vezes o peso do linfonodo, em relagdo a camundongos néo infectados, € nos

camundongos C57BL/ 6p40™" este aumento foi equivalente a 206 vezes.

2,0 mm 2,0 mm

C57BL/6 C57BL/6p40™

L. braziliensis

Figura 07. Aspecto do linfonodo retro-auricular dos camundongos CS57BL/6 e
C57BL/6p40”". Apos 10 semanas de infecgio com 10° promastigotas de L. braziliensis, foi
observado o desenvolvimento de linfadenomegalia nos camundongos selvagens (A) e nos

deficientes na produgdo de p40 (B).
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Figura 08. Linfadenomegalia nos ecamundongoes CS7BL/6 e C57BL/6p40'/'. 0
desenvolvimento de linfadenomegalia observada nos camundongos selvagens e deficientes
em p40, ambos infectados com 10° promastigotas de L. braziliensis, foi avaliado a partir do
peso do linfonodo retro-auricular obtido 10 semanas apés infecgéio em grupos de 4 animais. O
peso do orgdo foi aferido com auxilio de uma balanga de precisédo e foi ajustado pelo peso de
cada animal, sendo mostrado em percentagem do peso do total. Como controle foram
utilizados camundongos CS7BL/6 ndo infectados. Os dados representados no Box splot
indicam primeiro quartil, mediana, segundo quartil, valor maximo e valor minimo. O teste de
Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn’s foram utilizados para a detecgdo de diferengas
estatisticamente significantes entre os trés grupos. ** significa p<0,01. Os resultados

mostrados s@o representativos de trés experimentos.
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5.3 - VISCERALIZACAO DA INFECCAO

A presenga de parasitos no bago e no figado dos camundongos C57BL/6 e dos
C57BL/6p40™ foi analisada, 1, 5 e 10 semanas ap6s a infecgfio. Nos camundongos C57BL/6
ndo ocorreu disseminagdo dos parasitos para estes orgdos. Por outro lado, foram encontrados
parasitos no bago e no figado de todos os camundongos C57BL/6p40™ analisados, na quinta e

na décima semana de infecgédo (Tabela 01).

Tabela 01. Disseminag¢do de L. braziliensis na infecgdo de camundongos CS7BL/6 e

CS57BL/6p40™".

N° de culturas positivas / N° de animais
Semanas ap6s a infec¢do

C57BL/6 Orgio 1 5 10
Selvagens Bago 0/4 0/4 0/4
Figado 0/4 0/4 0/4

p40™” Bago 0/4 4/4 4/4

Figado 0/4 4/4 4/4
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Camundongos C57BL/6p40” desenvolveram hepatomegalia ¢ esplenomegalia em
resposta a infecgdo por L. braziliensis (Figura 09). Com 10 semanas de infecgdo, o bago
destes animais representou em média 2,8930 % do peso total e o figado 15,84 %, o que
correspondeu a um aumento de 12 vezes o peso do bago ¢ 3 vezes o peso do figado em
relagio a camundongos C57BL/6 com o mesmo periodo de infecgdo (Figura 10).
Camundongos C57BL/6 nio apresentaram sinais de alteragdes nestes Orgdos em resposta a

infecgio.
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Figura 09. Aspecto do figado e do bago dos camundongos C57BL/6 e C57BL/6p40"'.
Apb6s 10 semanas de infecgdo com 10° promastigotas de L. braziliensis, foram observadas
alteragdes do aspecto macroscopico do figado e do bago dos camundongos deficientes em
p40. Fotografias representativas do figado de camundongos C57BL/6 ndo infectados (A),
C57BL/6 (B) e C57BL/6p40'/' (C). Em (D), € mostrado o aspecto do bago nestes grupos, da

esquerda para a direita: camundongos ndo infectados, selvagens e deficientes em p40.
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Figura 10. Hepatomegalia ¢ esplenomegalia em camundongos C57BL/6p40™". Apés 10
semanas de infec¢do com 10° promastigotas de L. braziliensisis, avaliou-se o
desenvolvimento de esplenomegalia (A) ¢ hepatomegalia (B) a partir do peso dos bagos ¢
figados em grupos de 4 animais. O peso dos drgios foi ajustado em relagdo ao peso de cada
animal ¢ mostrado em percentagem do peso do total. Como controle foram utilizados
camundongos C57BL/6 ndo infectados. Os dados representados no Box splot indicam
primeiro quartil, mediana, segundo quartil, valor méaximo e valor minimo. O teste de Kruskal-
Wallis e o pos-teste de Dunn’s foram utilizados para a detecgdo de diferengas estatisticamente
significantes entre os trés grupos. * significa p<0,05 ** significa p<0,01. Os resultados

mostrados s@o representativos de trés experimentos.
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5.4 — RESPOSTA INFLAMATORIA

A resposta inflamatéria a infecgdo por L. braziliensis em camundongos C57BL/6
selvagens e em deficientes na produgéo de p40 foi analisada em secgbes histologicas coradas
por H&E, das orelhas infectadas 6, 12, 24 horas, 1, 5 ¢ 10 semanas apds infec¢do e dos

linfonodos, bagos e figados 1, 5 e 10 semanas apds infecgdo.

5.4.1 - ORELHA:

Nas fases iniciais, entre 6 horas e 24 horas, observou-se reagdo inflamatoria aguda
discreta caracterizada por dilatagio e congestido vasculares, notadamente de vénulas, certo
grau de leucoestase com aderéncia de neutréfilos a4 parede de vénulas, edema discreto a
moderado, e discreta infiltragdo intersticial de neutrofilos (Figura 11 B-D), de permeio a
“debris” celulares. Seis horas apos a inoculagdo, tanto animais selvagens quanto os p40'/'
mostram processos inflamatorios qualitativamente semelhantes, mas a intensidade da
infiltragdo neutrofilica foi menor nos animais p40"' (Figura 11 A-C). Apds 12 horas de
inoculagdo, tanto a natureza quanto a intensidade da inflamagéo foi semelhante em animais de
ambos os grupos (Figura 12 A-D). No ponto de 24 horas apds a inoculagdo, o infiltrado
neutrofilico foi menos intenso nos animais p40'/ " (Figura 13 A-D). Neste ponto, em ambos os

