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CEPAS DE Leishmania braziliensis COM PERFIS GENÔMICOS DIVERSOS 

INDUZEM  PROCESSOS INFLAM ATO R IO S D IFERENTES EM  
CAMUNDONGOS BALB/C - M aria Jania Teixeira. Dois artigos científicos resumem o 
presente estudo. No primeiro, é mostrado que duas cepas de L. braziliensis, isoladas de 
pacientes de diferentes Estados (Ceará e Bahia), são geneticamente diferentes e apresentam 
processos patológicos distintos em camundongos BALB/c. No segundo trabalho é 

demonstrada uma correlação entre padrões de expressão de quimiocinas, induzidas por 

estas duas cepas de L braziliensis, com a formação de lesão e a atração de leucócitos para o 

sítio inflamatório. O terceiro trabalho é uma revisão sobre o papel das quimiocinas e 

receptores de quimiocinas nas interações parasito-hospedeiro em leishmaniose. Em 
particular, a revisão focaliza os estudos que contribuíram para a compreensão sobre 

quimiocinas na infecção por leishmania. Os principais achados desses estudos são: 1. A L. 

braziliensis H3227 do Ceará apresentou genotipo diferente da L. braziliensis BA788 da 
Bahia, demonstrado por RAPD. 2. A cepa H3227 levou ao desenvolvimento de lesões 

pequenas que se resolveram, enquanto BA788 não causou lesões em camundongos 

BALB/c. 3. Em ambos os grupos de camundongos, a carga parasitária não diferiu 

significativamente no sítio de infecção e começou a reduzir com 30 dias de infecção. Nos 
linfonodos drenantes, entretanto, o número de parasitos aumentou durante o decorrer do 

estudo. 4. Após a inoculação do parasito, a cepa BA788 pareceu ativar mais precocemente 
uma reposta mais intensa tipo Thl. Camundongos infectados com BA788 produziram 

níveis mais altos de IFN-y, o que se correlacionou com um maior número de células NK 

nas lesões destes animais. 5. Numa fase mais tardia, camundongos infectados com H3227 

produziram mais IL-12p70 e IL-10 no sobrenadante de células recuperadas dos linfonodos. 
Esta regulação da produção de IL-10 coincidiu com o pico máximo do desenvolvimento da 

lesão e da carga parasitária nestes animais. 6. As maiores lesões causadas por H3227, em 
camundongos BALB/c, foi diretamente correlacionada com o aumento progressivo da 

reação inflamatória, mas não com a carga parasitária. 7. A expressão mais precoce e intensa 

das quimiocinas CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la, CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxina, 

XCLl/linfotactina e dos seus respectivos receptores correlacionou-se com o maior influxo 

de leucócitos para as lesões induzidas por H3227 e com o aumento do processo 

inflamatório observado nos camundongos infectados com esta cepa, após 15 dias de 

infecção. 8. As diferenças observadas no processo inflamatório estavam correlacionadas 
com a virulência do parasito, uma vez que a cepa mais patogênica H3227 mostrou-se um 

recrutador mais potente de todas as células observadas no sistema do bolsão inflamatório, 
do que a menos patogênica BA788. Em conclusão, os achados apresentados aqui indicam 

que duas cepas de L. braziliensis geneticamente diferentes, embora apresentem carga 

parasitária semelhante no sítio de inoculação, podem estabelecer processos patológicos 
distintos e induzir expressão de quimiocinas em diferentes tempos e/ou intensidades, 

levando ao recrutamento diverso de células e respostas inflamatórias diferenciadas que 
poderiam finalmente estar envolvidas em diferentes apresentações da doença.

Palavras chaves: Leishmaniose cutânea, L. braziliensis, BALB/c, quimiocinas.
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Leishmania bmziliensis ISOLATES D IFFER ING  IN  TH E IR  GENOM IC  PROFILES 
INDUCE D IFFERENT IN FLA M M A TO R Y PROCESSES IN  BALB/C M IC E  - 
M aria Jania Teixeira. Two scientific papers summarize the study presented herein. The 

first study shows that two L. braziliensis strains isolated in patients from different states 
(Ceará and Bahia) are genetically distinct and present different behavior during infection of 

BALB/c mice. The second study demonstrates a correlation between patterns of chemokine 
expression, induced by these two L braziliensis strains, with the lesion formation and 

leukocyte attraction to the inflammatory site. The third work is a review about the role of 
chemokines and chemokine receptors in host-parasite interactions in leishmaniasis. In 

particular, this review focus on reports that have contributed to our understanding of 
chemokine in Leishmania infection. The major findings of these studies are: 1. H3227 L. 

braziliensis from Ceará was genetically different from the BA788 L. braziliensis from 
Bahia as assessed by RAPD. 2. H3227 led to the development of small self-healing lesions, 

while BA788 did not cause lesions in BALB/c mice. 3. In both groups of mice, parasite 
load did not differ significantly at the infection site, and it start to reduce with 30 days of 

infection. In draining lymph nodes, however, the number of parasites increased over the 

study period. 4. BA788 strain seemed to trigger a more intense Thl-type response, early 

after parasite inoculation. BA788-infected mice produced higher levels of IFN-y, a feature 

coupled to a higher number of NK cells. 5. Later, H3227-infected mice produced more IL- 
12p70 and IL-10 in the supernatant of their lymph nodes cells. This up-regulation in IL-10 

production coincided with the time point at which lesion size and parasite load detected in 

the footpad reached their peak. 6. In H3227-infected BALB/c mice, larger lesions sizes 

were directly correlated with progressive increase of the inflammatory reaction, but not to 
parasite load. 7. A higher expression of the chemokines CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la, 
CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxin, XCLl/lymphotactin and their respective receptors correlated 

with greater leukocyte recruitment, and with the increase of inflammation observed in 

H3227-infected mice at 15 days post infection. 8. Differences observed in the inflammatory 
processes were associated with parasite virulence, since the more pathogenic H3227 L. 

braziliensis was a more potent recruiter of all cell types than BA788 in the air pouch 

system. In conclusion, the findings presented here indicate that two genetically different L. 

braziliensis isolates, albeit at similar parasite load, are able to establish distinctive patterns 

of infections, and induce chemokine expression at different paces and/or intensities, leading 

to diverse cell recruitment and differential inflammatory responses which can ultimately 

influency in the disease outcome.

Key words: Cutaneous leishmaniasis, L. braziliensis, BALB/c mice, chemokines.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Situação do problema

Leishmaniose refere-se a um grupo de doenças causadas por protozoários do gênero 

Leishmania, ordem Kinetoplastida e família Trypanosomatidae. O parasito ocorre sob duas 

formas evolutivas: a forma flagelada, extracelular, denominada promastigota, encontrada no 

trato digestivo dos vetores, flebotomíneos do gênero Phlebotomus no Velho Mundo e 

Lutzomyia no Novo Mundo (LAINSON et al., 1987); e a forma amastigota encontrada 

predominantemente parasitando células do sistema fagocítico mononuclear dos hospedeiros 

mamíferos (ALEXANDER et al., 1999).

O quadro global da leishmaniose tem permanecido estável há alguns anos. Estima-se que 

mundialmente 350 milhões de pessoas correm risco de contrair leishmaniose, cerca de 12 

milhões apresentam alguma forma da doença e aproximadamente 1-1,5 milhões de novos casos 

de leishmaniose cutânea surgem por ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004).

A doença distribui-se amplamente em todos os continentes, com exceção da Oceania. É 

endêmica em 88 países das Américas do Sul e Central, África e Ásia. No Brasil, a distribuição 

geográfica da leishmaniose tegumentar é ampla e tem sido registrada em todo o território 

nacional (M INISTÉRIO  DA SAÚDE, 2004). As regiões Nordeste e Norte vêm contribuindo 

com o maior número de casos registrados no período de 1980 a 2003 - cerca de 36,9% e 36,2%, 

respectivamente (M INISTÉRIO DA SAÚDE, 2004). No Nordeste, os casos registrados são 

provenientes principalmente dos Estados do Maranhão, Bahia e Ceará (M INISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2004).

A importância da leishmaniose tegumentar nas Américas reside não somente na alta 

incidência e ampla distribuição geográfica, mas também na possibilidade de assumir formas 

que podem determinar lesões desfigurantes, incapacitantes e algumas vezes fatais, o que levou a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) a incluir a doença entre as onze endemias infecto- 

parasitárias mais importantes do mundo (TDR, 2004).

1.2. Manifestações clínicas e imunopatogênese da leishmaniose tegumentar

As leishmanias são divididas em parasitos que causam doença tegumentar e visceral. No 

Novo Mundo, as espécies responsáveis pela leishmaniose tegumentar são: L. braziUensis, L.



peruviana, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naijfi, L. shawi, L. colombiensis, L. amazonensis e L  

mexicana (GR IM ALD I & TESH, 1993). As espécies descritas no Velho Mundo são: L. tropica, 

L. major e L. aethiopica (ASHFORD & BETTINI, 1987).

Clinicamente, a leishmaniose tegumentar no Novo Mundo apresenta-se de maneira variada, 

desde as formas inaparentes ou com ulcerações de pele, que podem ser discretas ou extensas e 

com evolução espontânea para cura após alguns meses, até aquelas com ulcerações múltiplas ou 

disseminadas, ou mesmo evoluir para uma forma mutilante que afeta as mucosas das vias 

aéreas superiores A manifestação clínica mais freqüente da doença é a leishmaniose cutânea 

(LC), que se caracteriza por lesões ulceradas, únicas, ou em pequeno número, de bordos 

elevados e circulares, com pouca secreção e indolores. Alguns casos podem evoluir com o 

controle da infecção com cura espontânea, contudo, a maioria requer tratamento prolongado 

com drogas leishmanicidas (MARSDEN et al., 1984; COSTA et al., 1990; CONVIT et al., 

1993;HERWALDTetal., 1992).

A forma disseminada é caracterizada por úlceras típicas, associadas a inúmeras lesões 

papulares ou acneiformes, decorrentes possivelmente de disseminação hematogênica, podendo 

comprometer a mucosa (COSTA et al., 1986; CARVALHO et al., 1994). A leishmaniose 

cutânea difusa (LCD) é uma forma grave não responsiva ao tratamento, anérgica e muito rara. É 

caracterizada predominantemente por nódulos múltiplos, onde se observa extraordinária riqueza 

parasitária e poucos linfócitos, podendo ocorrer também lesões tuberosas, placas e raramente 

aparecem ulcerações (CONVIT et al., 1972; LLANOS CUENTAS et al., 1984; COSTA et al.,

1992). A resposta imune nessa forma clínica é caracterizada por ausência da produção de IFN-y 

e pela elevada produção de IL-10 nas lesões (TURETZ et al., 2002).

A forma mais grave do espectro clínico é a cutâneo-mucosa (LCM), ou espúndia, que 

apresenta significante morbidade e pode levar a um curso fatal. É caracterizada por lesão na 

mucosa nasal, que pode expandir e acometer palato mole e duro, úvula, faringe, gengivas e 

lábio superior. Paradoxalmente, essas lesões mucosas contêm um número bastante reduzido de 

parasitos, e o infiltrado inflamatório caracteriza-se pela presença de grande quantidade de 

linfócitos e macrófagos. O intenso infiltrado inflamatório resulta em um exuberante aumento do 

nariz e do lábio superior, conferindo ã lesão um aspecto tumoral e desfigurante. A perfuração 

do septo nasal é observada em torno de 42% dos pacientes, podendo afetar a mucosa 

traqueobrônquica e esôfago (MARSDEN, 1986; WALTON, 1987; BITTENCOURT &

13



BARRAL, 1991; PEARSON et al., 2000). A resposta imune nessa forma clínica é caracterizada 

por produção elevada de IFN-y e TNF-a aos antígenos do parasito, ainda mais intensa que na 

forma cutánea localizada. Assim, a presença de lesão tanto pode estar relacionada a urna 

ausência de resposta Thl, com proliferação do parasito, ou a uma intensa resposta Thl, sendo a 

lesão pobre de parasitos, com intensa resposta inflamatoria e destruição tecidual (RIBEIRO DE 

JESUS etal., 1998).

Tem sido descrita a disseminação precoce do parasito do sítio da lesão inicial na pele para 

os linfonodos regionais, tanto no Velho Mundo (ARDEHALI et al, 1995; AZADEH et al, 1994) 

como nas Américas (PESSOA & BARRETO, 1948; MORAES et al., 1993). No Brasil, a 

leishmaniose tegumentar causada por L. braziliensis pode acarretar comprometimento dos 

linfonodos de drenagem da lesão (BARRAL et al., 1995; SOUSA et al., 1995), levando a um 

quadro de linfadenite granulomatosa (ROCHA, 1998), que geralmente antecede a lesão 

cutânea. Esse quadro tem sido melhor estudado nos Estados da Bahia e do Ceará, em zonas 

endêmicas para leishmaniose tegumentar. Na Bahia, um estudo de BARRAL et al. (1992) 

mostrou que 67% dos pacientes com leishmaniose tegumentar apresentam linfadenopatia. Os 

linfonodos acometidos apresentam em média 5 cm de diâmetro, variando de 3 a 8,0 cm, 

desaparecem espontaneamente e têm um curso médio de 3 semanas, podendo ser a única 

manifestação da doença (BARRAL et al., 1995). No Ceará, 77% dos indivíduos com 

leishmaniose tegumentar apresentam linfadenopatia. No entanto, na maioria dos pacientes, os 

linfonodos são maiores do que os vistos na Bahia, atingem até 10,5 cm e a linfadenopatia 

apresenta curso mais indolente, podendo persistir por vários meses, mesmo após o 

aparecimento das lesões (SOUSA et al., 1995). Além disso, foi observado um padrão de 

resposta imune diferente dos pacientes que não apresentavam linfadenopatia. A resposta imune 

mostrou-se mais significativa a antígenos de leishmania, quando comparada a do grupo sem 

linfadenopatia (SOUSA et al., 1995). Esses dados sugerem diferenças nos isolados de 

leishmania e/ou respostas imunes dos hospedeiros, indicando uma associação do parasito com o 

resultado clínico da infecção.

L3. Eventos inicias da infecção por leishmania

Durante a picada da fêmea do flebótomo, promastigotas metacíclicas são inoculadas junto 

com a saliva, no lago sanguíneo produzido pelo traumatismo da probóscida do flebótomo, na
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derme do hospedeiro mamífero (RIBEIRO, 1995). A quantidade de promastigotas inoculadas 

varia de acordo com a intensidade da infecção do flebótomo. O número de promastigotas 

inoculadas parece ser importante no desenvolvimento da resposta imune. Estima-se que os 

flebótomos podem inocular de 0 a 1000 promastigotas na derme do hospedeiro mamífero 

(WARBURG & SCHLEIN, 1986), o que possivelmente entra como um fator importante na 

variação da intensidade da infecção. Outros fatores relevantes são as substâncias presentes na 

saliva do flebótomo (GILLESPIE et al., 2000). Algumas delas podem induzir resposta Th2 e 

exacerbação da lesão, mesmo em camundongos naturalmente resistentes (MBOW et al., 1998; 

BELKAID et al., 1998). Entretanto, com L. bmziliensis, o efeito da exacerbação da doença na 

presença de saliva parece ser dependente da composição salivar da espécie de flebótomo, uma 

vez que inoculação de L. braziliensis (10̂ -10̂  promastigotas) junto com saliva de Lutzomyia 

whitmani leva ao desenvolvimento de lesões que apresentam cura espontânea (BEZERRA & 

TEIXEIRA, 2001), enquanto inoculação do mesmo parasito (10̂ -10̂  promastigotas) com saliva 

de L. longipalpis causa lesões cutâneas nodulares progressivas, que não se curam 

(SAMUELSON et al., 1991; L IM A  et al., 1996).

Uma vez na derme, as promastigotas podem penetrar em granulócitos, macrófagos 

(POMPEU et al., 1991; L IM A  et al., 1998) ou em células dendríticas (MOLL et al., 1993). Os 

neutrófllos e eosinófílos conseguem lisar leishmania (POMPEU et al., 1991; L IM A  et al., 

1998). Entretanto, mais recentemente foi demonstrado que neutrófllos também podem 

desempenhar outras funções, tais como secretar IL-12 e TGE-P (TACCHINI-COTTIER et al, 

2000) e apresentar antígenos via MHC classe II na presença de GM-CSF (GOSSELIN et al.,

1993). Leishmania pode sobreviver dentro de neutrófllos nas primeiras horas ou primeiros dias 

após a infecção (LAUFS et al., 2002; VAN ZANDBERGEN et al., 2004) e pode atrasar, 

embora não evite a apoptose espontânea dos neutrófllos (AGA et al., 2002). Quando 

macrófagos ingerem neutrófllos apoptóticos infectados (SAVILL et al., 1989), suas funções 

microbicidas não são ativadas (MEAGHER et al., 1992; VAN  ZANDBERGEN et al., 2004). 