grupos foram observados alguns macréfagos infectados no infiltrado inflamatério.
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FIGURA 11. Padrio tecidual na lesiio cutinea 6 horas apés infec¢do. Verificou-se reagio
inflamatoria aguda caracterizada por dilatagdo, congestdo vascular, leucoestase com aderéncia
de neutrdfilos a parede de vénulas e edema em ambos os grupos. A — C57BL/6: 100x. B —
C57BL/6; o infiltrado inflamatério predominantemente neutrofilico (indicado) e presenga de
fragmentos celulares do inoculo e mastdcitos degranulados (indicado), 1000x. C -
C57BL/6p40™": 100x. D — C57BL/6p40™": 200x.
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FIGURA 12. Padrio tecidual na lesdo cutinea 12 horas apés infecgdo. Verificou-se
reagdo inflamatoria aguda com intensidades semelhantes em ambos os grupos. A — C57BL/6:
100x. B — C57BL/6: 200x. C — C57BL/6p40™: 100x. D — C57BL/6p40™: 200x.
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FIGURA 13. Padrio tecidual na lesdio cutinea 24 horas apés infecgdo. Verificou-se
reagdo inflamatéria aguda com infiltrado neutrofilico menos intenso nos camundongos
C57BL/6p40™. A — C57BL/6: 100x. B — C57BL/6: 200x. C — C57BL/6p40™: 100x. D —
C57BL/6p40™": 200x.
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Apo6s a primeira semana de infecgdo, observou-se nos animais selvagens edema,
vasodilatagdo e congestdo vascular discreta (Figura 14 A). Foi observada infiltragéo
inflamatoria mista, discreta a moderada, com predominio de macrégafos tendo neutréfilos e
poucos linfécitos de permeio (Figura 14 B). Algumas poucas amastigotas foram identificadas
no citoplasma de macrofagos, em alguns animais. Camundongos p40” mostraram um
infiltrado inflamatorio discreto (Figura 14 C), constituido essencialmente por macréfagos,
poucos linfécitos e neutréfilos. Os fendmenos de exsudagdo e vasodilatagdo estavam ausentes
(Figura 14 D). Neste grupo, ndo foram identificados parasitos nos cortes histologicos corados

por H&E.



FIGURA 14. Padrio tecidual na lesio cutinea 1 semana apés infecgcio. A — C57BL/6:
verificou-se 0 aumento da intensidade da reag@o inflamatéria nos animais selvagens, 100x. B
— C57BL/6: infiltrado inflamatério misto com predominio de macrégafos, neutrofilos e
poucos linfocitos, 200x. C — CS57BL/6p40”: reagdo inflamatéria discreta, 200x. D —
C57BL/6p407": infiltrado inflamatério com predominio de macrofagos. Poucos neutrofilos
foram observados, 200x.
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Ambos 0s grupos mostraram processo inflamatério intenso na derme (Figura 14 A e
C), com densa infiltragdo inflamatéria mista, constituida por macréfagos, neutréfilos,
linfécitos e plasmécitos ocasionais ap6s a quinta semana de infecgdo. Nos animais p40™, a
quantidade de neutrofilos foi maior que nos camundongos selvagens e os plasmocitos
estiveram ausentes (Figura 15 C e D). Associada a infiltragdo celular, houve edema,
congestdo vascular ¢ vasodilatagdo moderados. Um animal p40'/ " mostrou ulcerag@o na pele
(ndo mostrado). Foram encontrados parasitos em todos os animais. Nos camundongos
selvagens o parasitismo de macréfagos foi discreto e nos p40™ foi intenso. Nesta fase, tanto
em animais selvagens quanto p40”, notou-se discreta proliferagio fibroblastica com

deposicdo de coldgeno na derme (nfo mostrado).
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FIGURA 15. Padrio tecidual na lesio cutinea 5 semanas apés infecgio. Verificou-se
intensa resposta inflamatéria em ambos os grupos. A — C57BL/6: processo inflamatorio
difuso, 100x. B - C57BL/6: infiltrado inflamatério misto, 200x. C - C57BL/6p40™: processo
inflamatério intenso, 100x. D - C57BL/6p40”": grande quantidade de neutréfilos no infiltrado
inflamatério, 200x.
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Na décima semana de infecgdo as diferengas tornaram-se evidentes entre os dois
grupos. Nos camundongos selvagens, houve difuso na derme infiltrado inflamatorio discreto a
moderado (Figura 16 A), constituido por macréfagos, linfécitos, plasmdcitos e raros
neutrofilos. Edema e congestdo vascular foram minimos. N&o foram identificados parasitos
nas secg¢des coradas pelo H&E. Houve fibrose discreta com proliferagdo de fibroblastos e
deposi¢do de colageno paralelo a derme (Figura 16 B). Por outro lado, nos animais p40"' a
inflamagdo foi intensa, com densa infiltragdo inflamatéria (Figura 16 C) mista, rica em
macrofagos densamente parasitados, tendo neutréfilos de permeio, poucos linfécitos e
plasmécitos (Figura 16 D). Em alguns animais havia certo grau de fibrose na derme, € em um
deles observou-se extensa necrose de coagulagdo (nfio mostrado).

Em nenhum animal, selvagem ou p40”, foi observado nas lesdes macrofagos de
aspecto epitelidide, células gigantes multinucleadas ou granulomas. Nio foi vista necrose

fibrindide ou caseosa. A tabela 02 apresenta um resumo das principais observagdes.
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FIGURA 16. Padrio tecidual na lesdo cutinea 10 semanas apés infecgdo. Verificou-se
intensa resposta inflamatéria. A — C57BL/6: infiltrado inflamatério difuso, 100x. B -
C57BL/6: infiltrado inflamatério com macrofagos, linfocitos e plasmocitos, 200x. C -
C57BL/6p40™": resposta inflamatéria intensa, 100x. D - C57BL/6p40™": parasitismo intenso de
macréfagos, 1000x.
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Tabela 02: Principais aspectos histopatologicos observados nas lesdes cutidneas dos

camundongos C57BL/6 ¢ C57BL/6p40'/' no curso da infecgdo por L. braziliensis.

C57BL/6 C57BL/6p40™
Discreta.
Inflamacio Persiste apés dez Moderada a intensa

semanas de infecgdo

Misto, composto Monomérfico com predominio de
por neutrofilos, macrofagos
Infiltrado . ~ . .
macrofagos e Infiltragfo neutrofilica menos intensa na
linfocitos primeira semana
Parasitismo Discreto Moderado a intenso
Sem lesdo
Perfil das macroscopica Nodular, raramente ulcerada
lesdes evidente Fibrose discreta

Fibrose discreta
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5.4.2 - LINFONODO:

Em ambos os grupos, os linfonodos apresentaram arquitetura geral preservada apos a
primeira semana de infecgdo. Alguns foliculos linfoides discretamente reativos foram
observados (Figura 17, A e B). Houve nos seios subcapsulares e medulares, histiocitose

discreta a moderada, com plasmocitose discreta, ¢ poucos macrofagos contendo poucos

parasitos (ndo mostrado).

FIGURA 17. Padrio tecidual no linfonodo retro-auricular 1 semana apés infecgio. Neste
periodo ndo foram encontrada diferengas entre os diferentes grupos. A -C57BL/6, 100x. B —
C57BL/6p407™": estrutura preservada e foliculos linfoides reativos (indicado), 100x.
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Na quinta semana ap6s a infec¢do, nos camundongos selvagens foram observados no
parénquima macrofagos epiteliddes, formando pequenos granulomas, contendo poucos
parasitos (Figura 18 B e detalhe). Foi observada histiocitose discreta a moderada nos seios
subcapsulares e medulares, com plasmocitose discreta. A arquitetura do linfonodo nestes
animais manteve-se preservada (Figura 18 A e B). Nos camundongos p40”, ndo foram
observados granulomas (Figura 18, C). Houve histiocitose e plasmocitose moderadas a
intensas, com parasitismo intenso nos seios subcapsulares, medulares e nas regides

parafoliculares (Figura 18 C e D).
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FIGURA 18. Padrio tecidual no linfonodo retro-auricular 5 semana apés infecgdo. Neste
periodo as diferengas entre os grupos foram evidentes. A — C57BL/6: houve moderada
histiocitose nos seios subcapsulares. A arquitetura do orgdo foi preservada, 100x. B —
C57BL/6: ocorreu o desenvolvimento de granulomas no parénquima, 200x. No detalhe, um
granuloma contendo poucos parasitos, 400x. C — C57BL/6p40"': histiocitose e plasmocitose
por todo 6rgdo sem formagdo de granulomas. Arquitetura alterada, 100x. D — C57BL/6p407":

parasitismo intenso, 400x.
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Na décima semana de infecg¢do, nos camundongos selvagens houve histiocitose e
plasmocitose discretas a moderadas nos seios subcasulares e medulares (Figura 19 A), com
granulomas contendo poucos parasitos (Figura 19 B). Foi observada hiperplasia folicular
moderada com centros germinativos reativos (Figura 19 A). Nos camundongos p40™, houve
atrofia completa dos foliculos na cortical. Houve histiocitose e plasmocitose intensas
ocupando todo o linfonodo (Figura 19 C), acompanhadas por macrofagos intensamente
parasitados (Figura 19 D). Foram observadas extensas areas de necrose multi-focal (Figura 19
D, detalhe), com infiltragdo neutrofilica e formagdo de micro-abscessos (ndo mostrado). A

tabela 03 apresenta um resumo com as principais observagdes.
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FIGURA 19. Padrio tecidual no linfonodo retro-auricular 10 semanas apés infecgdo.
A — C57BL/6: arquitetura do linfonodo manteve-se preservada, 100x. B — C57BL/6:
granulomas contendo poucos parasitos, 1000x. C — C57BL/6p40™": histiocitose e plasmocitose
intensas nos seios subcapsulares e medulares. A arquitetura do 6rgao foi alterada, 100x. D -
C57BL/6p40'/ = Nota-se parasitismo intenso de macréfagos, 400x. No detalhe, areas de

necrose foram observadas, 100X.
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Tabela 03: Principais aspectos histopatologicos observados nos linfonodos retro-auriculares

dos camundongos C57BL/6 ¢ C57BL/6p40'/' no curso da infecg¢do por L. braziliensis.

C57BL/6 C57BL/6p40™

Histiocitose e plasmocitose em

Moderada hipertrofia folicular todo o linfonodo

Inflamacgio

Atrofia folicular
Granulomas

Necrose

Parasitismo Escasso Intenso
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5.4.3-BACO:

Néo foram observadas alteragSes na arquitetura do bago e nem parasitismo em ambos
os grupos apds a primeira semana de infecgdo. Em camundongos p40™ houve discreta
hiperplasia da polpa branca com foliculos linféides mostrando alguns centros germinativos
reativos (ndo mostrado).

Cinco semanas ap0s infec¢do, nos animais selvagens foram observados alguns centros
germinativos na polpa branca, que assim como a polpa vermelha, mostraram-se normais (néo
mostrado). Nos camundongos p40”, houve plasmocitose e histiocitose discretas da polpa
branca (Figura 20 A). Alguns macréfagos parasitados foram observados (Figura 20 B). Neste
ponto, ndo houve alteragdo da arquitetura do érgéo em nenhum dos grupos.

Completa desestruturagio do bago foi observada nos animais p40" " dez semanas apos a
infecgdo. Nestes animais foi observada completa atrofia dos foliculos (Figura 20 C),
deposigdo de matriz hialina, histiocitose e plasmocitose intensas, com macréfagos parasitados
intensamente (Figura 20 D). Nos animais selvagens, o bago manteve sua estrutura normal com

nitida disting&o entre polpa branca e polpa vermelha (ndo mostrado).



FIGURA 20. Padrio tecidual no baco dos camundongos C57BL/6p40™" 5 e 10 semanas
apos infecgdio. A — 5 semanas: histiocitose e plasmocitose discreta, 100x. B — 5 semanas:
parasitismo de macrofagos mostrou-se discreto nesta fase, 200x. C — 10 semanas: houve
atrofia total dos foliculos linféides seguida pela perda da arquitetura do 6rgdo, 100x. D — 10

semanas: o parasitismo de macrofagos foi intenso, 200x.
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5.4.4 - FIGADO:

Néo foram observadas alteragdes nos figados de ambos os grupos apos a primeira
semana infec¢do. Na quinta e na décima semanas, o figado dos animais selvagens manteve-se
inalterado (nfio mostrado).