Desta forma, acredita-se que a leishmania estaria entrando no macrófago, a sua principal célula 

hospedeira, de uma maneira silenciosa (LASKAY et al., 2003).

Embora a leishmania consiga diferenciar-se em amastigota e proliferar dentro de células 

dendríticas (PRINA et al., 2004) os macrófagos são as células hospedeiras preferenciais, onde 

os parasitos proliferam intensamente nos vacúolos parasitóforos (KONECNY et al., 1999). Mas
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são as células dendríticas infectadas que migram para o linfonodo regional (MOLL et al.,

2000), e, ainda na pele, estas células podem sofrer influências de quimiocinas ou citocinas 

liberadas por queratinócitos, neutrófilos, mastócitos e macrófagos presentes no sítio de 

inoculação. Quimiocinas e seus receptores participam na regulação da migração e das 

interações das células apresentadoras de antígeno (CAAg) com os linfócitos. O receptor de 

quimiocina CCR2 é importante na migração de células dendríticas e na localização destas 

células nas áreas T dos órgãos linfóides de camundongo e, conseqüentemente, no 

desenvolvimento da resposta celular tipo Th l (SATO et al., 2000). CCR7 é outro receptor de 

quimiocina que também é requerido para a migração de células dendríticas maduras dos tecidos 

para as áreas T dos linfonodos (FORSTER et al., 1999).

É no linfonodo que vai ocorrer então a sensibilização dos linfócitos pelas CAAg (MOLL et 

al., 1993; PRINA et al., 2004). Diversas células, como as dendríticas, os macrófagos e os 

linfócitos B, podem apresentar antígeno às células T, dando início à sensibilização e expansão 

das células efetoras. A diferenciação linfocitária vai depender, entre outros fatores, do tipo de 

CAAg, das moléculas coestimulatórias expressas e das quimiocinas e citocinas que 

predominam no microambiente nestes primeiros momentos da sensibilização linfocitária.

L4. Patogenicidade e genotipo de Leishmania

Após a infecção por leishmania, o curso da doença é influenciado por determinantes 

genéticos dos hospedeiros mamíferos, como já foi evidenciado em estudos experimentais 

realizados com L. major. O  paradigma susceptibilidade versus resistência foi estabelecido 

usando este modelo. Algumas linhagens de camundongos apresentam resistência completa ou 

parcial à infecção, outras são completamente susceptíveis. Camundongos das linhagens C3H e 

C57BL/6 quando infectados com L. major apresentam lesão inicial e controlam a infecção, com 

cura aparente e desenvolvimento de resposta imune tipo Thl. Camundongos BALB/c são 

altamente susceptíveis, neles a infecção progride rapidamente, com visceralização do parasito, 

desenvolvimento de resposta Th2 e curso fatal (revisado em SACKS & NOBEN-TRAUTH,

2002).

Além dos determinantes genéticos dos hospedeiros, foi demonstrado que o curso da doença 

também pode ser influenciado pelo próprio parasito, desde que uma única espécie de 

Leishmania, como a L. amazonensis, ou a L. braziliensis, causam um amplo espectro da doença
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em hospedeiros mamíferos (BARRAL et al., 1991, GONTIJO & CARVALHO, 2003). Mais 

tarde foi demonstrado que cepas de L. amazonensis isoladas de indivíduos com diferentes 

manifestações clínicas de leishmaniose tegumentar também apresentavam comportamentos 

biológicos diversos após infecção em camundongos geneticamente idênticos (ALMEIDA et al.,

1996). Resultados semelhantes foram obtidos usando cepas de L. major (KEBAIER et al.,

2001). Portanto, parece que a variação da patogenicidade do parasito, que por sua vez está 

relacionada com a diversidade do genótipo do parasito, é também um fator importante que 

controla as manifestações clínicas da leishmaniose.

Todas as espécies de Leishmania são morfologicamente semelhantes, exceto por diferenças 

discretas. Os métodos moleculares atuais nos permitem avaliar as características intrínsecas dos 

parasitos e a evolução destas metodologias gerou um avanço considerável no conhecimento do 

genótipo da Leishmania, permitindo muitas vezes, a caracterização de genotipos individuais. 

Variação no genótipo das leishmanias do subgénero Viannia ]á foi descrita (CUPOLILLO et al, 

1998; SCHRIEFER et al., 2004). A associação do polimorfismo genotípico da leishmania com 

a origem geográfica do isolado também já foi observada em espécies de Leishmania do Velho 

Mundo (ANDRESEN et al., 1996; SCHONIAN et al., 2000; TOLEDO et al, 2002) e em 

isolados do Novo Mundo (GOMES et al„ 1995; ISH IKAW A et al., 2002; CUPOLILLO et al.,

2003). Mais recentemente, ROS ATO (2004) demonstrou que existe polimorfismo genotípico 

entre os isolados de L. hraziliensis dos Estados da Bahia e do Ceará.

As informações sobre os genótipos dos parasitos têm contribuído para a melhor 

compreensão do conceito de espécies de Leishmania e podem auxiliar no entendimento da 

epidemiologia e patogênese das leishmanioses.

1.5. Leishmaniose murina e imuno-regulação

Os modelos de leishmaniose experimental têm trazido uma grande contribuição para o 

esclarecimento da imuno-regulação da doença. A cura em LC é criticamente dependente do 

desenvolvimento de uma resposta imune do tipo Thl. Qualquer falha na montagem de uma 

eficiente resposta Th l anti-leishmania resulta em doença progressiva e morte (SACKS & 

NOBEN-TRAUTH, 2002). As condições que desencadeiam a diferenciação Th l ou Th2 

parecem ser multifatoriais. Alguns destes fatores têm sido evidenciados, trazendo mais clareza 

para a compreensão da patogênese da leishmaniose, embora ainda existam muitas lacunas.
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A resposta imune Th l é caracterizada pela secreção de IFN-y e TNF-a (SCOTT et al., 

1988; SCOTT, 1991; REINER & LOCKSLEY, 1995). IFN-y leva à ativação de mecanismos 

microbicidas do macrófago pela síntese de óxido nítrico (NO) (MURRAY et al., 1983; LIEW  et 

al., 1990), de radicais livres derivados do oxigênio e síntese de enzimas lisossomais 

(MURRAY, 1981; CHANNON et al., 1984; PASSWELL et al., 1994). TNF-a está envolvido 

na indução da ativação de macrófagos em sinergismo com IFN-y, estimulando-os a produzirem 

NO (LIEW  et al., 1990; GREEN et al„ 1990; THEODOS et al., 1991). Além disso, TNF-a 

participa da modulação da resposta inflamatoria, induzindo apoptose de células T no sitio de 

infecção. Camundongos sem receptor de TNF-a p55, embora consigam eliminar o parasito, não 

conseguem resolver a inflamação, possivelmente decorrente do defeito na indução de apoptose 

(V IE IRA et al., 1996; KANALY et al, 1999).

Após os primeiros dias de ativação, em função das citocinas predominantes no 

microambiente, ocorre a definição da diferenciação em Th l ou Th2 (NAKAMURA et al.,

1997). Células NK e NK-T participam neste momento inicial secretando IFN-y, que tem papel 

relevante na sensibilização de células Th l (SCHARTON-KERSTEN & SCOTT, 1995; 

MARTIN-FONTECHA et al., 2004). IFN-y produzido inicialmente por estas células induz a 

secreção de IL-12 por CCAg (células dendríticas, macrófagos, monócitos, linfócito B) e por 

células polimorfonucleares (PMN). A produção inicial de IL-12 pode ser desencadeada pela 

fagocitose do parasito (SUTTERWALA & MOSSER, 1999) e amplificada por IFN-y. A 

citocina IL-12, por sua vez, amplifica a produção de IFN-y, estabelecendo, assim, uma 

importante ‘à\ç‘à feedback positiva (BELOSEVIC et al., 1989; HEINZEL et al., 1995). A célula 

NK é considerada como a principal fonte de IFN-y (SCHARTON-KERSTEN & SCOTT,

1995), mas parecem existir outras fontes alternativas, como células NK-T (LAUWERYS et al., 

2000) e possivelmente células T CD8-I- (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Camundongos 

depletados de células NK (NKT"^) conseguem desenvolver resposta Th l eficiente, com a 

produção de IL-12 e de IFN-y, capazes de controlar a infecção por L. major, indicando que IL- 

12 pode induzir resposta Thl, independentemente de células NK, possivelmente pela ativação 

de NK-T (SATOSKAR et al., 1999).

A produção de IFN-y nos primeiros três dias de infecção, é crítica para a diferenciação de 

linfócitos ThO em Th l e para inibir a diferenciação em Th2, e a CAAg desempenha papel



crítico neste momento (revisado em VON STEBUT & UDEY, 2004). A infecção de células 

dendríticas com amastigotas, na presença de IFN-y, induz sua ativação, ocorrendo aumento da 

expressão de moléculas MHC classe I e II, de moléculas coestimulatórias (CD40, CD54, CD80 

e CD86) e da síntese de IL-12. Por outro lado, tem sido demonstrado que a infecção de 

macrófagos, tanto com amastigotas como com promastigotas, não induz ativação, nem secreção 

importante de IL-12 (REINER et al., 1994; VON STEBUT et al., 1998; MAROVICH et al.,

2000). Outras citocinas, como TNF-a, IL-1|3, IL-15 e IL-18, potenciam o efeito de IL-12 na 

indução da produção de IFNy por células NK (SHER et al., 1993; HUNTER et al., 1995; 

FEHNIGER et al., 1999; AKIRA, 2000), propiciando as condições necessárias para a 

proliferação das células Thl efetoras.

Embora o fenotipo Th2, associado com a susceptibilidade à infecção, seja caracterizado 

pela alta produção de IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-P (HEINZEL et al., 1989; LOCKLEY & 

SCOTT, 1991; BARRAL-NETTO et al., 1992; SCOTT, 1998), ainda não estão bem definidas 

as condições que o desencadeiam. As citocinas Th2 levam ao desenvolvimento de lesões graves 

em animais infectados com L. major, provavelmente porque desativam macrófagos. IL-4, IL-13 

e TGF-P inibem a produção de intermediários reativos de oxigênio em macrófagos ativados por 

IFN-y (BOGDAN et al., 2000). Diversas células podem participar na produção de IL-4 nestas 

primeiras horas de infecção; neutrófilos, células T CD4’̂ e NKl"^ são capazes de secretar IL-4 e 

com isso modular a resposta para diferenciação tipo Th2 (VON DER WEID et al., 1996; 

BRANDT et al., 2000; NOBEN-TRAUTH et al., 2000). IL-13 é outra citocina que favorece a 

progressão da doença. Ela apresenta ação sinérgica com IL-4 (MATTHEWS et al., 2000), mas 

pode também promover a doença, independentemente da presença de IL-4 (NOBEN-TRAUTH 

et al., 1999). Um microambiente com predomínio de IL-4, IL-10 e IL-13 induz a diferenciação 

e proliferação de células Th2, levando ã desativação dos macrófagos, o que propicia a 

multiplicação do parasito e a progressão da doença.

Uma vez diferenciados, os linfócitos sensibilizados Th l ou Th2 migram do linfonodo 

regional para o sítio de inoculação da pele, dando início à resposta imuneinflamatória, que, 

dependendo do tipo de linfócito predominante, poderá destruir o parasito e resolver a infecção 

ou pode favorecer o crescimento do parasito e a doença ter um curso crônico.

Ao contrário do que ocorre com L. major, poucos estudos experimentais foram conduzidos 

com L. hraziliensis, provavelmente porque este parasito não induz lesões em muitas linhagens
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de camundongos (NEAL & HALE, 1983; CHILDS et al., 1984). Camundongos BALB/c são 

considerados os mais susceptíveis à L  braziliensis, apesar de não apresentarem lesões cutâneas 

muito evidentes e evoluírem para cura espontânea (CHILDS et al., 1984). A análise da resposta 

imune em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis mostrou que estes animais 

produzem menos IL-4, do que quando infectados com L. major. Além disso, animais infectados 

com L. braziliensis, ao serem tratados com anti-IFN-y, aumentam significativamente o tamanho 

das lesões e a infecção não se resolve (DEKREY et al., 1998). Os autores sugerem que um 

mecanismo dependente de IFN-y é responsável pela morte de L. braziliensis em camundongos 

BALB/c e que a fraca infectividade deste parasito nesta linhagem de camundongo pode ser 

causada pela incapacidade do parasito promover uma produção forte e sustentada de IL-4, 

diferentemente do que acontece com a infecção por L. major.

Recentemente nosso grupo desenvolveu um modelo experimental de infecção com L. 

braziliensis que mimetiza muito a infecção humana. Neste modelo, camundongos BALB/c 

foram inoculados com 10'̂ de promastigotas na derme da orelha e foram capazes de reproduzir 

aspectos da infecção natural tais como a presença de lesão ulcerada, disseminação do parasito 

para os linfonodos e desenvolvimento de uma resposta imune tipo Th l (DE MOURA et al., 

2005). Este modelo poderá ser muito útil para responder questões relacionadas com a 

imunidade à re-infecções, persistência do parasito e desenvolvimento da forma clínica cutâneo- 

mucosa.

L6. Quimiocinas

As quimiocinas são proteínas homólogas de baixo peso molecular (8 a 17 kDa), secretadas 

por uma variedade de células, incluindo leucócitos, células epiteliais, células endoteliais, 

fibroblastos e numerosos outros tipos de células. São produzidas em resposta a vários estímulos 

exógenos e endógenos (MOSER et al., 2004).

Geralmente as quimiocinas são produzidas durante uma resposta inflamatória, atuam em 

mais de um tipo celular e diferentes respostas induzidas por elas foram observadas in vitro, tais 

como, quimiotaxia, liberação de enzimas de estoques celulares, formação de radicais livres do 

oxigênio, rearranjo do citoesqueleto, geração de mediadores lipídicos e indução de adesão de 

células ao endotélio ou a proteínas da matriz extracelular (ROLLINS, 1997; LLFSTER, 1998). 

As quimiocinas podem ser classificadas em 4 famílias de acordo com a configuração de quatro
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resíduos de cisteína em posições altamente conservadas na porção amino terminal (NH2) da 

molécula. Esses resíduos de cisteína presentes em todas as classes de quimiocinas estão 

envolvidos na formação de ligações dissulfeto, que participam da estabilização da estrutura da 

proteína (SAUNDERS & TARBY, 1999).

Dos quatro grupos de quimiocinas descritos, há duas grandes famílias que compreendem a 

maioria destas moléculas, as quais são chamadas de CXC quimiocinas, sendo assim 

denominadas por possuírem um aminoácido (X) entre as duas primeiras cisteínas próximas ao 

domínio NH2-terminal, e a família das CC quimiocinas, que possuem as duas primeiras 

cisteínas adjacentes uma a outra e próximas ao amino terminal. As quimiocinas CC atraem 

principalmente monócitos e linfócitos T, apesar de que são também quimiotáticas para 

basófilos, eosinófiios e células NK (ROLLINS, 1997). As quimiocinas CXC são divididas em 

duas sub-famílias, aquelas que contêm a seqüência ácido glutâmico-leucina-arginina, chamada 

de seqüência ELR (ELR"̂ ), precedendo as duas primeiras cisteínas da molécula, e aquelas que 

não contêm essa seqüência (ELR ). A presença dessa seqüência está relacionada a um efeito 

predominante sobre a atração de neutrófilos e a ausência desta seqüência está relacionada com a 

migração de linfócitos (BAGGIOLINI, 2001).

Dois outros grupos menores não fazem parte destas famílias, sendo designadas como 

família C, que tem apenas dois resíduos de cisteína na molécula e apenas um deles na porção 

NH2-terminal e família CX3C, que possui três resíduos de aminoácidos separando as duas 

primeiras cisteínas (ROLLINS, 1997; MACKAY, 1997). A quimiocina XCLl/linfotactina, da 

família C, tem sido descrita como sendo quimiotática para subpopulações específicas de 

linfócitos B e T, e não atrai monócitos, macrófagos ou neutrófilos (KENNEDY et al., 1995; 

HEDRICK et al., 1997). CX3CL1/Fractalcina, a única quimiocina CX3C, tem potente atividade 

quimiotática para linfócitos T, células NK e monócitos (BAZAN et al., 1997).