Com cinco semanas de infec¢do, foram observados nos camundongos p40™", agregados
de células inflamatérias mononucleares nos sinusdides ¢ em espagos porta formando
estruturas granulomatodides (Figura 21 A), constituidas por macréfagos, alguns infectados e
poucos linfocitos de permeio (Figura 21 B).

Dez semanas apds a infec¢fio, nos animais p40-/- foram observados agregados
macrofagicos parasitados intensamente (Figura 21 D), tanto no parénquima quanto nos
espacos porta (Figura 21 C). Estes infiltrados foram intra-sinosoidais, confluentes, assumindo

configuragdes geograficas (Figura 21 C e detalhe).



FIGURA 21. Padrio tecidual no figado dos camundongos CS7BL/6p40™ 5 e 10 semanas
apés infecgdio. A — 5 semanas: infiltrados inflamatorios foram observado, 100x. B — 5
semanas: infiltrados associados a vasos sanguineos, 200x. C — 10 semanas: estes agregados se
fundiram, assumindo configuragdes geométricas, 40x. No detalhe, infiltrados intra-
sinusoidais, 100x D — 10 semanas: infiltrado mononuclear com macréfagos parasitados
intensamente, 1000x.



99

6 — DISCUSSAQ

As fungdes biolégicas de p40 podem ser mediadas por seu homodimero ou pelas
citocinas IL-12 e IL-23 (KOBAYASHI ef al., 1989; GILLESSEN et al., 1995; OPPMANN et
al., 2000). IL-12 ¢ capaz de induzir ¢ manter imunidade protetora a infecgdo por L. major
(HEINZEL et al.,, 1993; SYPEK et al.,, 1993; PARK et al.,, 2000, 2002). Por outro lado, p80
pode determinar susceptibilidade por competir com IL-12 na liga¢do com o receptor (NIGG et
al., 2007). Como IL-12, IL-23 promove resposta imune celular e é potente indutora de
inflamagdo (BELLADONNA et al., 2002; AGGARWAL et al., 2003; HAPPEL et al., 2003).
Sua participagdo na infecgfio por L. major vém sendo evidenciada de modo indireto, a partir
de estudos comparativos com camundongos deficientes em p35 e deficientes em p40
(MATTNNER et al, 1996; PARK et al, 2002). No que se refere a infecgdo por L.
braziliensis, a participagdo de p40 foi pouco investigada. Os trabalhos realizados neste
modelo demonstraram que camundongos de linhagens resistentes a infecgdo, quando
deficientes em p40, tornaram-se susceptiveis (SOUZA-NETO et al, 2004; ROCHA et al,
2007). Entretanto, nestes trabalhos ndo foram investigados aspectos histologicos das lesdes
que permitissem o estabelecimento de correlagdes entre p40 e reposta inflamatéria associada
ao controle ou exacerbagdo da infecgdo.

No presente trabalho foi analisado o curso da infeccdo por L. braziliensis em
camundongos CS57BL/6 selvagens e C57BL/6 deficientes em p40. O modelo de infecgéo
intradérmico (BELKAID et al., 1998; MOURA et al., 2005) foi utilizado, favorecendo o
estudo da participagdo de p40 em condi¢Ges mais préximas da infec¢do natural. O tamanho
das lesGes nos camundongos selvagens atingiu 0 maximo na terceira semana de infecgéo, e
regrediu nas semanas seguintes. Por outro lado, nos camundongos deficientes em p40 as

lesGes cresceram progressivamente. Estes resultados estdo de acordo com observagdes
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anteriores (SOUZA-NETO et al, 2004; ROCHA et al.,, 2007) e confirmam que p40 se faz
necessaria para que camundongos C57BL/6 sejam capazes de controlar a infecgéo.

Dentre os mecanismos nos quais p40 esta envolvida, incluem-se a capacidade de IL-12
em induzir o desenvolvimento e manutengdo de linfocitos produtores de IFN-y (PARK et al,
2000, 2002; USUI et al., 2006; PAKPOUR er al., 2008). IL-23 também pode participar neste
contexto, estimulando células T a produzirem IFN-y (OPPMANN et al., 2000; PARHAM et
al., 2002). Na infecgdo por L. braziliensis, resisténcia a infecgdo esté associada com resposta
Thl (DEKREY et al,, 1998; SOUZA-NETO et al, 2004; MOURA et al,, 2005; ROCHA et
al, 2007) e camundongos deficientes em IFN-y tornam-se susceptiveis (DEKREY et al.,
1998; SOUZA-NETO et al., 2004). Assim, a deficiéncia em p40 poderia limitar a capacidade
dos camundongos C57BL/6 de montarem uma resposta imune celular do tipo Thl,
determinando susceptibilidade nestes animais.

As lesdes nos camundongos p40-/- consistiram numa papula, freqilentemente sem
ulceragdo, semelhantes as observadas anteriormente (SOUSA-NETO et al.,2004; ROCHA er
al, 2007). Este tipo de lesdo ocorre em individuos com LCD ou em camundongos
imunodeficientes (BITTENCOURT & FREITAS, 1983; TERABE et al, 1999). Na doenga
humana, as lesdes extensas que ocorrem na LCM estio associadas a produgdo de grandes
quantidades de IFN-y e TNF-a. Por outro lado, as lesdes ndo ulceradas na LCD,
correlacionam-se com grande produgdo de IL-10 e poucos linfécitos no infiltrado inflamatdrio
(BITTENCOURT & FREITAS et al,, 1983; MARSDEN et al,, 1994; BACELLAR et al.,
2002), mostrando associagio entre resposta imuno-inflamatéria e gravidade das lesdes. A
partir de estudos experimentais foi demonstrado que linfécitos T CD4" funcionais sdo
necessarios para o desenvolvimento da tulcera e sugerido que a ativagdo e produgdo de
citocinas pré-inflamatérias por estas células contribuem para o seu desenvolvimento

(TERABE et al., 1999, b, 2000). A analise histoloégica nos camundongos p40”" mostrou que
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poucos linfocitos estiveram presentes nas lesdes destes animais. Além disso, sabe-se que estes
animais produzem pequenas quantidades de IFN-y e TNF-o, quando comparados com os
camundongos selvagens (SOUZA-NETO et al, 2004). E possivel que na auséncia de p40, os
poucos linfécitos presentes nas lesdes ndo sejam ativados o suficiente para induzir destrui¢do
tecidual e formagdo da tulcera. Contudo, a concentragdo de grande quantidade de células no
infiltrado inflamatério constitui um ambiente favoravel a ocorréncia de necrose induzida por
compressdo e isquemia, levando a destruigdo tecidual, o que poderia explicar a ocorréncia de
lesOes ulceradas em alguns animais.

Analisaram-se os aspectos qualitativos das lesdes e foi feita semi-quantificagdo dos
tipos celulares presentes no infiltrado inflamatério nos camundongos selvagens e deficientes
em p40. Em ambos os grupos, entre seis e 24 horas apés a infecg¢do, a reagdo tecidual foi
caracteristica de inflamagdo aguda. Foram observados congestdo vascular, leucoestase, edema
e infiltragdo celular predominante de neutréfilos. Poucos macrofagos foram observados. Este
padrdo foi semelhante ao descrito nas fases iniciais da infecgdo por diferentes espécies de
Leishmania (ANDRADE et al., 1984; BARRAL-NETTO et al., 1987; LEMOS DE SOUZA
et al., 2000). Contudo, a infiltracdo neutrofilica 24 horas ap6s a infecg¢do foi menos intensa
nos camundongos p40”". As diferengas tornaram-se mais evidentes com uma semana de
infec¢do. O infiltrado inflamatério nos camundongos selvagens foi constituido por uma
populagdio mista de células, com neutréfilos, macrofagos e linfécitos. Por outro lado, nos
camundongos p40™, o infiltrado foi discreto, constituido essencialmente por macréfagos.
Poucos neutréfilos foram observados.

Os neutréfilos sdo as primeiras células que migram para os sitios inflamatérios na
resposta aguda, participando da fagocitose e destruigdo de microorganismos, através da
produgdo de enzimas liticas e moléculas reativas de oxigénio e de nitrogénio. Estas células

estdio envolvidas na resposta inicial induzida por diferentes patégenos, e sdo capazes de
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produzir quimiocinas e citocinas, inclusive IL-12, participando, desta forma, da indugfo e
regulagdo das respostas imunes (CASSATELLA et al, 1995; BLISS et al, 1999; VAN
ZANDBERGEN et al., 2004; NATHAN, 2006; SUKHUMAVASI et al., 2007; PETERS et
al., 2008). O contato e a natureza da interagfio neutrdfilo-macrofago podem ser importantes na
defini¢cdo do curso da infec¢do (RIBEIRO-GOMES et al., 2004; ALLENBACH et al., 2006;
AFONSO ef al, 2008; GUEIRARD et al, 2008). Diversos trabalhos mostraram que a
deplecdo de neutrdfilos, antes ou durante as primeiras semanas de infecg@o, pode resultar em
aumento da carga parasitaria, tornando camundongos resistentes em susceptiveis (LIMA et
al, 1998, TACCHINI-COTTIER et al., 2000; ROSSEAU et al., 2001; CHEN et al., 2005,
MCFARLANE et al, 2008). Além disso, Smith e colaboradores (2007) mostraram que
camundongos C57BL/6 deficientes na produgdo de p40 apresentam menor quantidade de
neutréfilos circulantes que os animais selvagens. Em outros modelos de infecgdes, tanto o
bloqueio de p40, quanto a auséncia do receptor de IL-17, resultaram em menor infiltragdo de
neutrofilos para o sitio inflamatdrio, menor ativacio das células que migraram e aumento da
carga parasitaria, associados & redugdo da produgio de IL-17, CXCL2 e TNF-a (YE et al,
2001; WU et al,, 2007). Estes resultados sugerem que um mecanismo dependente de p40,
mediado por IL-23 e IL-17 estd envolvido no recrutamento de neutr6filos. IL-23 pode ser
produzida por células dendriticas ou NK em resposta a antigenos parasitarios (OPPMAN ez
al., 2000; SIMITS et al, 2004). Esta citocina induz a produgdo de IL-17 (HAPPEL et al,
2003) e CXCL2, promovendo a infiltragdo e ativagdo de neutrofilos (GREENBERGER et al,
1996). Assim, como mostrado em outros modelos, € possivel que o recrutamento de
neutréfilos para o sitio inflamatorio, nos momentos iniciais da infecgfo por L. braziliensis
seja importante para o controle desta infec¢fio. Nos camundongos deficientes na produgéo de

p40, a menor infiltragdo de neutrofilos poderia ser determinada pela auséncia de quimiocinas
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cuja produgdo ¢ induzida por IL-17 em resposta a IL-23, podendo contribuir para a
exacerbagdo da infec¢do nestes animais.

Nas lesGes dos camundongos p407, o infiltrado inflamatério foi do tipo misto,
composto principalmente por macroéfagos intensamente parasitados, com poucos linfécitos e
plasmocitos. Nestes animais, o perfil de resposta tecidual foi semelhante ao descrito em
camundongos susceptiveis das linhagens BALB/c e CBA infectados com L. amazonensis
(ANDRADE 1984; BARRAL-NETTO e al, 1987, LEMOS DE SOUZA 2000). Nos
camundongos selvagens, o infiltrado inflamatério foi do tipo misto, composto por neutréfilos,
macréfagos, linfocitos e plasmocitos, semelhante ao observado na infec¢do de camundongos
da linhagem CBA com L. major ou por outras espécies, em modelos que controlam a
infec¢do. Nesse contexto, ocorre também o desenvolvimento de granulomas que constituem
importantes elementos de contengio e destruigdo dos parasitos (ANDRADE et al, 1984;
BARRAL-NETTO ef al, 1987, LEMOS DE SOUZA et al, 2000), diferentemente do
observado nos camundongos C57BL/6 selvagens, onde a redugéo do parasitismo nas lesdes
ocorreu em auséncia de granulomas. Este padréo foi semelhante ao descrito em camundongos
BALB/c infectados por L. braziliensis, nos quais as células presentes no infiltrado
inflamatorio foram capazes de controlar a infecgdo também na auséncia de organizagdo
granulomatosa (MOURA et al., 2005). Porém, é importante assinalar que os camundongos
C57BL/6 selvagens, resistentes a infecg¢do com L. braziliensis, apesar de ndo desenvolverem
granulomas no sitio da inoculagdo do parasito, o fazem nos linfonodos. A presen¢a de
granulomas neste 6rgdo linfoide pode ter relagdio com a contengio dos parasitos e auséncia de
disseminag@o para os érgéos internos.