L7. Receptores de Quimiocinas

As quimiocinas exercem suas funções pela ligação a receptores presentes na superfície das 

células. Os 21 receptores de quimiocinas descritos pertencem à família de receptores que 

atravessam sete vezes a membrana celular, com a porção intracelular ligada à proteína G 

(SAUNDERS & TARBY, 1999; MURDOCH & HNN, 2000). Sua estrutura é composta por 

um curto domínio NH2-terminal, sete domínios em a-hélice transmembrânicos, com três alças
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na porção extracelular e outras três na porção intracelular compostas de aminoácidos 

hidrofílicos, mais um domínio carboxi (COOH) terminal intracelular (MURDOCH & FINN,

2000). A maioria dos receptores de quimiocinas liga mais que uma quimiocina, além disso, 

diferentes tipos de células podem expressar vários destes receptores, de modo que se um ligante 

ou um receptor estiver defeituoso, um conjunto de quimiocinas ou receptores alternativos 

podem efetuar a função biológica na célula, caracterizando a família das quimiocinas e seus 

receptores como um sistema redundante (MANTOVANI, 1999).

O sinal intracelular induzido após ligação da quimiocina é desencadeado por uma proteína 

G, associada ao domínio C-terminal do receptor (BOKOCH, 1995; THELEN, 2001). A 

proteína G é uma molécula heterotrimérica composta por três subunidades (a, (3 e y), que ficam 

ligadas a uma molécula de difosfato de guanosina (GDP) (MURDOCH & FINN, 2000). Após 

ligação da quimiocina ao receptor, o GDP é fosforilado e transformado em trifosfato de 

guanosina (GTP), as sub-unidades são separadas em GaPy e G(3y, a subunidade a irá ativar a 

fosfolipase C (PLC) associada à membrana celular, que transforma o difosfato de 

fosfatidilinositol (PIP2) em trifosfato de fosfatidilinositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 irá 

mobilizar cálcio intracelular e o DAG juntamente com o cálcio irão ativar várias isoformas da 

proteína cinase C (PKC), esta por sua vez ativa várias MAP cinases, levando assim à ativação 

celular, o que culmina com os efeitos que as quimiocinas exercem nas células (SAUNDERS & 

TARBY, 1999; MURDOCH & FINN, 2000; ROT & VON ADRIAN, 2003). Após ativação e 

internalização, os receptores de quimiocinas se tornam parcial ou totalmente dessensibilizados 

e sugere-se que este processo é mediado pela subunidade Ga que ativa a proteína tirosina 

cinase (PTK), levando à ativação de MAP cinases e fosforilação de residuos de serina e 

treonina na porção carboxi-terminal intracitoplasmática do receptor, causando sua inativação 

(MURDOCH & FINN, 2000). A velocidade da recuperação da resposta é determinada pelo 

destino da internalização dos receptores (degradação lisossomal versus desfosforilação e 

reciclagem na superficie celular) e pela rapidez da síntese de um novo receptor (THELEN,

2001).

Os receptores de quimiocinas e seus ligantes estão listados na Tabela I, de acordo com a 

nova nomenclatura sistemática proposta por ZLOTN IK  & YOSHIE (2000).
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1.8. Efeitos biológicos das quimiocinas

As quimiocinas, junto com as moléculas de adesão, são as maiores controladoras da 

migração de leucócitos. Adicionalmente, as quimiocinas também participam no 

desenvolvimento de órgãos (organogênese), na angiogênese, na angiostasia, no crescimento e 

metástase de células tumorais, na recirculação homeostática de leucócitos e na regulação 

imunológica (ROSSI & ZLOTNIK, 2000; CHRISTOPHERSON II & THROMAS, 2001).

Diferentes estudos sugeriram a participação das quimiocinas na resposta imune frente a 

inúmeros patógenos (BURGMANN et al„ 1995; V ILLA LTA  et al„ 1998; OLSZEWSKI et al., 

2001; PARK et al., 2001), possivelmente porque atuam atraindo leucócitos para os tecidos, 

regulando a resposta imune ou induzindo mecanismos antimicrobianos (MANNHEIMER et al., 

1996; ALIBERTI et al., 1999; RITTER & MOLL, 2000). Além das atividades microbicidas, as 

quimiocinas e seus receptores podem exercer papel importante na polarização do padrão de 

resposta imune (revisto em SALLUSTO & MACKAY, 2004). Desta forma, células T 

polarizadas para Th l produzem IFN-ye co-localizam com macrófagos e neutrófilos em lesões 

de hipersensibilidade do tipo tardio, enquanto que células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-13 e 

estão presentes juntamente com eosinófilos e basófilos em sítios de inflamação alérgica 

(SALLUSTO et al., 1998). Uma complexa rede de interação entre citocinas e quimiocinas vem 

sendo descrita, podendo as citocinas regular a produção das quimiocinas e vice-versa. Por 

exemplo, IL-4 e IL-13 estimulam a produção de CCLll/eotaxina e CCL22/MDC, um efeito 

que é inibido por IFN-y (L I et al., 1998; BONECCHI et al., 1998). Por outro lado, IFN-y induz 

a produção de CXCLlO/IP-10 e CXCL9/MIG, efeito que é antagonizado por IL-4 (ROLLINS, 

1997; FARBER, 1997). Um outro exemplo de quimiocinas e seus receptores associados com 

respostas polarizadas vieram de experimentos usando linfócitos T humanos. Estas células 

quando tratadas com IL-2 e anti-IL-4 polarizaram para Th l e apresentaram acentuada 

expressão de CCRl, CCR2, CCR5 e CXCR3, este último receptor de CXCLlO/IP-10 e 

CXCL9/MIG, ambas induzidas por IFN-ye quimioatraentes de linfócitos (LOETSCHER et al, 

1996). Além disso, linfócitos T 004"  ̂diferenciados para Thl, migram preferencialmente em 

direção a um gradiente quimiotático contendo CCL3/MIP-1 a, CCL4/MIP-ip ou 

CCL5/RANTES, o que não foi observado para células Th2, sugerindo que CCR5, receptor para 

estas três quimiocinas, poderia ser um marcador para linfócitos Th l (BONECCHI et al., 1998; 

DORNER et al., 2002). Por outro lado, linfócitos T imaturos que foram estimulados com IL-4



e anti-IL-12, para gerar um padrão de linfócitos Th2, apresentaram alta expressão de CCR3 na 

sua superfície (SALLUSTO et al., 1997; SALLUSTO et al., 1998). Outros receptores de 

quimiocinas, como CCR4 e CCR8, foram descritos serem preferencialmente expressos em 

linfócitos Th2 (ZINGONI et al., 1998).

As quimiocinas estão envolvidas também em um grande número de processos fisiológicos 

e patológicos. A expressão individual de quimiocinas CC tem sido demonstrada em processos 

inflamatórios crônicos, tais como psoríase (G ILLLITZER et al., 1993), reações de 

hipersensibilidade do tipo retardado, relacionadas com sarcoidose e tuberculose (DEVERGNE 

et al., 1994), inflamação gengival (YU et al., 1993) e formação de granuloma na 

esquistossomose e tuberculose (LUKÁCS et al., 1993; QIU et al., 2001). CCL3/MIP-la, 

CCL4/MIP-ip e CCL5/RANTES produzidas por células T CD8+, possuem atividade 

supressora da replicação do vírus H IV  em células T CD4+ (COCCHI et al., 1996). Além 

dessas funções, foram descritas outras, tais como aumento de lise mediada por células NK 

(TAUB et al., 1995) e indução da atividade tripanossomicida mediada por óxido nítrico (NO) 

em macrófagos humanos (V ILLA LTA  et al., 1998).

1.9. Quimiocinas e leishmaniose

O possível envolvimento das quimiocinas na leishmaniose tegumentar humana foi 

investigado em LC e LCD causadas por L. mexicana. As lesões de indivíduos com LC 

continham altos níveis de CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCLlO/IP-10; ao contrário, lesões 

de indivíduos com LCD expressavam predominantemente CCL3/MIP-la (RITTER et al.,

1996). Nesse estudo, os autores sugerem que, em LC, a produção de CCL2/MCP-1 seria 

responsável pelo recrutamento de macrófagos mais maduros e/ou ativados, que por sua vez 

matariam os parasitos e controlariam a doença. Por outro lado, em LCD, CCL3/MIP-la 

induziria a migração de células mais imaturas ou desativaria estas células, favorecendo a 

progressão da doença.

Trabalhos in vitro demonstraram que leishmania é capaz de induzir uma rápida e transitória 

expressão de algumas quimiocinas, tais como CCL2/MCP-1 e CXCL8/IL-8, tanto em 

macrófagos murinos como em humanos (BADOLATO et al., 1996; RACOOSIN & 

BERVERLY, 1997). Além disso, tem sido relatado que CCL2/MCP-1 pode estimular 

diretamente a eliminação do parasito via a geração de NO por macrófagos murinos infectados
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com L. donovani (BHATTACHARYYA et al., 2002), ou via a indução de reativos 

intermediários do oxigênio em monócitos murinos infectados com L. major (RITTER & 

MOLL, 2000).

Parece haver uma associação de quimiocinas com os perfis de resistência e susceptibilidade. 

A infecção por L. major, em camundongos resistentes C57BL/6 e susceptíveis BALB/c, induz 

expressões significativamente diferentes de várias quimiocinas (VESTER et al., 1999). Nesse 

estudo, linfonodos de camundongos resistentes infectados com L. major induziram 

significativamente mais RNAm de CCL2/MCP-1, CXCLlO/IP-10 e XCLl/linfotactina quando 

comparados com aqueles de camundongos susceptíveis, indicando que estas quimiocinas 

podem ter um papel importante no desenvolvimento da imunidade do hospedeiro contra L. 

major. No mesmo estudo, a administração de CXCLlO/IP-10 recombinante a camundongos 

BALB/c aumentava a atividade das células NK e a resistência contra L. major. Mais 

recentemente foi demonstrado o envolvimento de outra quimiocina, CCL5/RANTES, na 

resistência à L. major. Camundongos resistentes infectados com L. major e tratados com met- 

RANTES, um antagonista funcional de CCRl e CCR5 (receptores de CCL5/RANTES), tornou 

esses animais susceptíveis à infecção (SANTIAGO et al., 2004).

As quimiocinas foram estudadas também na leishmaniose visceral. Tentando entender o que 

causa a migração de linfócitos para o fígado, COTTERELL et al. (1999) estudaram o perfil de 

quimiocinas no fígado de camundongos SCID (animais que não têm linfócitos B e T) e BALB/c 

infectados com L. donovani. Em ambos o caso, foi encontrado uma rápida acumulação hepática 

das quimiocinas CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la e CXCLlO/IP-10. Destas, apenas CXCLIO/IP- 

10 manteve-se elevada em camundongos BALB/c, mas não em camundongos SCID. 

Entretanto, quando os camundongos SCID foram reconstituídos com linfócitos T CD4+ e 

CD8+, os níveis das quimiocinas voltaram a subir e permaneceram elevados, sugerindo que a 

manutenção dos níveis hepáticos destas quimiocinas é dependente de células T. Além disso, a 

produção de CXCLlO/IP-10, amplificada por células T, foi essencial para permitir a formação 

do granuloma hepático e da resposta inflamatória, conferindo resistência a esses animais. Ao 

contrário do fígado, entretanto, a quimiocina predominante no baço de animais com 

leishmaniose visceral é CCL2/MCP-1, mais que CXCLlO/IP-10, levando a um influxo maior 

de macrófagos do que de células T para o baço (ROUSSEAU et al., 2001).
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Os estudos utilizando animais deficientes de quimiocinas e/ou receptores de quimiocinas 

vêm se tornando uma importante ferramenta para entender o papel de várias quimiocinas na 

leishmaniose. Entre eles, os estudos de SATO et al. (1999) mostraram que camundongos 

deficientes de CCR2, CCR5 ou CCL3/MIP-1 a, infectados com L. donovani, apresentaram uma 

baixa produção de IFN-y durante a fase inicial da infecção, entretanto, durante a fase crónica da 

doença, as concentrações de IFN-y aumentaram nos camundongos deficientes de CCR5 e 

CCL3/MIP-1 a, e o aumento desta citocina se correlacionou com uma diminuição da carga 

parasitária. Os autores sugerem que CCR2, CCR5 e CCL3/MIP-1 a têm um papel importante na 

geração de IFN-ypor células T. Os dados também indicam que CCL3/MIP-la e os receptores 

CCR2 e CCR5 participam da defesa do hospedeiro contra L. donovani. Adicionalmente, outro 

estudo mostrou que a ausência do receptor CCR2 em camundongos infectados com L. donovani 

estava associada com uma migração diminuída de células de Langerhans para o linfonodo, 

resultando em uma deficiência de células dendríticas CD8a+ e deficiência na sensibilização de 

linfócitos Th l (SATO et al, 2000).

Até o momento, não há nenhum trabalho mostrando o papel das quimiocinas na LC causada 

por L. hraziliensis. A  maioria dos estudos envolvendo quimiocinas e leishmaniose feitos em 

modelo murino tem utilizado L. major (que causa LC no Velho Mundo), L. donovani ou L. 

infantum (causadoras de leishmaniose visceral no Velho Mundo), e L. amazonensis (que causa 

LC no Novo Mundo). Coletivamente, os trabalhos publicados até agora sugerem que as 

quimiocinas desempenham importantes papéis na infecção por leishmania, incluindo funções de 

defesa do hospedeiro, tais como recrutamento de leucócitos e ativação celular, participação na 

imunidade mediada por células e atividade leishmanicida, indicando que essas proteínas podem 

ser relevantes para o controle e/ou progressão da doença.
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Tabela I. Família das quimiocinas C X C , C, C X 3C  

Nome sistemático Ligante humano 

Fam ília CXC
G R O a /M G S A a  

G R O p /M G SA p  

GROy/M GSAy 

PF4 

ENA78 

GCP2 

NAP2 

IL-8 

M IG  

IP-10 

ITAC 

SDFla/p 

BCAl

BRAK/Bolecina 

Desconhecido 

Desconhecido

CXCLl

CX C L2

CXCL3

CXCL4

CXCL5

C X C L6

CXCL7

CXCL8

CXCL9

C X C Ll 0

CXCLl I

C X C Ll 2

CXCLl 3

C XCLl 4

(CXCLl 5)

C X C Ll 6

Fam ília C
XCLl

XCL2

Fam ília CX3C
CX3CL1

Fam ília CC
CCLI

CCL2

CCL3

CCL3L1

CCL4

CCL5

(CCL6)

CCL7 

CCL8 

(CCL9/10) 

CCLl 1 

(CCL12)

CCLl 3 

CCLl 4 

CCLl 5 

CCLl 6 

CCL17 

CCLl 8 

CCLl 9 

CCL20 

CCL21 

CCL22 

CCL23 

CCL24 

CCL25 

CCL26 

CCL27 

CCL28

Linfotactina/SCM 1 a/AT A C  

Linfotactina/ SCM ip

Fractalcina

1309

M C P l/M C A F /T D C F

M IPla/LD78a

LD78P

MIPip

R A N TES

Desconhecido

M CP3

M CP2

Desconhecido

Eotaxina

Desconhecido

M CP4

HCCl

HCC/LKNl/MIP-lÔ

HCC4/LEC/LCC1

TA R C

DC- CK1/PA RC /AM AC1

MIP3p/ELC/exodus-3

MIP3ct/LARC/exodus-l

6Ckine/SLC/exodus-2

M DC /STCPl

MPIFl/CKp8/CKp8-l

Eotaxina-2/MPIF2

T E C K

Eotaxina-3

CTACK /ILC

M E C

e C C  e seus receptores 

Ligante murino

GR0/M IP2/KC?

GRO/MIP2/KC?

GRO/MIP2/KC?

PF4

GCP2/LIX?

GCP2/LIX?

Desconhecido

Desconhecido

M IG

IP10/CRG2

ITAC

SDFl/PBSF

BLC

B R A K

Lungcina/WECHE

Desconhecido

Linfotactina

Desconhecido

Neurotactina/ABCD3

TCA3/P500

JE

MlPla

Desconhecido

MIPip

RAN TES

ClO/MRPl

M A R C ?

MCP2?

MRP2/CCF18/MIP-ly

Eotaxina

M CP5

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

Desconhecido

TA R C /A B C D 2

Desconhecido

MIP3p/ELC/exodus-3

MIP3oyl.ARC/exodus-l

6Ckine/SLC/exodus-2^CA4

A B C D l

Desconhecido

MPIF2

TE C K

Desconhecido

ALP/CTACK/ILC/ESkine

Desconhecido

Receptor

CXCR2>CXCR1

C X C R 2

C X C R 2

Desconhecido

CXCR 2

C X C R l, C XCR 2 

CXCR 2

C X C R l, CXCR 2 

C X C R 3 (CD183)

C X C R 3  (CD183)

C XCR 3 (CD  183)

C X C R 4  (CD  184)

C XCR5

Desconhecido

Desconhecido

C X C R 6

XCRl

XCRl

CX3CR1

CCR3

CCR2

C C R L C C R 5  

C C R L C C R 5  

CCR5 (CD  195)

CCR l, CCR3, CCR5 (CD195) 

Desconhecido 

C CR 1 ,C C R 2, CCR3 

CCR3, CCR5 (CD  195)

CCRl

CCR3

CCR3

CCR2, CCR3 

C C R 1 .C C R 5  

C C R L C C R 3  

C C R L C C R 2  

CCR4

Desconhecido 

CCR7 (CD  197)

CCR6

CCR7 (CD  197)

CCR4

CCRl

CCR3

CCR9

CCR3

CCRIO

CCR3/CCR10

2. JUSTIFICATIVA



A infecção por leishmania pode resultar em um ampio espectro de manifestações clínicas, 

sendo o curso da doença determinado pelas complexas interações entre o parasito e o 

hospedeiro. Os eventos iniciais dessa interação influenciam o futuro curso da doença. A L. 

braziliensis é um dos principais agentes etiológicos da leishmaniose tegumentar no Brasil, 

podendo causar tanto a forma cutânea localizada como a cutâneo-mucosa. Além disso, a L. 

braziliensis causa linfadenopatia, observada como um primeiro sinal da LC e algumas vezes 

como a única manifestação clínica da doença. No Ceará, esta linfadenopatia foi referida como 

“bubônica” e persiste até seis meses após o aparecimento da lilcera, enquanto na Bahia, essa 

manifestação clínica é mais transitória. Além disso, são observadas diversas formas de 

apresentação clínica, como as formas cutâneas isoladas, lesões múltiplas, leishmaniose 

disseminada e cutâneo-mucosa. Isso sugere que diferenças nos isolados de leishmania e/ou 

respostas imunes dos hospedeiros podem indicar uma associação do parasito com o resultado 

clínico da infecção. A composição celular no sítio inflamatório pode influenciar no tamanho da 

lesão cutânea na leishmaniose e as quimiocinas têm um papel fundamental nesse processo, 

porque atraem e estimulam subpopulações específicas para o sítio de infecção. A compreensão 

do envolvimento de quimiocinas na leishmaniose tegumentar pode esclarecer alguns pontos 

ainda desconhecidos dos eventos iniciais da resposta imune contra o parasito e da patogênese 

da doença, podendo contribuir para a elaboração racional de marcadores diagnósticos, bem 

como para o desenvolvimento de drogas adicionais ou alternativas para o tratamento da doença.

3. H IPÓTESE

A hipótese deste estudo é as diferenças entre as cepas de Leishmania braziliensis podem 

influenciar o curso clínico da doença e a resposta inflamatória.

4. O BJETIVO  G ERAL

Investigar se diferentes cepas de L. braziliensis podem apresentar comportamentos distintos e 

induzir diversos perfis de quimiocinas em camundongos BALB/c.
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Título: ‘‘‘Leishmania braziliensis isolates differing at the genome level display distinctive

features in BALB/c mice”.

5.1. Justificativa e Objetivos do estudo:

Neste estudo, comparamos cepas de L. braziliensis isoladas de pacientes com leishmaniose 

cutânea dos Estados do Ceará e da Bahia. Ambos Estados são endêmicos para LC causada por 

L. braziliensis. No Ceará, a lesão cutânea é acompanhada e algumas vezes precedida por um 

expressivo aumento dos linfonodos regionais e o termo bubónico é utilizado para descrever esta 

manifestação. Leishmaniose bubônica é restrita à infecção por L. braziliensis no Ceará, 

entretanto, linfadenopatia também é observada nos pacientes com LC na Bahia, embora menos 

expressiva. Esses dados sugerem diferenças nos isolados de Leishmania e/ou respostas imunes 

dos hospedeiros, indicando uma associação do parasito com o resultado clínico da infecção. 

Variação na patogenicidade de isolados de Leishmania, que por sua vez, está relacionada com a 

diversidade genética dos parasitos, é um importante fator que pode estar influenciando as 

características clínicas na leishmaniose. A hipótese deste primeiro trabalho é que diferentes 

isolados de L. braziliensis podem induzir diversos processos patológicos em camundongos 

BALB/c. Nossos objetivos específicos neste estudo foram:

1. Avaliar polimorfismos genéticos em cepas de L. braziliensis isoladas de pacientes dos 

Estados do Ceará e da Bahia;

2. Comparar o comportamento biológico de duas cepas de L. braziliensis representativas 

dos Estados do Ceará e da Bahia em camundongos BALB/c;

3. Determinar a carga parasitária no sítio de inoculação do parasito e no linfonodo de 

drenagem da lesão;

4. Caracterizar os tipos celulares presentes no sítio de inoculação do parasito;

5. Determinar o perfil de citocinas em células recuperadas do linfonodo de drenagem da 

lesão.
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5.2. Resumo dos Resultados: Inicialmente, investigamos o grau de polimorfismo genético 

entre seis cepas de L. braziliensis, duas do Ceará (H3227, H3456) e quatro da Bahia (BA711, 

BA427, BA806, BA788), utilizando a técnica de RAPD. Os perfis genômicos obtidos com as 

cepas do Ceará foram diferentes daqueles obtidos com as da Bahia. Nos experimentos 

seguintes, comparando duas cepas de L. braziliensis, representativas de cada Estado (H3227, do 

Ceará e BA788, da Bahia), encontramos que os camundongos infectados com H3227 

desenvolveram lesões maiores do que aqueles infectados com BA788. Três dias após a 

inoculação, o número de granulócitos e macrófagos foi semelhante em ambos os grupos de 

camundongos, enquanto o número de células NK estava aumentado nas lesões dos animais 

infectados com BA788. Quinze dias após a infecção, observamos uma diminuição no número 

de granulócitos e células NK e um aumento no número de macrófagos e linfócitos em ambos os 

grupos de camundongos. A carga parasitária no sítio de inoculação não foi diferente nos dois 

grupos de animais. No linfonodo, foi interessante observar que o número de parasitos aumentou 

durante o período de infecção em ambos os grupos infectados, indicando que Leishmania é 

capaz de persistir nesse órgão linfóide secundário. As células do linfonodo dos animais 

infectados com BA788 produziram altos níveis de IFN-y, enquanto nos animais infectados com 

H3227 houve uma produção maior de IL-4 após 3 dias de infecção. Mais tarde, 15 dias pós- 

infecção, ocorreu um aumento nos níveis de IL-12p70 e IL-10 no sobrenadante das células do 

linfonodo de animais infectados com H3227. Concluímos que cepas de L. braziliensis 

geneticamente diferentes induzem características clínicas e certos parâmetros imunológicos 

distintos em camundongos BALB/c
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r>< ci.-./.'c'.'.-s, v i>. rhc spccics respMiisihlc inr tlk* niajon ly o f  luscs ni h u m a n  cuU m eo u^  Icishmankisis iij B r a zil . In the present .studv. 

L  ' v „ r ; .  -I jt-. ; 1r< >m t t  diíícroíU ¿!e»:»ucaph¡c area^ ni B m íii  vveie siiiditd hy R A J ’D  ttsiiu i\hili u pi uncís iím ilu ilcd other 

bi'>|.-gicai íc’aiuivs ihese I'áu isi-latcs, W-e «j*;;<íHpiuoJ ui.) the cJimcal te^iturcs lh<ev initi itc m m i  ^\K\. d «liv > u d  uIílliLh* «*usl\ as 

NUi.t]Mnu.i v*f>lwa-' ¡-‘jvinaMiü- 'k  N in the lVH>tp;u:j oí B A L B / c  mk-,’ ; t; h i íht- ¡x'iruMto li«ad iii Itcíli Ú k  t -it^ud uid íh* diaintii^^ K m p h  n idt íc) the 

, vti ikiiK-N present ni the supcrnutanl n i  cultures ul ih- 11 stis^^MiMons l'i * tho draining K  niph íh^U ntd < 1t [h . .  il I vi* s pit stnl it the siro 

” l j\if ;iM(o lI'J lfv.ji y T h e  r^NUlts sho'.', LhaE tho I.. i '  ■> \ U ain f'n^ni í^iAu a i H  Mn n *l\ pi< ilK üittci cnt Intni th*. *>’a " "é «  s strain

troni Bahía i B A 7 8 8 i .  H  í227-parasiti/j¿d nuce  d.v.l*-]X.I d.lL.talil. I- a u n . u i K i . a ^  i s i n /d  m i diü iM>t Fiít.^n  d i^N  p-ist

paia at..' in' 'cn íati> <n there a.s ;.ui iiK rca.se in tlî  nniui»,! »t m at iophau«¿ aiul \\ m ph *K  » k '* in thv. t • *!p id" ite*» i tt> paiasik  in* « .u ium  

f\u:!>ik' h-ad at the nu-eulatíe-n sítê — nam eJy  the í«:iüí|Xk!— did n̂ >t ditlei s ig n d u a n t K  m d i  unim i U m p h  m  id«.s ho j t\t i u n K  c istd< tver the 

peiii-d under study. f;*n ly at ler parasiic iiux. ulatirm. the e». 11“ ^  h> im Ihe dtaiinn¿> K n ip h  lu » r B  \ ~e-8 p*u i iti/c»! n•lK^ p m d u c e d

híL'hcr le\f Is iif iFN-y. a íe-ature eC'Upled t.t a hiüher num b..!  n1 N 'K  k Ws  L d  r, after the p n isfU. n i»u iit ii .n  ili*.i. ’ is vin iiKivased «.ontem 

"1 [[,-• I 2 p " ^ ' :uid ]L- l'i in die •aipcrnataiU nt eells reeo\ eredirom  the Iv m p lin  des rjfH322'~-p n niKc 1 lu i»nipauin% e a n a K ^ s points

•'«I l-hal /. isK«l;;ik:s Jiíít’riníí in thcir ccnum ic  pM-nl. v i|t ^ r \\ h h lUffcfetil p iia M t a  \i k > \ i. in H A l  B  nifte.

2uíí4 K.h.cvic/ S .A S . A l! ri^hls re.served.

Rjnd'«rn ampli licaii‘>n id pulvnv/irphii. D N A . Inicfien.m gaitinia; Imc( Jeukin-l2p” 0. Inleríeiikin-1»!

L  í lU r^n lueC ío fi

is d:ic e t u d ^ ‘gj<\il a ^ e iu  ed le ish tna nia sjs . a 

puiisJMtJk JiscM NC '.vjlJi dtvcrNC eluiiCtU tiianifesLalJoiis in hu- 

n u m  l’̂ eji'í ’̂ s an'J f-lher rn a r m n a ls  T )ie  m a n u m i H a n  o jgan i.sn i 

ho>- iiniCN a p.irasitjzixi hosc w í k 'h  ihc s a n d  jly pruhcf> ihe skiit 

ñ .r  .1 hdi.X'd j'jK'al. in j e c u n g  m e t a c y c l ic  p r o m a s c ig o te s  to- 

■2 c(hej' \Mth s a h v a  Le {"■hfiuiffiií parasites ustially

<. • ' C i c - p ' a u d i ^ . T .  T c l . +.s5-~ I>ó-:'^7<S>x2 I 5; 

tj. +̂ s-7|-;íSr,-K7K̂ x2r;l,
.í.</ :■ • ahJ11 ̂ d‘i' i.[■'■.j j!iu.11-.i-.iTl/ ,hi ' A. Bai'ia! i.

‘ Thc-:c aulhuf- -nrnKilcd cqu.dh, i-,' ihi ' ’.vnik,

I - Sí,v In ,ffi niaitc-fO 2‘ 'M4 t:.'I:--*»-.'!er S A.S. All righis ic-í-r ^cd.

d-M li' !'i|r.-;i !iiii.ird-2ni.4.">HM^

c a u s e  a  self- healing  uJcer ¿ú the site ot pat^i'ilc  d e liv e r y : 

h o w e v e r , par^isites i ui\ liIso m e t á s t a s is  U* che n a s o ­

p h a r y n g e a l  UvKt— a pr 'x,c‘-s ijiat is th o u g h t  to b e  the stiirtuig 

e v e n  I l e a d n ig  to ít»ik« « c u L m e o u s  J e is h m a ju a s is  [J |. M o r e  

r a i 'e K . p^nasjte invasu- n ut" thi hhxulsu-  u n  re?iult‘i in dis- 

sein i iiil».d s k in  k s r o n  [J J

Extciisi\ t studtes u s in g  L .  m a j o r  hcive b e e n  interprered 

itL«.vnding to the I'-dl-'wing f r a m e . T h e  resisianoL' o f  the sus- 

c e p tib d ily  to d is e a s e , ui d iffereot m o u s e  strains, is' b o u n d  b y  

^ciietie d e t e n n in a n t s  o í  the  host [.3j: ictiisum cc is m e d ia t e d  

b v  a T h l - t y p c  e d l u l a i  im r n u n e  r e s p o n s e , c h a ra cte r íze d  b y  

the p r e s e n c e  id fit^h l e s c K  o f  I F N - Y  a n d  l o w  levels o f  IL - 4 , 

susceptibility  is m e d ja t e d  b y  a  T h 2 - t y p e  c e U u h ir  i m m u n e
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rc'.p.'iiNt. c h a ia c t e n z c d  b> lo w  levels o f IF N - y  an d  h ig h  

lc\els lit' [L-4. N u t  o n ly  lIm these eytokuxes act o n  parasite- 

[i'aded ..ell-': ur t’u n h e j  b>̂ ist e e l K  b\ killing the paj asites or 

j^reveiitmy then replietiliun. but they iilspi ei.mtribute to tlie 

liitlamjiKUoi y pivicesses o e e u n  ing  in the parasite-loaded tis­

sue  in ks'iiti jst | i '¿  eoiisjslerahl’. less ex p e jim e n ta l  

wi Il k has I v e n  ei indiietei.1 w ith  /. h r c i r i i u '/ i •■■!%. p iv 'hahly  

hetausi, m ust niMuse str.ims Jei imt display  iesions at the s u e  

■ it in.iculation >.j /. |4 ,5 |  T h is  j-iheiiotype (ah- 

seiu.e • 'Í lism ii) h as  b e e n  associated  w ith  the inability lo 

sustain a  stiung type 2  im n iu n e  lespt.nise |6.]. Ni.^netheless. it 

lias h.:eji shnvMi that sk in  bÍMj-<siLs j'luni p itients withciitane-  

>H.is k’ ishm .ijiiasis c a u s e d  b y / . .  / ’ tr i i d isp lay ed  IF N - y . 