A analise da carga parasitaria nas les6es dos camundongos selvagens e deficientes em
p40 correspondeu as observagdes histopatologicas. Na primeira semana de infec¢do, ambos os

grupos apresentam quantidades semelhantes de parasitos nas lesdes. A carga parasitéria foi
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aparentemente maior nos camundongos p40'/', mas esta diferenca ndo foi estatisticamente
significante. A partir deste ponto, a carga reduziu nos camundongos selvagens, mas nos
camundongos p40”" aumentou progressivamente. Pode-se inferir que a incapacidade de
produzir p40 limita o controle do parasitismo nestes animais. Nas fases mais iniciais da
infecgdo, o envolvimento de p40 no controle da carga parasitaria pode estar relacionado com
o recrutamento e ativagfo de neutrofilos. Estas células possuem mecanismos microbicidas que
as habilitam como células efetoras na destrui¢do dos parasitos (PEARSON & STEIGBIGEL,
1981). A observagdo de que a deplegdo de neutrdfilos resultou no aumento da carga
parasitaria em outros modelos (LIMA et al, 1998; CHEN et al, 2005; TACCHINNE-
CORTTIER et al., 2008) reforga esta proposigdo. Nas fases mais tardias da infecgdo, o
envolvimento de p40 com os mecanismos microbicidas podem ser mediados pela produgdo de
IL-12. O controle da carga parasitdria na infec¢do com Leishmania depende da ativagdo de
mecanismos efetores de células hospedeiras, levando & produgdo de moléculas reativas de
oxigénio e nitrogénio (LIEW et al, 1990; b). IL-12 induz a produgdo de IFN-y por células
NK (OPPMANN et al., 2000) e linfocitos T (SEDER et al., 1993; MANETTI et al., 1994)
favorecendo, dessa forma, a produgdo de NO, que € uma molécula microbicida importante
(JAMES et al., 1995). Na infec¢do por L. braziliensis, a produgdo de NO € determinante no
curso da infecgdio. Camundongos C57BL/6 INOS™ sdo incapazes de controlar o parasitismo
(ROCHA et al., 2007). Além disso, IL-12 esta envolvida com a indugdo (USUI et al., 2006) e
manuten¢do de linfocitos Thl produtores de IFN-y (PARK et al., 2000, 2002; PAKPOUR e
al., 2008). IL-23 também pode participar do controle da infec¢io por estimular células T a
produzirem IFN-y (OPPMANN et al., 2000; PARHAM et al,, 2002) e IL-17 (AGGARWAL
et al., 2003). A produgio destas citocinas manteria a atividade microbicida no curso da
infecgdo, limitando a multiplicagdo dos parasitos. Em camundongos p407" estes mecanismos

devem atuar em niveis reduzidos ou ausentes, 0 que explicaria o aumento da carga parasitaria.
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A cura das lesbes cutdneas em humanos é seguida pela redugo do infiltrado
inflamatdrio, com deposi¢do de fibras colagenas e reconstituigio do tecido epitelial
(BIDDLESTONE et al., 1994). Nos camundongos BALB/c, que controlam a infecgfio por L.
braziliensis, foi descrito padrio semelhante (MOURA et al.,, 2005). No presente trabalho, o
controle da infec¢@io nos camundongos selvagens foi acompanhado da redugdo na intensidade
da reagdo inflamatéria. Entretanto, na décima semana apOs a infecgdo, estes animais
apresentaram infiltrado inflamatério residual, mas sem detec¢éio de parasitos por nenhuma das
analises realizadas. Em humanos, o0 mesmo pode acontecer. Mendonga e colaboradores (2004)
evidenciaram a presenga de infiltrado inflamatério mononuclear residual em lesdes de
pacientes com LTA, com 24 a 70 meses ap6s a cura das lesdes. Nestes casos, nido foram
detectados parasitos em cultura de extratos de material coletado, mas detectada a presenga de
material genético de Leishmania, evidenciando a persisténcia do parasito. Em alguns casos, na
auséncia de infiltrado inflamatério residual foi detectado material genético dos parasitos € na
cultura de extratos amostras do tecido foram isoladas promastigotas de L. braziliensis. Estas
evidéncias apontam para a capacidade destes parasitos em persistir nos tecidos apds a cura
clinica, e mesmo os camundongos C57BL/6 selvagens que controlaram a infecgdo, parecem
ndo serem capazes de eliminar completamente os parasitos ou seus antigenos, mantendo uma
resposta inflamatéria. Este modelo pode ser interessante para o estudo da persisténcia da
inflamagdo na auséncia de parasitos, e esclarecimento aspectos importantes da patogénese da
leishmaniose. H4 uma suposi¢do de que a persisténcia de baixa estimulagdo antigénica ¢
capaz de sustentar uma resposta inflamatéria persistente e destrutiva. O modelo aqui
apresentado poderd ser util no desvendamento de eventuais mecanismos envolvidos na
persisténcia da infamacéo e que poderdo ser alvo de estratégias terapéuticas.