TNF-i:.' ["^l a n d  i N O S l ^ )  T h e st  \t >ljn. s pkiy a k ey  role in 

the >,nntioJ o f the parasite kiail a n d . in pajallcl, contjibiite to 

llie dc'. cloprnent ■,)f intense intlanim .ilory processes at the 

parasite iO'■cLilati» in site

A l t e r n a u v e l y ,  it h as  b e e n  s h o w n  that t h e  p a ra s ite  a l s o  

j 'l a s s  a lo lc  in  d e t c r n n n i n e  llic p aras itic  p r o c e s s  o iitcM n ie , i e . 

d i s e a s e  lU' lonp- tertn  as s  n i p t o m a t i c  p a r a s it is m . Fe>r e x a m p l e ,  

■.incc lo c a te d  in  th e  s k in , the d e e e l i i p m e n t  o f  L. a i!ia zo rte /L '.t.s  
IS k n c 'w n  to k 'a d  to m a n y  d if fe r e n t  c l in ic a l  p resentation .*;. 

l iK l i id u i^  h 'c a li  .ÍC1.I c u t a n e o u s  lesis>ns, n i u c o e u t a n e o u s  a n d  

\ isec fal l e is i im a n ia s is . in h u m a n s  ( 4 ) .  s o m e  I 'f  th e s e  f e a t u r e s  

b e in g  i e p i i i d u c e d  ni m i c e  | I D] .  M o r e  r e c e n t l y , it w a s  s h o w n  

lirat ÜCÜ'. if. p ie  c h a r a s  teiistres o f  L .  fíjexjx íiho eevulei b e  eorre- 

l.iiC'd witli fe a t u r e s  c'f the e l r m e a l  d i s e a s e  j l l  ] a n d  that L .

iv ,iLues fro m  the h e ld  sh>.'w. differences  iji pathogenic-  

it\- upcH) uioeulatii.m into B .A .LB .'C  m i c e  [1 J | . riieiei^’re.

arniti! m  in the patltoeenieity o f  the parasite, w h ic h  is related 

li • its genetic di'. ersitv. is alse> an im portant factor influencin g  

llic clinical features o f  leishm ainasis . A l t h o u g h  e.xtensive 

i in e tlc  i.li’.crsity h.is b e e n  d o c u m e n t e d  in L  h r t i z iS t e n s is

I It W..1S ci'rrclated w it h  2ec>jiraphieal origin  [ I 4 . I 5 J  ¿md 

nut w  all chnK-al nianifestatii >ns i >f the disease.

in the present study, w e  u sed  m olectilar techniques  to 

e x a m in e  liie genetic I'^olyinorj^hism o f / . .  h n i z H i f / i .% i s  strains 

isolated fro m  iwi> states in B ra zil , n a m e ly  C e a r á  an d  B a h ia . 

Iivaled  1.11 northe.istern Bray.il B o t h  C e a r a  an d  B a h i a  are 

e n d e m ic  tur eutajieotis leishm ania.srs c a u s e d  b y  h m r i i i e » -  

•s"v In t 'ea ra , h>'vsc’.cr, the cut.inc»:itis lesion is a c c o m p a n i e d  

a n d  sum etiraes p re c e d e d  b;,' att ijiipressive enfargem ejit o f  

rcaional l\ niph n o d e s , w h e r e a s  UT B a h ia , su c h  littdings h a v e  

not b e e n  d o c u m e n t e d  W e  h a v e  a K :i  e .xam tned  lat tlw cell 

ivpes piesent at the site o f  j^arasite delivery  a n d  (b )  the 

cyti'krnc pro duction  after in % itro re-stirnulation o f  tlie cells 

rcc* ivorcd fru m  the drainrng  l y m p h  ncjdes an d  the cell types 

j^iescnt a.t the site o f  parasite delivery

I n  d "ider pathogen- free conditiaos . T h e  A o i m a i  C a r e  a n d  

1 It h  t o n  C Ijium ittee  fr o m  C F q C i M j ' F I O C R U Z  approvetl

II -tmental procedures.

2 . 2 .  P a r a s i t e  i i i i l u n '

T h e  L  h m z H i e n s i %  strains M H O M . ' B R / 9 4 . H  ^ 2 2 7  an d  

M H O M / B ,R y '0 1 , / B  A"'f<K used  w e ie  is. .lat^J fto m  i. ut.incoui; 

ulcers fro m  patients w ith  s utiUis.ous 1. ishm ainasis  t io m  the 

stales o f  C e a r a  am i BliJuu i tioitliLastein B ia /t l i  respectivelv. 

after briet >2— (t pa 's.ia- .' ni cultiue rnedinni B o th  is.'lates

v,> L id-iitilicd as L  b\ P C 'R  [le>] a n d  mont>-

I Ktnal intibodis s I l"*) F lom astjg» .tes v\eie giuv». n  in t le- 

httm  itribe .e  C n  u k I Is la n d . N Y )  at 2."  ̂ C  s u p p le m e n te d  w ith  

fU'ii' beiU-iiiasti\ated tct.il ..all s.'iuii . 2 0  n :iM  H e p e s .  4  n i M  

N a H C C K  HIM  II ,m l  ol peiik illm atn.1 P K) u g /m l  streptoniycm  

tall fr o m  «Jibcoi.

2..Í. T h e  r v t u k t i H  i i s s i iy  fs> r  t y p i n g  si\ > nattirc%

o f  p o f y m o r p h i s m  o f  t h e  p a r a s i t e s  a s  th<' m i c i e a r  f r e n o m i c  

k'vel '

G  DN.-\ estjactti .n R  V P U  i R a n d o m  amplificaiii:'.n

u f  pi 1 1 lire D N A i  w a s  d o n . as d ^ s c iib e d  ( I S ] .  Briefly. 

151.) Jig i:ii parasite D N A  wxií; am pltiied  in a rinal reaction 

v o lu m e  o f  2 5  |jl a  .ntaining ID  m M  T r i s - H C l  p H  fi..'!, I ,.s m M  

M g C U .  5 0  mN-I K C l ,  2nr. liM  ^ i. h  d N T R  1,5 U  T a q  D N A  

pcilym erase t inv ito ’g e n  < .t ib h a l  C A i a n d  1,2.5 |,iM e>l'either 

pnliter 3 .502  ( 5  C. H  i A H  i<-.T.AC-3'): ( 5 ’-

T C .A C G ,A T G C .A - :V  | ot .^.H.I4 i - G C A C T G T C A - 3 '  l. T h e  

am plification  cycles consisted  o f  a n  initial denattiratii .n step 

at 9 5  -C for 5  m i n .  tvvn i\ i, k s  w iih  denaturation  at s)5 C  lor 

^¡1 s. an  l e a h n g  at 3 0  h u  2 m  n a n d  exte n sio n  at 7 2  ' C  fot 

I m n i .  k l l  \ i b y  ’ i I < in w h ic h  a n n e a lin g  wa.s tn- 

I i ia s c d  to 4 o  t_. T e n  inisivilitsi samjiles w e r e  a n a ly ze d  by  

elect!. .I’h ic s m  1.5 < a¿a i  s. <;els stained  wdth ethidiiim  

b n  .m  d e

2 . 4 .  l ,noíití 'e !lii»i o f p u r t L ' . i t f s  m t n  t n h 'e

\  nat\-phase ptoniastieote-s w e r e  inoculated  siibcuta-

i J intii the h in d  k it  foo tp ad  of B.-K[,B/e Jiiicc at a do.^c

I I 1 t at asiles in 2 0  ill o f  saline C b s e i v a t n m  ut lesii.n 

d e v e lo p m e n t  w a s  m a d e  at w o e k h  irten-als a n d  tiMt]>ad 

sw ellin g  w a s  m e a s u r e d  in in ilü m cteis  b y  a dial g a u g e  ealipei 

L e s io n  size wa,s detincd  .is the ini.ie.,ist to fi.ntpad thiLktcss 

after subtraction o f  the su .c  o f  the controlateial uniiitCLted 

I'ootpad.

2.,''. P a r a s i i e  ¡i.>í¡d í s l i t m u e

1 .  M a l c r iá is  aftd í)iellm<{s 

.2 ./ Mi.. c

M a l e  4-ri-v\k-old B A L B . ' . :  m ic e  w e r e  obtain ed  fr o m  

C 'PsiGM '''F IC> CRi- lZ  .-Xiiimal Facility, w h e r e  they  w-ere m.rin-

Farasitc load w a s  deleniiiiicd u sing  the quantitative liniit- 

ingd ilu lio i  assa\ as . les., i ibed | ! 'j  | B n e i l \ . popliteal Kiit) I 

n o t k ' d u n n i n g  the inle.-ted lootpad « e r e  asepticalK  c M  jst.d 

a n d  h o m o g e n i z e d  w it h  a tissu.. g lass g n n d c r  in 2  itil ol 

S c h n e id e r ’ s m e d i u m  t .S igm a. St L o u is . M O i  T h e  Im m o ge-
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n a te s  w e r e  s e r i a l l y  d i l u t e d  i n  S c h n e id e r 's  m e d iu m  s u p p le -  
H K J ite d  w i t h  100 U  o f  p e n i c i l ! i n / m t .  100 ^ tg ,ím l o f  
' i l K p i o m y c i i v m l .  I 0'9i> h e s it  in a c t iv 'a t e d  f e t a l  c a i f  s e r a m  
( G i b e o i  a n d  2% s t e r i l e  h i i m i u i  u r in e  in  96- v v e l l  p ia le s  c o n -  
l i u n in g  b ip h a s ie  b lo o d  a g tU ' m e d iu m .  T h e  n u m b e r  o f  v i a b le  
p a r a s i t e s  w a s  d e te r m i iu x J  I 'r o r a  th e  h ig h e s t  d i . l« t io .n  a t w h i c h  
p r o m u s t ig o t e ü  c o u ld  b e  g r o w n  o u t  a l t e r  u p  t o  3 w e e k s  o f  
i n c u b a t io n  a t 25 '^'C.

2.6. Cult 14IV o f  h m p h  node ceUs and quantitatitm 
o f  cytokine in She vulture xupt^rmitanls

F o r  m e a s u r e m e n t  o f  i n  v i t r o  c y t o k i n e  p r o d u c t io n ,  s i n g le -  
c e l l  js u s p e n s io n s  o f  i n f e c t e d  f o o t p a d  d r a in i n g  p o p l i t e a l  l y m p h  
n o d e s  w e r e  p r e p a r e d  a s e p t ic a lJ y  a t  3 a n d  15 d a y s  p o s t  i n f e c ­
t io n  T h e  c e l l s  w e r e  d ih i t e d  5 x  lO ^ ’c e l l y 'm l  a n d  d is p e i i i> e d  
i n t o  ^ 6- w e j l  p la te s  w i t h  L. hntziliensis H 3227 o r  B A 788 l i v e  
p r o m a s t ig o t e s  ( s ta t io n a i - y  p h a s e  ) ,  a t  a  r a t i o  o f  f i v e  p a r a s i t  es  t o  
o n e  c e l l ,  o r  w i t h o u t  p a r a s i t e s ,  i n  . R P M l-1640 m e d iu m  
( G i b c o i  a . > n ta in in g  2 ro .M  L - g l u t i i m in e .  100 U  o f  
p e n i c i l l u i / m l .  100 | j g / n i l  o f  s t r e p t o m y w i i v m l .  10%  h e a t  in a c ­
t iv a t e d  f e t a l  c a l f  s e r u m  ( G i h c o )  a n d  0 .0.S m ,M  
p - la e r c a p t o e th a o o L  C e l l  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t »  w e r e  h a rv e s 'te d  
t r f t e r  48 h  f f o r  I L -4 , I L -10 a n d  I L - 12p 70 m e a s u r e m e n t )  o r  
72 h  i f o r  I f ' - N - y  m e a s u r e n ie n t l  o f  c u l t u r e  a t  37 ” C  i n  5%  C O , .  
L e v e ls  o f  I F N - y .  I I . - 4 , f . L - 10 a n d  I L -  12p 70 w e r e  d e te r m in e d  
b y  E L I S A  u s in g  c o m m e r c ia l  k i t s  ( B D  B io s c ie n c e s ,  S a n  D i ­
e g o .  C  A  I. T h e  c y t o k in e  p r o d u c t io n  o f  l y m p h  n o d e  c e l l s  f r o m  
n o n - i f t f e c t e d  a n im a ls ,  u p o n  s t i m u la t i o n  w i t h  h v e  hni- 
Ziticmh p r o n ia s t ig o t e s .  w a s  b e lo w ' th e  d e t e c t io n  le v e l  o f  t h e  
k i t s  u s e d  f o r  c y t o k i n e  d e te c t io n .

2.7. Flow  r v ío w í ' íT O -  anuhsi.'t

2.8. Statistical analysis

T h e  d a ta  a re  p r e s e n t e d  as m e a n  ±  s tm rd a i-d  e r r o r  o f  th e  
m e a n .  T i i e  s ig n i f i c a n c e  o f  th e  r e s u l t s  w a s  c a lc u la te d  b y  S t u ­
d e n t 's  i - t e s t .  e x c e p t  f o r  t h e  p a r a s i t e  lo a d  a n a ly s is ,  o v e r  t im e ,  
w i t h i n  th e  B A 78S - a n d  H 337- i n f e c t e d  m ic e  g r o u p s  w h e r e  
A N O V A  w a s  u s e d .  A l l  a n a ly s e s  w e r e  p e r f o r m e d  t t s in g  P r is m  
{ G r a p h  P o d  S o f t w a r e ,  S a n  D ie g o .  C .A i)  s o f t w a r e  a n d  a  
F - v a lu e  < 0.05 w a s  c o n s id e r e d  s ig n i f i c a n t .

3. R e s u l t s

3.L  The BA7SS and HJ227 L .  b r a z i l ie n s is  sfraOTA- tiispkiy 
^^entmiic pcifymt:irph¡sms: a stuxly with RAPD

I n  p r e l im i n a i y  e \ p  i im c i i t s ,  w e  in v e s t ig a t e d  t h e  d e g re e  o f  
g e n e t ic  p o ly m o r p h is m  1 \  R  \ P D  b e tw e e n  s i x  L  
is o la t e s .  t w o  I r ^ m  C e a r á  ( M H O M / B R / 94/ H 3227, 
M H O M / B R / 94/ H 3456) ¿ u id  f o t i r  f r o m  B a J r ia  ( M H O M , /  
B  R í '00/ B  A 711, M  H O M / B R / '02.® ,A 427, M H O M / B  R . '02i  
806 a n d  . M H O M . i ^ R . f l l , ® . ' \ 788), I n  th e s e  e j ip e r im e n t s .  th e  
g e n o m ic  p r o f i l e s  o b ta in e d  w i t l i  t h e  is o la t e s  f r o m  C e a r á  w e r e  
d i f f e r e n t  f r o m  th o s e  o b t a i r « d  w i t h  t h e  is o la t e s  f n o r a  B a h ia  
( d a t a  n o t  s h t? w n ) ;  d a ta  o b ta in e d  w i t h  t w o  r e p r e s e n ta t iv e  i s o ­
la te s ,  n a n w iy  B A 78f t  ( B a h i a )  a n d  H 3227 ( C e a r á ) ,  a r e  s h o w n  
( F ig .  1) .  R A P D  g e n e r a te d  43 a m p l i f i e d  b a n d s ,  v a r y i n g  f r o m  
100- 2(X )0 b p  in  t e n g th .  o f  w h i c h  s i x  a re  c o m m o n  t o  th e  t w o  
s t r a in s .  T h e  m o s t  d iv e r s e  g e n o m ic  p r o f i l e s  w e r e  o b ta in e d  
W ith  p r im e r s  3303 a n d  3304. i n  w h i c h  26 o f  t h e  35 a m p U t ie d  
f r a g m e n t s  w is re  p c i l y m o r p h ic .  T l ie  d i s t i n c t  g e n o m ic  p r o f i l e s  
o b ta in e d  f o r  s t r a in s  B A 788 a n d  H 3227, w i t h  t h e  th r e e  p r im ­
e rs  t e s te d  h e r e ,  asse .ss  D N A  p o ly m o r p h is m  b e tw e e n  th e s e  L  
h razHiam,% s t r a in s .