Linfadenopatia ¢ uma manifestagdo comum na LTA causada por L. braziliensis,

podendo ocorrer nas fases iniciais da infec¢fo, concomitantemente com lesdes cutaneas, ou
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ser a unica manifestagdo clinica (BARRAL, e al, 1992, 1995; SOUSA et al, 1995). O
linfonodo é um importante sitio de iniciagdo de resposta imune celular ao parasito (MOLL et
al,, 1993). A remogdo cirurgica do linfonodo ou a manipulagdo genética que interfere com a
formagdo deste orgdo, transformou camundongos resistentes em susceptiveis (REED et al.,
1986; EHRCHEN et al., 2008). No presente trabalho foi observado que tanto os camundongos
selvagens quanto os e deficientes em p40 desenvolveram linfadenomegalia em resposta a
infecgdo. Nos camundongos p40™ o linfonodo retro-auricular drenante cresceu mais do que
nos camundongos selvagens. Adicionalmente, a carga parasitiria no linfonodo dos
camundongos p40”" aumentou progressivamente o que também foi observado na lesdo. Nos
camundongos selvagens a carga parasitaria foi controlada, mas os parasitos persistiram. Dessa
forma, € possivel considerar que a deficiéncia em p40 interfere no controle do parasitismo
também no linfonodo, como observado nas lesdes cutineas. Além disso, o grau de
linfadenopatia desenvolvida parece ser um indicador do controle ou exacerbagio da infecgdo.
Em camundongos BALB/c infectados por L. major foi demonstrado correlagdo entre o grau
de linfadenomegalia ¢ o curso da infecgdo. Camundongos que controlaram a infecgdo
desenvolveram  linfadenomegalia moderada e os  susceptiveis, desenvolveram
linfadenomegalia acentuada (UZONNA ef al,, 2001). Em trabalhos anteriores, foi observada a
persisténcia de L. braziliensis no linfonodo em camundongos que controlaram a infecgdo
(MOURA et al.,, 2005; ROCHA et al., 2007). Os mecanismos que medeiam a persisténcia dos
parasitos incluem o baixo potencial microbicida das células hospedeiras ¢ a produgdo de IL-
10 que pode modular a resposta efetora e impedir a esterilizagdo da infecgdo (BOGDAN et
al.,, 2000; BELKAID et al, 2000; SUFFIA et al, 2006). Contudo, este evento parece estar
relacionado com manuten¢fo da imunidade protetora (UZONNA et al., 2001).

A analise histologica dos linfonodos retro-auriculares dos camundongos selvagens ¢

deficientes em p40 mostrou que no curso da infecgdo, estes animais desenvolvem distintos
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perfis de resposta. Em camundongos p40”, observou-se histiocitose e plasmocitose ocupando
todo o linfonodo e acumulo progressivo de macrofagos parasitados. Nestes animais, a
arquitetura do linfonodo foi alterada. Este perfil € semelhante ao observado em camundongos
e hamsters susceptiveis a infec¢do por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. major (KAHL et
al., 1991; LEMOS DE SOUZA et al, 2000; SCHOPF et al, 2001). Nos camundongos
selvagens, ocorreu a formagéo de granulomas, perfil de resposta semelhante ao observado na
infecgdo de camundongos CBA que sdo resistentes a infecgdo por L. major (LEMOS DE
SOUZA et al., 2000). Os diferentes padrdes de resposta tecidual no linfonodo também
refletem o estado da resposta imunoldgica, e intervengdes imunoterdpicas s@o capazes de
modifica-los. Camundongos BALB/c infectados por L. major, exibiram no linfonodo o
mesmo padrio tecidual observado nos camundongos p40™ infectados por L. braziliensis.
Contudo, o tratamento de camundongos BALB/c infectados por L. major com IL-12
recombinante, resultou no aumento da expressdo de RNAm de IFN-y, e reduziu a expressdo
de IL-4. A mudanga do padrio de expressdo de citocinas foi acompanhada pelo
desenvolvimento de granulomas e controle da infecgdo (SCHOPF et al,, 2001). O granuloma
na infec¢do por Mycobacterium é um elemento importante na contengdo da infecgdo. A
formagdo, maturagdo e manutengdo dos granulomas sdo influenciadas principalmente por
TNF-0. (BOTHA & RIFFEL, 2003), mas envolvem outras moléculas como NO (FLYNN et
al., 1998) IFN-y (COOPER et al,, 1993) e IL-12 (COOPER et al., 1997). A falha em alguns
destes mecanismos pode resultar na reativagdo da infec¢do latente com aumento da carga
bacilar ¢ dissemina¢fo. Assim, é possivel supor que a produgdo de p40 em camundongos
selvagens seja importante no controle do parasitismo no linfonodo. Nos camundongos
deficientes, a auséncia de p40 poderia inibir o desenvolvimento de granulomas, favorecendo o

aumento da carga parasitaria. Além disso, é possivel que, do ponto de vista histolégico no
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linfonodo, o granuloma seja um elemento importante na contengdo dos parasitos também na
infecgdo por Leishmania.

Uma caracteristica intrinseca a infecgdo por L. braziliensis é a disseminagdo do
parasito para diferentes o6rgdos e, em particular, para sitios de mucosa, como observado na
LCM (MARSDEN et al,, 1994). Contudo, L. braziliensis esta associada com leishmaniose
cutinea, ¢ a disseminagdo para Orgdos internos ocorre, principalmente, em situagdo de
imunodeficiéncia. Existem relatos de doenga visceral causada por L. braziliensis em
individuos co-infectados, Leishmania e HIV (SILVA et al, 2002). Em modelos
experimentais, hamsters sdo susceptiveis, e também desenvolvem doenga visceral. Uma
possivel via de disseminagfio € a hematogénica (ALMEIDA et al., 1996). Neste trabalho, foi
observada a ocorréncia de disseminagdo para bago e figado acompanhada de hepatomegalia
nos camundongos p40"', semelhante ao observado anteriormente (SOUZA-NETO et al,
2004; ROCHA et al., 2007). A contengdo dos parasitos na pele ¢ no linfonodo de drenagem
parece ser importante indicador do controle da infecgdo. Laskay e colaboradores (1995)
mostraram que na infecgdo com L. major, ocorre disseminagio dos parasitos da pele para o
linfonodo e para outros 6rgéos nos camundongos susceptiveis. Nos camundongos resistentes,
os parasitos sdo retidos na pele e no linfonodo de drenagem por um periodo maior de tempo,
sem evidéncia de dissemina¢do para outros oOrgdos. Camundongos susceptiveis ou
parcialmente resistentes a L. amazonensis desenvolvem o mesmo perfil, com ocorréncia de
disseminagdo precoce nos camundongos susceptiveis ¢ em camundongos parcialmente
resistentes, que controlam a infec¢fo apenas nas fases iniciais, a disseminagdo ocorre em fases
mais tardias da infec¢do (ANDRADE et al,1984; BARRAL et al, 1983; LEMOS DE
SOUZA 2000). Interessante que o tratamento com I[L-12 preveniu a disseminagdo em
camundongos susceptiveis (LASKAY et al, 1995). Estes dados sugerem que quando

incapazes de produzir p40 linhagens de camundongos resistentes desenvolvem curso da
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infecgdo semelhante ao observado em camundongos susceptiveis. E possivel que a
incapacidade de conter o parasitismo na auséncia dos mecanismos efetores induzidos por p40
favorega a disseminagdo nestes animais.