T o  c h iu r a c le r iz e  le u k o c y t e s  p r e s e n t  i n  t h e  i n t K i i l a t i o n  s i t e ,  
in f e c t e d  f o o t  t is s u e  w a s  c o l l e c t e d  a t 3 a n d  15 d a y s  p o s t  
i n f e c t i o n  a n d  m c u b a t e d  1 h  a t  37 ' C .  i n  R P M l -1640 m e d iu m  
c o n t a in in g  2 m M  I - g l u t a m i n e ,  100 U  o f  p e n i c i l l i a ^ i l ,  
100 ( . ig /n v l o f  s t r e p t o m y e in . / m i .  10%  h e a t  in a c t i v a t e d  f e t a l  c a l f  

s e r u m  t a l l  f r o m  G ib c o .1, 0.28 u n i t s . t e l o f  .L ib e ra .s e  C ' l  ( R o c h e ,  
S ã o  P a u lo .  S P ) .  F o o t  t is s u e s  w e r e  p r o c e s s e d  i n  th e  p r e s e n c e  
o f  Í.I.05Í Í '  D N A .s e  ( S i ^ a - A l d r i c h ,  S t .  L o u i s ,  M O ')  u s in g  
M e d t m a c h in e  ( B .D  B ' lo s c ie n c e s .  S a n  D 'le g o ,  C A )  a c c o r d in g  
t o  th e  r a a n a f a c t u ie r 's  i n s t r u c t io n s .  A f t e r  p r o c e s s in g ,  c e l l  v i ­
a b i l i t y  w a s  a s s e s s e d  b y  t r y p a n  b lu e  e x c lu s io n  a n d  c e l ls  w e r e  
f i l t e r e d  t r o u g h  a  50- j j m  f i l t e r  a .nd  w a s h e d  b e fo r e  f l o w  c j^ t o n i -  
e t r y  a n a ly s is .  V ia b le  le u k o c y t e s  w e r e  in c u b a t e d  w i t h  a n t i b o d ­
ie s  s p e c i r t c  t o G R - 1. M a c - 1. N K  1. 1, C D 3 o r  M H C  c la s s  I ]  
m o le c u le s  o r  w i t h  i s o t y p e  c o n t r o l  i u i t i b o d ie s  («11 f r o m  B D  
B i o « i e n c e s .  S a n  D ie g o ,  C A )  f o r  30 m in  a t  4 ® C  i n  th e  d a r k .  
C e l ls  w e r e  w a s h e d  M d  r e s u s p e n d e d  i n  P B S ,  1%  f o r m a ld e ­
h y d e  F o r  e a c h  s a m p le .  10.000 c e l l s  w e r e  e .x a m in e d .  D a ta  
w e r e  a c q u i r e d  u s in g  a  F A C S c a n  f lo w  e > 'to m e te r  ( ,B D  B i o -  
s c ie iK - e s )  a n d  a n a ly z e d  u s in g  C e l lQ u e s t  s o f t w a r e  ( B D  B io -  
s c ie iK e s !,
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Fig. 2. Course o f  l « i o n  dcvrkipmcnt. in B A l.B /c  o ilcc ¡m x-iililcd  wilh L. 
hrazdi-^isis '%\rã\ní̂ . H A L B /c niicc were- in icctcd  with Û '*’ o f  either 227 
‘ blat'k squ^inrl o r  BA7SS Íwhiíj: t  iivie) pm m astigoijcs in the left hind fbtjt- 

lüid legion ŝ i jte ^ a s  rriciisu red for 30 d a y s . The fixHpads c\i’ .5” 5 uik'C j*«;r 
% i;iciiieasurcd. The d¿tíii «how n. rcix»rtcd as the mean ±  standiird cruir 

OÍ the mean, ¿iJV IV.mt a -iingle cx jx n m cn t rcpnricntati\c a f  th.nx ,-«piiratc 
exi-»rimcm s. The asterisk iiiúlicales a sigiiiticiUil dilTeitfnce betw een values 
at fl»2 indicated time point as -.ttentúncd by  Student’ s  /-test i *' P < 0.05:'.

. i . i .  The amptilude o f  the tninsient c i in ic a l  fealurrs 
occurnng at the .tile' of L. h i 'a x i l i e n s i s  deliveiy differs 
according to whether the isoktle is BA7S8 or HS227

T h e  g e n o m ic  p o ly m o r p h is jM  o b s e r v e d  b e t w e e n  B A 788 
a n d  H 3227 p r o m p t e d  its  t o  in % 'e s t ig a te  w h e t h e r  th e s e  s t r a in s  
m ig h t  d i s p la y  d i f f e r e n c e s  i n  p a t h o g e n i c i t y  u p o n  in o c t a la t io n  
in t o  m ic e  o f  iu i  i n b r e d  s t r a in .  B A L B / c  m ic e  r e c e iv e d ,  s t ib c u -  
t< u ie o u s . ly  i n  t h e  f o o t p a d .  lO ** p r o m a . s t ig o t e s  o f  e i t h e r  B A 788 
o r  H . Í 227 ( F ig .  2 ). S m a l l  in c re a ,s e .* i i n  f o w t p i t d  th ic fc n e .s s  w e r e  
o b s e r v e d  e a r l y  a f t e r  i n f e c t i o n  (6 h  t o  5 d a y s ) .  M i c e  i n f e c t e d  
w i t h  H 3227 d e v e lo p e d  l e s io n s  d e t e c t a b le  a t  7 d a y s  p o r t  
i n o c u la t i o n .  L e s io n s  p r o g r e s s e d  s t e a d i l y ,  p e a k e d  a t  15 d a y s  
p o s t  p a r a s i t e  i n o c u l a t i o n  a n d  g r a d i m l l y  r e s o l v e d  3>0 d a y ,s  p o s t  
i n f e c t i o o .  A t  t h i s  t im e ,  w e  o b s e r v e d  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s m a l l  
n o d u la r  l e s i o n  a s s o c ia t e d  w i t h  c u t a n e o u s  f ib r o s is  ( d a t a  n o t  
s h o w n ) .  A l l  l e s io n s  c a u s e d  b y  H 3227 hrazilientis w e r e  
u n u lc e r a t e d .  E v e n  t i t  n i a x im u n i  s i.z « , l e s io n s  f e r a a in e d  n o n ­
u lc e r a t i v e  i u i d  n o n - n e c T O t ic ,  i n  m ic e  i n f e c t e d  w i t h  B A 788, i n  
c o n t r i i s t .  n o  s i t n i l a r  t r a n s i e n t  p a t h o g e n ic  p r o o e s s e s  w e r e  w i -  
t ic e d .  T h e  d i t T e r e n c e s  i n  f o o t p a d  t h i c k n e s s ,  b e t w e e n  b o l h  
g r o u p s  o f  m ic e ,  w e r e  M g n i f i c a n t  (P <  0.05 > i n  t h e  p e r i o d  
r a n g in g  f r o r t i  U I - 2C) d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .

J.J. The phencHypk comptnitien o f  teukc>cyies pwsent at 
the xite o f  BA 78S  o r  HJ227 L .  b r a z i l i e n s i s  delivery differs 
aceotxiing to the ¿soliste

I n  o r d e r  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  le u k o c y t e  l in e a g e .s  p r e s e n t  a t  
th e  s i t e  o f  p f u a s i t e  d e l i v e r y ,  t h e  f o o t p a d s  w e r e  e x c is e d  a t
i  a n d  15 d a j> s  p o s t  p a r a s i t e  i n o c u l a t  i o n  a n d  a n a i^ v w d  b y  f l o w  
c > 't o m e t r y .  A t  3 d a y s ; p o s t  i n o c u l a t i o n ,  t h e  n u m b e r  o f  g r a n u ­
lo c y te s .  in a c t 'o p h a g e s  a n d  l y m p h o c y t e s  i s  s i m i l a r  i n  b o t h  
g r o u p s  o f  m ic e ,  w 'h e r e a s  t h e  n u m b e r  o f  N K  c e l l s  is  h i g h e r  i n  
B A 788- p a r a s i t i z e d  m ic e  ( .F ig .  . i) ,.  F i f t e e n  d a y s  p o s t  p a ra .s i te  
i n o c u l a t i o n ,  w e  o b s e r v 'e d  a  d e c r e a s e  in  t h e  n u r a b e r s  o f  g r a n u -

Pig. 3 . Phenotypic coraposition o f  Icukoeytc population r c f w j c d  fnsrtj the 
fontfxtd o f  tnice inocuktird with L. ibraziUi^is strains. B A L B /c  m ice were 
its«'ulated with l0 ‘ pn.)tjm stii'otesof eitherH.?227 (hiack) 0(rB.4 7 S8 i:white) 
in tlic left hind footpad o f  B .\LE''c tiitce. T h m : (A  i and 15 cta>ii ( B ' post 
in<ícuhtíiotí. Ixu k ocj'tes  fn>m in<x'ulated füc¡tpads wen? analysed by llcm' 
cytoraelrj- for  the ptvsetwe o f  lyniphocytes. granultx-'ytes. uiacrophages a.nd 
N K  cells. T h edala  shown are from  a üinjile experiment repirsentativi: o ftw ii 
separate c.ípeñm ents.

l o c j t e s  a n d  N K  c e l l s ,  i n  b o t h  g r o u p *  o f  i n f e c t e d  m ic e .  I n  
p a r a l l e l ,  t h e r e  s v a s  a n  in c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r s  o f  b o t h  m a c ­
r o p h a g e s  a n d  l y i n p h o c y t e s  i n  t h e  t w o  g r o u p s  o f  m ic e .

3A. Tfie BA788 and HS227 L .  b r a z i l i e n s i s  loadi ¡ 
mainfy in the lymph node draining the siie whetr they 
M'efr delivered

W e  a l« o  e . \ a t i i i n e d  i f  t h e r e  w a s  a  c o r w l a t i a n  b e tw e e n  
l e s io n  d e v e lo p m e n t  a n d  p a r a s i t e  r e p l i c a t io n .  P a r a s i t e  lo a d  
w a s  e s t im a t e d  i n  t h e  i n o c u ia t e d  f o o t p a d s  a n d  i n  t l j e  d r a i n i n g  
l y m p h  n o d e s ,  e x c is e d  a t 6 h .  3, 15 a n d  30 d a y s  p o s t  i n o c u ia -  
t i o n .  f o r  L  hraziliensis B A 788 i u t d  .H 3227. I n  t h e  f o o t p a d  
( F i | ; .  4A ) .  t h e  p a r a s i t e  l o a d  w 'a s  s i m i l a r  i n  b o t h  g r o u p s  o f  
m ic e ,  b u t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  w e r e  o b s e r v e d  
a t  6 h  a n d  30 d a y s  p o s t  i n o c u l a t i o n .  I n  m ic e  i n o c u la t e d  w i t h
H . l i227 ¡ .M ira s ite s , th e  p a r a s i t e  lo a d  p e a k e d  a t  15 d a y s ,  c o in -
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r*î  4. Piira.sitc joad cj{tim.':Uc in niucc inícctcd with L h r K ilim a  strains, BALB&' raiec were infccted with o f  dtt»:rH '!22T  tb ljck ) or  BíV788 i'whitci 
p n ™ í»tiío tcs  itithc left hinti fo«txiri. Foistfwtls i A l and popliteal lymph níxks íB ) draining the lesion. jV-5 m ice perftí'jup. were used tor aimlysis o f  parati te 
litód, Theckitii shim'll, reponed as the mean ± j^iindard en virof the iiKaii, Irani a i*itigle experiment rcpiç^titativc o f  thjce i>eparatc e.iipc:nn:icnt!>.Tbc asleiisk 
inck ittes a sigralit iinl dilierent c  between values iVam H .'227 smd BA 7S8 at tlic same time point is  detenittncd hy Sludcnt’ s i-tesl ! * P < 0 .0 5 > .

c id t n g  w i t h  le s io n  d e v e lo p t j ie n t .  H o w e v e r ,  a t  t h is  t i n i e  p o i i i l ,  
i w  c l i n i c a l  le s io n  w a s  o b s e n ’e d  in  m ic e  in o c u la t e d  w i t h  

B A 788. d c N p ite  a  . s im i la r  p a r a s i t e  lo a d  e s t im a t e ,  i n d i c a t i n g  
d i s s ix ' i d t io i t  b e tw e e tx  p iu 'a s i te  r e p l ic a t io n  a n d  le s io n  d e v e lo p ­
m e n t  I n  th e  d i  a i i i i n g  l y m p h  n o d e s  ( F ig ,  4B  ),  t h e  p a r a s it e  lo a d  
w a s  s i g i i i l i x  iU i t l y  h ig h e r  i t i  H 3227- p a ia s i t in e t ]  m ic e ,  f r o m  6 h  
t o  15 d a y * ;  pc>sl p a r a s i t e  in o c u la t i o n .  I n t e r e s t in g l y ,  i n  t h e  
d r a in in g  l y m p h  m id e s ,  th e  p a r a s it t ’  lo a d  s h o w e d  a  c o m is t e n t  
in c r e a s e  i n  b a th  g r o u p s  o f  p a r a s i t i z e d  m ic e ,  i n d i c a t i n g  t h a t  
p í i r a s i t e s  a r e  a b le  t o  m u l t i p l y  i n  l lw .s e  s e c o n d a r y  l y m p l i o i d  
t is s u e s ,  r e g a r d le s s  o f  le s io n  r e s o lu t i o n  a t  th e  u p s t r e iu n  s i t e  
w h e r e  p a r a s ite »  w e r e  in o c u la t e d  a n d  d e v e lo p e d ,  s u c h  a s  t h a t  
s e e n  in  H 3227- p a r a s i t i j K d  m ic e .

W h e n  c o m p a r in g  t h e  p a r a s i t e  lo a d  e s t im a t e  w i t h i n  t h e  
B A 788 a n d  H 3227 g r o u p s ,  s e p a r a te ly ,  o v e r  t im e ,  w e  d id  i^ o t  
t in d  a n y  s i g n i t i c a n t  d i f f e r e n c e s  in  t h e  f o o t p a d s  i n o c u la te d  
w i t h  H . Í227, i n  t h e  f o o t p i t d s  i n o c u la t e d  w i t h  B A 788. h o w ­
e v e r ,  t h e r e  w e r e  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  
6 h  a n d  15 d a y s  {F <  0 .01 ) ,  3 a n d  15 d a y s  ( P  <  0.01) a n d  
15 a tsd  .K l d a y s  p o s t  i n o c i iU t t i o n  í F <  0.05 s. T h e r e f o t 'e .  i t i  t h e  
f o o t p a d ,  th e  p a ra ..s ite  lo a d  e s t im a te  f o u n d  a t L5 d . i y s  p o s t  
in o c t i la U o n  is  h i g h e r  t h a n  t h a t  f o u n d  a t 6 h .  3 d a y s  a n d  
X )  d a y s  p o s t  i n o c u la t i o n  o n l y  i n  m ic e  r e c e iv in g  t h e  B A 788 
i .s o la te s . i n  th e  d r a i t i i n g  l y m p h  n o d e s ,  w e  d id  n o t  f in d  a n y  
s t a t i s t ic a l l y  s i g n i f i c a i5t  d i f f e r e n c e s ,  b e tw e e n  t h e  B A 788 a n d  
H .?227 i ,s o la te s  w h e n  c o m p a r i n g  t h e  p a r a s ite  lo a d  e s t im a te .

3. 5, At the f a / i  r t in p nnt sluciied, there is a diffemnce 
between the ex n stokine pm flks displayed by 
the leukiK'ytes rit > t  id  from lymph nodes d ruin big 
the Mte o f  delivery o f  BA7SS or H3227

T l i e  o b s e r v a t io n s  t h a t  ,H 3227- i n f e c t e d  m ic e  c o n t r o l l e d  th e  
c u ta n c < , iu s  le s jo n  a n d  th a t  B .A 7 88- i n f e c t e d  m ic e  d id  n o t  d e ­
v e lo p  c l t t u c a l  le s io n s  s u g g e s t  t h a t ,  i n  b o t h  c a s e s .  a T h l - t y p e  
c e l lu la t  i n i r a t in e  r e s jx in s e  h a d  d e v e lo p e d .  A t  3 a n d  15 d a y s  
p o s t  i n f e c t i o n .  ce lL s  p r e p a r e d  f r o m  t h e  l y m p h  n o d e s  d r a in in g  
(h e  i n f e c t i o n  s i t e  w e r e  in c u b a t e d  w i t h  l i v e  B .4788 o r  H 3227 
p r o m a s t ig o t e s  a n d  w e r e  m o n i t o r e d  f o r t h e p r o d i i c t i o n o f  T h l -  
a n d  T h 2- t y j , ^  c y to k in e s .  T h r e e  d a y s  p o s t  i n f e c t i o n  ( .F ig ,  5 A ) ,  
c e l ls  f r o m  B A 78 8- i n f e c t e d  n i i c e  p r o d u c e d  h ig h e r  le v e ls  o f  
b o th  I F N - y  iP  <  0 .05)  a n d  I L - 12, t h a n  c e l l s  f r o m  H 3227-  
in f e c t e d  m ic e  w h ic h ,  o n  th e  c o n t r a r y ,  p r o d u c e d  h ig h e r  
a m o u n ts  o f  b o th  l L -4 a n d  I L - 10. F i f t s e n  d a y s  p o s t - i n f e c t i o n  
( F ig .  5B :( ,  T h l - l y p e  c j ' t o k in e  p r o d u c t io n  w a s  m a r k e d ly  u p -  
r e g u la t e d  in  H 3227- i i r f e c t e d  m ic e  a s  s h o w n  b y  th e  s ig n iñ c a n t  
in c r e a s e  in  I L -12 p r o d u c t io n ,  i n  p a r a l le l  w i t h  I F N - y .  C e l l s  
f r o m  H 3227- in f e c t e d  m ic e  a ls o  p r o d u c e d  h ig h e r  a n ^ o u n ts  o f  
b o th  l L -4 a n d  1L - Í 0, t h e  l a t t e r  s h o w in g  a s i g n i f i c a n t  « p -  
r e g u la t io n  a t t h i s  t im e  p o in t .  T h i s  u p - r e g u la t k m  i n  Í L - I O  
p n x i u c t io n  e o ir a c id c s  w i t h  th e  t im e  p o in t  a t  w h i c h  le s io n  s iz e  
i tn d  p a r a s i t e  lo a d  d e te c te d  i n  t h e  f b o t p i i d  r e a c h e d  t h e i r  p e it k .  
M o r e o v e r ,  l y m p h  n o d e  c e i l  c o u n t s  w e r e  c o n s is t e n t l y  h ig h e r  
i n  H 3227 L  bmzilmuis-'mfe.^t<id m ic e  th a n  i n  B .A 788-
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I‘ig. 5. CyK'kinc prx,duction by munom itlcar çclls  niicc inícctfti with 
L bra-éfcrtsís strains, BALBtV mice were iniev'ted with 10^ prom*líí(igoíCA 
til ciihcr 113-27 ibliicki o r B A 7 S 8 1w h ite ' in the left hind í«jtpí*.l.T hiitc (A ) 
l̂iid 15 H) pc>s.t iriiection, nu>ni.iiiucletu‘ celts Í .V-5 « t i c e f r om 

^X'plitcul lymph nodes draining the jcfiion were jncuhitlcd with live Leish- 
mt-jmii [>n.ini¿isrrííi:íte  ̂ aiiJ the i^upertiaiaíiís were assayed ibr IL-4. lL-10. 
n .-12p7ti and ITN-7  prtxluction. The data »hc**-n, tepotted as tlic- 
tric»iii ±  stiUid înJ ermi o f  tiic tnciui. arc ii single cxjxnr.l.lcnt represen- 
tatjvr o f  thiee sei;xjrate expcritiienti». Cytnkine pnxluctiun o f  lymph ncxk 
tells from  ntin-infiX'led auiiiiiiK. upon stimulMion with live L l‘n¡KÍlifHsli 
tmmia-ili^ores. was below  the detection level o f  the E L ISA  kits used: O l^ -y  
(55 pg.>'ml», 11..-4 I 5,5 pg/m l i. I L -10 (3  pg.''ml) a/id tL-12p70 (5 pgi'mli. The 
aütensk indícales ¿i significant dilfcnsnce between values ¿is determined 
S iiK tn i's  Mesit ("P  < 0.D51.

i i i f e c t e d  n i i c e . a t tx .» lh  3 d a y s  p o s t  m i 'e c t io n  ( 14.8 x  
10”  ±  1.6 X  10“  V * .  8.1 X  10® ±  0.3 X  10̂ .  r e s p e c t iv e ly )  a n d  a t
15 d a y s , p o s t  t n f e c t k m  ( 24.0 x  10*  ±  2.8 x  10*  v s .  14.7 x  
10" ' ± " l .3 X  10' ’ . re s> ].v t;- tiv e J y ) .

4. Dímiissíoii

L hrazilii'mts paraúic i » p u ln t i o n s  a re  c - \ , t r e m e ly  d iv e r s e ,  
as  a s s e s s e d  b y  R A P D - b a s e d  r e i i d o i i t  a s s a y  s. [ l . i ] .  H o w e v e r ,  
t h is  d iv e i 's i t y  is  le s s  p r o n o u n c e d  a n io n g  p a r a s i t e  p o p u la t io n , s  
o b u i in e d  f it -s m  a re a s  o f  g e o g r a p h ic a l  p r o x i m i t y  [ ,14], R i jn d o m  
£ u n p i i t i c a t io n  o f  I v  brazjhemis H 3227 a i i d  B A 788 D N A  
g e n e r a te d  d i f f e r e n t  g e n o m ic  p r o f i l e s ,  i n c l u d in g  t h e  p r e s e n c e  
o f  a m p l j f i c i i t i o n  f r a g m e n t s  n o t  s h a re d  b e tw e e n  s t r a in s .  T h e s e  
f r a g m e n t s  m a y  c o n s t i t u t e  n u c le a r  g e n o m ic  r n a r t e r s  f o r  
s t r a in s  f r o m  t l ie s e  a re a s .  A s  f a r  a.s t h e  B A 788 a n d  H 3227 L, 
hmzilifnsis is o la t e s  a re  c o n c e r n e d ,  t l i e  R A P D - b a s e d  p o l y -  
m o i p h i s m  c a i t  ih e r e l 'o r e  b e  c o iT e la te d  w i t h  t h e i r  g e o g r a p h ic a l

a r e a  o f  s a m p l in g ,  s in c e  th e  H 3327 i s o la t e  w a s  s a m p le d  f r o m  
C e a n i  s la te ,  w h i l e  t h e  B A 788 i s o la t e  w a s  f r c in i  B a J iia  s ta te ,  
b o th  o f  w h i c h  a re  lo c a te d  i n  n o r t h e a s t e r n  B r a z i l ,  w h e re  
c iu ta n e o u s  le is h i i tE tn ia s is  is  e n d e m ic .  I n  C e íu rá , t h e  c u ta n e o u s  
le s io n  is  a c c o m p a n ie d  a n d  s o m e t im e s  p r e c e d e d  b y  m i  i m ­
p r e s s iv e  e n la r g e m e n t  o f  t h e  r e g i o n d  l y m p h  n o d e s ,  a n d  th e  
t e r m  b u b o n ic  le ! s h m a i t ia .s is  h a s  b e e n  c o in e d  t o  d e s c r ib e  t h is  
c l i n i c a l  m a n i f e s t a t io n  [ 20| .  O f  n o te ,  i n  a re a s  w h e r e  b u b o n ic  
l e is h m a n ia s is  is  m o r e  o f t e n  d ia g n o s e d ,  th e  ly m p h a d e n o p a t h y  
c o u ld  b e  t h e  o n l y  c U o ic a l  s i g n  o f  p a r a s i t i s m  ( 20] .  B u b o n ic  
t e is h n u H n a n s  is  r e s t r i c t e d  t o  L bnizilifnsis-deiven p a r a s i t ­
i s m  i n  C e a r á :  h o w e v e r ,  r e g io n a l  l y m p h a d e n o p i t t h y  h a s  a ls o  
b e e n  o b s e r v e d  i n  c u ta o e o n »  le i& iu n t t n ia s is  p a t ie n t s  f r o m  B a ­
h i a  [ 20,21,22| .  T h e  i m n t t m o io g i c a l  p fu r iim e te r s  c o u p le d  t o  
the.«ie c l i n i c a l  a n d  p a r a s i t i c  fe a tu r e s  a re  th e  p r e s e n c e  o f  h i g l i  
le v e ls  o f  Leishmtmia-reactive s c r u m  a n t ib o d ie s  a n d  a 
l e i s h m a n in - p o s i t i v e  s k in  t e s t  [ 21.32] .

R e l y i n g  ota t h e  R A P E >  p o ly m o r p h is m ,  w e  c o n s id e r e d  i t  
r e le v a n t  t o  f u r t h e r  c o m p a r e  L. bm-Miemia s t r a in s  H 3227 a n d  
B .A 78S is o la te s  ta s in g  la b o r a t o i y  m ic e  a s  e x p e r im e n t a l  h o s ts ,  
T ra n .s ie n t ,  n o n - u lc e r a te d  le s io n s  w e r e  d e te c te d  o n ly  in
H .3227- p a r a s i t i / . e d  B A L W c  m ic e , ,  T h is  o u t c o m e  is  c h a r a c t e r ­
i s t i c  a n d  . s im i la r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  o b ta in e d  u p o n  th e  s u b c u ­
ta n e o u s  d e l i v e t y  o f  in  v U t o  g r o w n  p t o m a s t ig o t e s  o f  o t h e r  L  
hmziliensh i s o la te s  t o  B A L B / c  m ic e  [ 23- 25] ,  W e  d i d  n o t  
f in d  a n y  c o r r e l a t i o n  b e tw e e n  le s io n  d e v e lo p m e n t  i a id p a r a s i t e  
lo a d :  in d e e d  th e  p a r a s i t e  lo a d  i n  t h e  f o o t p a d  w a s  n o t  s i g n i f i ­
c a n t ly  d i f f e r e n t  b e tw e e n  B A 788-  a r id  H 3227- p o r a s i t i z e d  
m ic e .

H 32274o a d e d  f o o t p a d s  w e r e  p r o c e s s e d  f o r  h i s t o l o g i c a l  
a n a ly s is  a t  3 a n d  15 d a y s  p o s t  i n o c u la t i o n ;  a n  i n f la m m a t o i y  
i n f i l t r a t e  c o n s is t in g  m a i n l y  o f  p o ly r a o r p h o n i i c l e a r  le u c o c j t e s  
a n d  m a c r o p h a g e s  w a s  n o t i c e d .  T h e  B,.‘\ 78S - lo a d e d  f o o t p a d  
s e c t io n s  e . v h ib i t e d  a  le s s  in t e n . ^  ¡ la d  m o t e  t r a n s ie n t  k u k o c ) ' t e  
i n f i l t i a t e  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  S i m i l a r l y  t o  o t h e r  L  hmzilkmsh 
s t r a in s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  g r a n u lo c y t e s  a n d  l y m p h o c y t e s  w a s  
n o t i c e d  d u i i n g  t h e  f i r s t  w e e k  p o s t  i n o c u l a t i o n :  l a t e r ,  m a n y  
m o r e  m a c :r(,> p h a g e s  a n d  ly m p h o c y t e s  w e r e  o b s e r v e d  
[ 26] . T h r e e  d a y s  p o s t  in o c u la t io n ,  v v h e n  c o m p a r e d  t o  f o o t ­
p a d s  o f  H 3227- i n o c u la t e d  m ic e ,  m o t e  N K  l e u k o c j ’t e s  w e r e  
o b s e r v e d  o n  fo o tp w id  s a m p le s  p r e p a r e d  f r o m  8 A 788-  
in o c u la t e d  m ic e .  N K  la u c o c y te ,s  a re  k n o w n  t o  p r o d u c e  I F N - y  
a n d  m a y  c o n t r ib m e  t o  r e s is ta n c e  t o  L. hra iJU ensis  a s  p r e v i ­
o u s l y  s h o w n  f o r  L major [ 27] ,  M o r e o v e r .  N K  c e l ls  a re  
d e te c ta b le  as  s o o n  as 24 h  p o s t  i n o c u la t i o n  a t  th e  s i te  o f  L  
T O t j/ o / - d e l iv e r y  i n  r e s is t a n t  m ic e  [ 28] .  T h e r e f o r e ,  i t  is  p o s s ib le  
t h a t  th e  e a r l y  a n d  h ig h e r  I F N - y  p r o d u c t io n  o b s e r v e d  a t  th e  
s i te  o f  B A .788 p a r a s i t e  d e l i v e r y  is  d u e  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  a  
h ig h e r  n u m b e r  o f  N K  c e l l s .

F o l l o w i n g  t h e  i n  v i t r o  s t i t m i la t i o n  o f  l y m p h  n o d e  c e l ls ,  th e  
r a t io  o f  I F N - y  t o  l L -10 w a s  h ig h e r  w h e n  t h e  c e l ls  w e r e  
r e c o v e r e d  f r o m ,  B .A 788-p a i, 'a .s it iz e d  t i i i c e  th a n  w h e n  t l ie  c e l ls  
w e r e  r e c o v e r e d  I r o m  H 3227- p a r a s i i i z e d  m ic e ,  a t  b o th  3 d a y s  
p o s t  i n o c u la t i o n  ( 2.28 v.s. 0 ,24) ,  r e s p e c t iv e ly ,  a n d  a t  15 d a y s  
p o s t  i n o c u la t i o n  (0 . 77 v s .  0. 15) ,  r e s p e c t iv e ly .  T h e s e  im m u n o -  
J o g ic a l  f e a tu r e s  a re  c o u p le d  t o  th e  o u t c o m e  o f  th e  p a r a s i t i c
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[■•ivM. o s s c N  'r v h i lc  B A '^ S S - i j u v u l iU e d  m i c c  l e i iK u n  le s io n - h v ^ e .  

ih c  H - ^ 22̂ - i n - ‘« .u ia K 't j  n ú c e  d i^ :p J a y c d  a  i i- L ín s ic a t  J e s io i t  t h a t  

h c i i h  N jX ín ta n e i. 'ü -n Iy  T h o s e  f e i i t i i r e s  oí L. htii.ziî efi'ih p a r . i -  

M te s  iú B A L E i ’ >. r a j c c  h j \ ' c  b e e n  r e l i i i e d  l o t h e j i  j i w h i l i t y  t o  

M is t u in  a s d c n 'jg  t y jX ' ’ 2 c v t o k i n e  p r c t i l e  [ 6| .  t h i s  is  a  m a m  

í . i ] f í c j c n c o  w i t h  t h e  t y p e  2 c y t u k i i i e  p i ' o t i i c d r i v e n  h \  I. nuifor 
v v h o ji  i l^ e y  a r c  d e l i v e r e d  in  t h e  s a tu e  e o n d i t j o j i . s  a s  th e  C 'n e s  w c  

u s e d  in  L iu ' p r e s e n t  s t u d )  ¡31
I n  « - n n c lu s io n .  /... -hnrificnM.s I s o la t e s  d i t i e r i n g  th i:t ;> u g h  

ih e i i  R A P D  p r v i t i i c s  e x l i i h i t  d i i ' f o r e n c e s  J ii e i i i \ i e a i  f e a U u e s  

.an d  e e r U i i j i  in im u n < ^ J o g ie a l  p a r a j i i e t e i s  o n c e  in o e u ia i e d  i n t o  

c x p c j - n n e n la i  h n s iN  s iK -h  a s  B A L B / c  m i c e ,  T I k '  d j f T c r e n e c s  i n  

e l i n i c a i  } e a tu re > .  a re  r e la t e d  t o  i n t r i n s i c  p r o j n m ie s  o f  t h e  

p a is j s i t e  i s o la t e s  s t t c h  a v  a b i l i l y  l o  i n d u c e  t i a n s i e n l  l e s io n  a n d  

t i ' ie » - jy u  J i f f e r e n l :  l e u k t v  y le  p » '* p u la t ic 'n v  t o  t h e  p a r a s i t e -  

i- '-a d e d  s i t e  I n  C c t i . r a  s t a t e ,  w h e r e  H .'227 L. hmzî ien.Ms 
le p r e s e n t a u v e  is v » ia ie  w a s  o b t a in e d ,  th e  l y j n p J u id e j i o p a lh y .  

^'^•heJl d ia ^ n . - is e d -  e i ' u l d  p j 'e ^ 'e d e  t h e  l e s jo n  J 'o in i ,  w h e r e a s  in  

E iia li ia .  M ie h  l y n i p h  n i ^ l e  e n ia j ’g e m c j i t  is  n o t  as p r o m in e n t .  

[ n t e r e s i i n e K .  t h i s  n i  c o r r e l a t e  w a s  j ' c p j 'o d u t e d  in  t h e

¡•■ lese fu  s t u d y ,  s in c e  th e  I v r n p h  n v -d e  c e l l  c o u j i t s  v \e i 'c  c o n s is -  

i c i u i \  h i g h e r  w i t J i  iJ ie  H 322T i s ^ h u e  t h a n  u j i J i  t h e  B A 7H8 
iS. .J a tc , a l  b o t h  d a v N  c u id  a t 1 5 d a y s  pe^st j n o e u la t i o n .  T h e s e  

le s L i i ix  l e m l o i x e  t h e  in  ' t i o n  t h a t  d is e a s e  m a n i i e s t a t i o n  a t  t h e  

s i t e  o f  d e l i - ^ e r y  t e s i i h s  f tx M n  a c o m p le x  t n t c j p l a y

b e t w e e n  g e n e i K a l l y  d e t e r m in e d  p a r a s i t e  a s  vhcU as h o s t  

t iv U ts  S U id ie s  a ie  nv»w  in  p j \> g r e s s  t^^ m o n i t ^ U ' n u u e  r e le v a n t  

}>aia.sLf;c ^’c n e t ie  p - . d y m o ip h is n i

\ekrno'. k'il̂ inents

T h e  a u th t . - r s  t h a n k  A le x a n d r a  R . V .  D t a s  f o r  i c e h n ie a l  <l s s is -  

la n c e .  T h i s  s t u d y  w ^ is  s u p p t.n 'te ^ . i h y  g r a n t s  t r o n i  C o n s e ih i>  

N a c io n a l  d e  D c s e n v  o l v j n i e n t o  C ic n t in c ' . >  e  T e c n o ló g i c o

• C N P v , j i .  C u 'c jd e n a c c io  d e  A p e r t e i c o a n ) e n t o  d e  P e s s o a l d e  

N i v e l  S u p e j ' io r  t C A F E S . i  a j t d  F u n d a ç ã o  d e  A jn p a iv . i  a  P e s ­

q u is a  d o  E s t a d o  d l l  B a h ia  i F A P E S B )  C .  B r o d s k y n *  M .  