A anadlise histopatologica realizada neste trabalho evidenciou que nos camundongos
p40”", houve uma intensa histiocitose e plasmocitose no bago, com macréfagos parasitados,
seguido de atrofia dos foliculos linfoides e perda da estrutura deste 6rgdo. Perfil semelhante
foi descrito em camundongos BALB/c susceptiveis & infecgdo por L. amazonensis, L.
mexicana ou L. donovani (MURRAY et al,, 2001; AGUILAR TORRENTERA et al., 2002;
ABREU-SILVA et al, 2004). Atrofia de foliculos linféides ¢ desorganizagdo da arquitetura
do bago, foi freqiiente em cées potencialmente susceptiveis & infecgdo natural por L. chagasi
(SANTANA et al., 2008). Estes dados sugerem que alteragdes na arquitetura deste érgdo
estdo associadas com o desenvolvimento de susceptibilidade a infec¢@o. No figado dos
camundongos p40” também foram observados agregados macrofagicos parasitados. Contudo,
estes agregados ndo constituiram num granuloma maduro, analogamente ao verificado em
camundongos BALB/c infectados por L. mexicana (AGUILAR TORRENTERA et al,
2002b). Camundongos BALB/c e C57BL/6 responderam igualmente a infecgdo por L.
donovani, e foram capazes de controlar o parasitismo no figado, mas desenvolveram infecgido
cronica no bago. Quando incapazes de produzir p40, houve aumento da carga parasitdria no
figado, associado com produgdo de pequenas quantidades de IJFN-y. A analise da resposta
inflamatéria mostrou a presenga de poucos granulomas imaturos no parénquima hepatico. Nos
camundongos p35™, o padréo tecidual foi semelhante, mas a carga parasitaria foi maior nos
camundongos p40”" (MURRAY et al., 2006). Resultados semelhantes foram observados em
camundongos BALB/c tratados com anti-IL-12p40 (EGWERDA et al, 1998). Foi mostrado
que a neutraliza¢do de p40 reduziu a produgio de IFN-y, TNF-a além da expressdo de iNOS,

moléculas importantes para a formago, maturagdo dos granulomas e destrui¢do dos parasitos
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(ENGWERDA et al., 1998; MURRAY & DELPH-ETIENNE et al., 2000; ENGWERDA et
al., 2004). Assim, a impossibilidade de produzir p40 pode ser um fator limitante na
capacidade de camundongos C57BL/6 de conterem a infecgdo por L. braziliensis, tanto no
bago quanto no figado.

A participagdo de p40 na indugdo de resposta inflamatoria no figado tem sido
investigada também em outros modelos de infec¢io. No modelo experimental de
esquistossomose, foi demonstrada a importdncia de 1L-23 na manifestagio da doenga,
caracterizada por intensa resposta inflamatéria. Camundongos deficientes em p40
desenvolvem inflamag¢do menos intensa que os camundongos selvagens, com menor produgéo
de IFN-y e IL-17. O tratamento com anti-IL-17 ou a infecgdo em camundongos deficientes em
p19, que ndo produzem IL-23, resultou numa resposta inflamatoéria menos intensa, com menor
recrutamento de granuldcitos (RUTITZKY et al., 2005, 2008). Estes resultados demonstram a
importancia de p40 na indugfio de resposta inflamatoria por meio da produgdo de IL-23 e
estimulagio de IL-17. Interessante que a deple¢do de neutrofilos durante as fases iniciais da
infeccfio de camundongos BALB/c por L. donovani, resultou no aumento na produgéo de IL-
4, bloqueou a maturagio dos granulomas associados a menor expressdo de iNOS e aumento
da carga parasitaria (MCFARLANE er al, 2008). Nestes estudos, foi evidenciada a
importancia dos neutréfilos na indugdo de protegdo. Estes resultados demonstram a
participagdo de p40 na indugfo de resposta inflamatoria, dependente da produgéo de IL-17 ¢
da produgio de citocinas e quimiocinas envolvidas com o recrutamento de neutréfilos. Assim,
é possivel que a deficiéncia em p40 nos camundongos C57BL/6 infectados por L. braziliensis,
induza um menor recrutamento de neutrofilos, favorecendo o desenvolvimento de doenca
visceral caracterizada por uma resposta inflamatéria que apesar de intensa, foi ineficiente no
controle da infec¢éo.

No presente trabalho, pela primeira vez, utilizou-se o modelo de infecgdo intradérmica
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em orelha para avaliar a participagdo de p40 na infecg@o por L. braziliensis. Foi mostrado que
camundongos deficientes em p40 ndo foram capazes de conter a infecgdo, desenvolvendo
lesBes progressivas, acompanhadas por intenso parasitismo e doenga visceral. Estes resultados
confirmam a importancia da produgéo de p40 para o controle da infecgdo por L. braziliensis
em camundongos C57BL/6, evidenciada anteriormente a partir do modelo convencional de
infecgdo subcutdnea. Nos camundongos C57BL/6p40™, a susceptibilidade a infecgdo foi
associada com altera¢Bes nos padrdes da resposta inflamatéria, sendo esta uma observagédo
nova, até entdo ndo descrita neste modelo. A evidéncia de que a incapacidade de produzir p40
resultou num menor recrutamento de neutrofilos durante as fases iniciais da infecgdo, aponta
para a necessidade de estudos futuros que avaliem a cinética do recrutamento de neutréfilos
para os sitios inflamatérios induzidos por L. braziliensis, a participagdo destas células na

defini¢do curso da infecgfo e aspectos de sua interagdo com esta espécie de Leishmania.
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7 - CONCLUSOES

Camundongos CS7BL/6 deficientes na producdo de p40 sdo susceptiveis a infecgdo
por via intradérmica com L. braziliensis, desenvolvendo lesdes progressivas e doenga

visceral, confirmando a importincia desta molécula para o controle da infecgéo.

A deficiéncia em p40 interfere com o recrutamento de polimorfonucleares nas fases
miciais da infecgdo e altera a dindmica e composi¢do dos infiltrados inflamatdrios,

essenciais para o controle da infecgdo por L. bruziliensis em camundongos C57BL/6.
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