E ^ a jr td -N o L t i. i  a n d  A .  B a r r a l  a j 'c  s e n io j '  jn v e s t ig a U x s  f ix > m  
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Título: “Distinct Leishmania braziliensis isolates induce different paces of chemokine
expression patterns”

6.1. Justificativa e Objetivos do estudo:

Infecções por leishmania podem resultar em um amplo espectro de manifestações clínicas. O 

desenvolvimento da doença é determinado por interações complexas entre o parasito e o 

hospedeiro. Acredita-se que os eventos iniciais da interação parasito-hospedeiro influenciam o 

futuro curso da doença. Após a inoculação de leishmania na pele, uma reação inflamatória local 

é iniciada e envolve o influxo de muitos leucócitos para o sítio de infecção. O tamanho da lesão 

é dependente da resposta imune do hospedeiro e altamente influenciado pela composição 

celular no local inflamatório. Portanto, a relativa composição da população celular recrutada na 

fase inicial da infecção parece ser essencial para definir o curso da doença, e neste processo, as 

quimiocinas têm um papel importante porque podem atrair e estimular subpopulações 

específicas de leucócitos para o sítio da infecção. Neste trabalho, investigamos a correlação 

entre padrões de expressão de quimiocinas, a formação da lesão e a atração de leucócitos para o 

sítio de infecção, comparando duas cepas de L. braziliensis (H3227 e BA788) geneticamente 

diferentes e que apresentavam distintos comportamentos em camundongos BALB/c. A hipótese 

deste estudo é que cepas de L. braziliensis geneticamente diferentes induzem distintas 

quimiocinas e respostas inflamatórias diferenciadas. Os objetivos específicos deste estudo 

foram:

1. Avaliar a composição celular nas lesões de camundongos BALB/c causadas por cepas 

de L. braziliensis com perfis genômicos diferentes;

2. Avaliar a migração de leucócitos induzida por essas cepas de L. braziliensis no modelo 

do bolsão de ar inflamatório;

3. Avaliar os padrões de expressão e a cinética “in situ” de quimiocinas e seus respectivos 

receptores induzidos por essas cepas de L. braziliensis.
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6.2. Resumo dos Resultados: Os resultados obtidos inicialmente, utilizando a técnica de 
RAPD, demonstraram que as cepas de L. braziliensis H3227 e BA788 apresentavam genotipos 

diferentes. Grupos de camundongos BALB/c foram infectados com essas cepas e 

acompanhadas por 30 dias. Na análise histopatológica do sitio inflamatorio, observamos que 

enquanto as lesões dos animais infectados com BA788 não sofreram nenhuma mudança 

qualitativa nem quantitativa no infiltrado inflamatório nos períodos avaliados, as maiores lesões 

induzidas por H3227 estavam correlacionadas com uma maior reação inflamatória, com a 

presença de muitos granulócitos nos primeiros três dias após a infecção e mais macrófagos a 

partir do 15“ dia de infecção. Os resultados do bolsão de ar inflamatório mostraram que o 

recrutamento de leucócitos foi rapidamente induzido pelas duas cepas de Leishmania, atingindo 

um pico máximo de 12 h após a inoculação dos estímulos dentro do bolsão inflamatório, 

declinando após o período de 24 h. A resposta induzida por H3227 foi três vezes maior que 

aquela induzida por BA788, sugerindo que a cepa H3227 foi a mais potente recrutadora de 

todos os tipos celulares, atraindo significantemente mais neutrófilos e macrófagos do que a 
cepa BA788. Em relação as quimiocinas, foi encontrada uma precoce e alta expressão de 

CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la, CXCLl/KC, CCLIl/eotaxina, XCLl/linfotactina e seus 

respectivos receptores nos camundongos infectados com H3227, o que se correlacionou com 

um maior recrutamento de leucócitos para a lesão e com o aumento da inflamação observada 
nestes camundongos após quinze dias de infecção. Ao contrário, animais infectados com 

BA788 apresentaram uma expressão tardia e menos forte das quimiocinas e receptores de 

quimiocinas estudados, quando comparados com aqueles infectados com H3227. Estes dados 

estavam associados com a ausência de uma significante resposta inflamatória na lesão destes 

animais. Concluímos que cepas de L  braziliensis com genótipos diversos, apesar de carga 

parasitária semelhante, induzem expressão de quimiocinas em diferentes tempos e/ou 

intensidades, levando a um recrutamento celular distinto e respostas inflamatórias 

diferenciadas.
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v îilo M on iz -F iocn iz -B A , l2 l  R u a W aldeniar Falcão. Salvadtxt» Bahia, 
Brazii 40295-lXfl. Phone: 55-71-356-432^  e.-st. 111. Fax: 55 -7 l-3 5 iv  

H-mail. íibarratCr? cpqgm.tí.tvjua:.bí.

11.91



43

ll'Ü N O T E S

p r e c e d e d  h y  a n  im p r e s s iv e  e n la r g e m e n t  o f  t h e  r e g io n a l  h u c ip h  
n o d e s ;  t h e  t e r m  " b u b o n i c  le is h m a w ia s is "  h a s  b e e n  c o in e d  to  
d e s c r ib e  t h is  m a n i f e s t a t io n  ( 23) .  B u b o n ic  le is h m a n ia s is  is  r e ­
s t r ic t e d  t o  L. imiziHemii in f le c t io n  in  C e a r á ;  h o w e \> e r ,  lo c a liz e d  
l v m p h ; id e n o p a t ! w  h a s  b e e n  o b s e r v e d  i n  C L  p a t ie n t s  f r o m  B a ­
h ia  a  J ) .

M ic e  w e r e  in f e c t e d  w i t h  10*  s t a t io i ia r ) ' - p h a s e  f o r m s  o f  
L. bra2iiiaísis ( 6) ,  I n  p r e t i im n a i y  e x p e r im e n ts ,  th e  is o la te s  o b ­
ta in e d  f r o m  C L  p a t ie n t s  f i o i n  C e a r á  ( M H O M 'B R t 94/ H 3227 
[ H 3227] a n d  M H O M / B R . ‘94, /H 3456)  a n d  f r o m  B a h ia  ( M H O W  
B R W B A 711, M H O M . 'B R , « 0/ B A 774. M . H O M / B R /00,.'B A T T S , 
a n d  M H O W B R ; t H , / B A 788 [B A T S S ] )  s h e w e d  s ig n i f i c a n t  d i f f e i -  
e i ic e s  in  p a th o g e t i ic i t v '  ( F ig .  1, in s e t ) .  F u r t h e r  e x p e r im e n ts  w e r e  
p e r f o r m e d  w i t h  tw o  o f  th e s e  ,/. , hmsiliensis is o la te s ,  H 3227 a n d  
B A 788, ’F i le  le s io n s  c a u s e d  b j '  H 3227 w e r e  la r g e r  a n d  p e rs is te d  
lo n g e r  th a n  th o s e  c a u s e d  b y  B A 788 ( .R g -  5 )• l^ s s to n  s iz e  d i f ­
fe re n c e s  d id  n o t  a p p e a r  t o  b e  d u e  t o  d i \ 'e r s e  p a r a s ite  lo a d s ,  
s in c e  p a r a s i t e  n u m b e r s  w e r e  t i o t  s ig n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  b e tw e e n  
,H 3227-  a n d  B A 788- in f e c te d  m ic e  a t  15 d a w  p o s t in f e c t jo n < p , i . )  
( n i is a n  a iu1 s t a n d a r d  e r r o r  o f  th e  m e a n ,  7.29 x  10̂  ±  5.28 x  
l l> '  a n d  2,64 x  10*  ±  1.20 x  lO ’ , r e s p e c t iv e ly ) ,  w h e n  le s io n  
s i í t í s  w e r e  d i f f e r e n t .  L e s io n s  f tw m  H 3227- i n f e c te d  m ic e  e x M b -  
j t e d  a n  in f la n m ia t o r j '  i n f i l t r a t e  c o n s is t in g  m a in ly  o f  p o ly m a t -  
p h o n u e le a j ' le u k o c iv te s  a n d  m a c r o p h a g e s  a t  3 d a y s  p.i.,, a n d  
th e s  h i  t  p  i t l i o l o g i c a l  f e a t u r e s  p e r s is te d  a t  15 d a y s  p . i .  S e c ­
t io n  h  m  B A 7S8- in f e c te d  m ic e  s lw w e d  a  le s s  in te n s e  a m i 
m o r e  t r a n s ie n t  le u k o c y t e  i n f i l t r a t e .

I n  o r d e r  t o  e .v p lo re  t h e  r o le  o f  t l i e  p a r a s i t e  i n  t h e  h is t o p a th o -  
lo g ic a l  d i f fe r e n c e s  o b s e r v e d ,  w e  e v a lu a te d  c e l l  r e c r u i t m e n t  i n ­
d u c e d  b>' H 3227 a n d  B A 788 b y  u s in g  t h e  a i r  p o u c h  m o d e l  ( 14. 
15), R e s p o n s e s  in d u c e d  b y  H 3227 w e r e  t h r e e  t im e s  h ig h e r  t h a n  
t l io s e  in d u c e d  b y  B A 788 ( F ig .  2A ) ;  th e s e  re s p o n s e s  w e r e  c o r ­
r e la te d  w i t h  a  m o r e  in te n s e  e x u d a te  o f  le u k o c y te s  o b s e r v e d  i n  
th e  le s i tm s  o f  H 3227- in f e c te d  m ic e .  H 3227 w a s  a b le  t o  in d u c e  
n io i e  i n f lu x  o f  a l l  c e l l  tv p e s ,  a t t r a c t in g  m a in ly  m o r e  n e u t r o p h i ls  
a n d  m a c r o p h a g e s  t h a n  B A 788 ( F ig .  2B ) .  T h e s e  d a ta  r e in fo r c e  
a  r o le  o f  t h e  p a r a s i t e  i n  t h e  d i l f e r e n c e s  o b s e r \ v d  i n  th e  in f la m -  
m a t o j y  p ro c e s s e s  in d u c e d  b> ' t h e  t w o  I .  bra^Hkmsm is o la te s  
u s e d  h e re ,

R N A  w a s  e .x t ra c te d  f r o m  le s io n s  f o r  » e \ '6r s e  t r a j i s c r i p t i o n -  
P C 'R  a n a ly s is  o f  c h e m o k in e  e.’c p re s s io n  a t  6 It, 3 d a y s , a n d  15 
d a y s  p . i  ( 12,  16). T h e  s e q u e n c e s  o f  t h e  p r im e r s  u s e d  a re  
in  T a b le  1. T h e  e .v p re s s io n  o f  C C L 2) '',M C P -1, C C L 3. '* M P - lc i ,  
a n d  C .X C L l.> 1i C  wa.s u p r e g u la t e d  a t 6 h  p . i .  o n  H 3227- in d i. ic e d  
le s io n .s  a n d  o n lv  a t  3 d a v s  p . i .  i n  B A 788- in f e c te d  m ic e  ( F ig ,
3A > . I n  a d d i t io n .  C C L 2/ M C P - 1, C C 13/ M I P - t a .  X C L l / t y i n -  
p h o t a c t in - 1,  C !X C L I .> 'K C , a n d  C C L l l / e o t a \ i n  e .x p re s s io n  wa® 
m o r e  s t r o n g ly  in d u c e d  b y  H 3227 t h a n  b y  B A 78& , C X C L lO /  
I P - lO  wa.s t h e  o n ly  c h e n io k in e  th a t  a p p e a r e d  t o  b e  n w r e  s t r o n g ­
ly  e -xp re ss e d  b y  B A 788 t h a n  b> ' H 3227. R e g a n i in g  c h e m o k in e  
r e c e p to r  e x p re s s io n ,  H 3227 s h e w e d  s ig n i f i c a n t l y  h ig l i e r  e x p re s ­
s io n  o f  a l l  c h e m o k in e  r e c e p to r s  s t u d ie d  h e re  t h a n  d id  B A 788 
( F ig ,  .W ) ,  C C R 5 w a s  s l ig h t l y  u p r e g u la t e d  in  B A 7S8- in fe c te d  
m ic e ,  Im m u n o h is to c h e m ic a l  a n a ly s is  f o r  th e  p re s e n c e  e rf C C L 2i' 
M C P -1 a n d  C X C L  IO T P - IO  p r o te in s  i n  le s io n s  in d u c e d  b y  H 3227 
a n d  B A 7S S  c o n f i r m e d  th e  r e s u l t s  o b ta in e d  b y  m R N A  e x p re s ­
s io n  a n a t e is  ( F ig .  3C ) .

I  c s ik U is  f r c 5t n  p a t ie n t s  w i t h  C3.  s h o w  a s ig n i f ic a n t  in c r e a s e  in  
t l i e  c \ p i e s s io n  o f  C C L 2/ M C P -1 a n d  C C U / M l P - l a  ( 20) ,  a n d  in  
v i t r o  i n f e c t i o n  w i t h  Lmshrneinia in d u c e s  C d Z ' M C P -1 a n d

F IG . 2. K in cticscfflcu k ixy tcii;cru itm cu t LA.),expressed total nura- 
b e m o f  neutrophils, m icjiophagcs, cosiTiophilis and L>-mphocytes, in p::iLt. h 
cxtidates in response to  ii popob^aechariide ( IJ ’ S) o rL . hrimUen'Si: 5 1 n .\ "  "i.S 
and H 3227  ̂ and c '«m pai»:*n  o f  i^.s'ults at 12 h ^ t c i  inc^uUitiDn iB  i, A n  
pouches wciie prcpa ioJ  by lnjo.'ting 3 .ml o f  aii into the à tisa l s.ii 1 u.i i't 
m ice under light anesthesia, Stationaty-phasasL, bmsMemis pivmiastiy. >t.  ̂
( 10”  ̂weiie injected i.mnicdiate^’ ftslkwi.rig, the air injection, nil*.*-
w ere injec'tcd with endoto.’an -free saline ctsntrali and LPS i 2U
|i^Ti];pcisitivr contral). .Micc w ere killett at the indicated time points 
the ptciuch con lcn ts  w ere washed several tim e with *.albe H '^datt t.eiK 
w c ie  ce n t jiii^ e d  and stained; prcjp<>Eii»ans o f  neulraphils, m atii'pha^ cv 
eoú n op h ík , and ly™ phoeytc!$‘200 cells were enumerateid; an c idatn-e lcU 
num bers w ere calculated fK,>ra the total num ber o f  exudate icuki*.vtc 
D ata  re present the mean and stancbrd err*?ir o f  the me-an thitt, t< • 
m ice. T h e asterisk indicates a s|gniii.'ant d iflcre iv c  betw een values .it t!if 
indicated time point, as tlclem iineti by  Student’s f test o i oine^.ra^ lu ilv'.i- 
erf vanancc (P  <  0 .Í5 ). Results arc r e p tcso ila t iw  o f  two indepenaent 
eKpcrimenls.

C X C l. l , . 'K C . . 'G R O - a  e x p r e s s io n  in  m o u s e  a n d  h u m a n  m a c r o ­
p h a g e s  ( 1. 19), C C L 2/ M C P -1 a n d  C C L 3. ' 'M I ,P - la  a re  p o te n t  
c h e m o a t t r a c ta n t s  f o r  m o n o c y te s  ( 9, 13) .  C X C L J , i 'K C  r e c r u i t s  
n e u t r o p h i ls  a n d  is  a  d o m in a n t  c h e m o k in e  i n  m u r in e  in f la n i -  
m a t o i y  re s p o n s e s  ( 4) .  T h e  e a r l ie r  e x p re s s io n  o f  ( r C L 2í M C P - l ,  
C C L 3, t 'M lP - ta ,  a n d  C X C L l / K C  i n  m o r e  s e v e re  le s io n s  m a y  
e x p la in  th e  s g n i f ic a in t  a n d  e a r l y  a c c u m u la t io n  o f  n e u t r c tp h ils  
a m t  m a c r o p h a g e s  a t  th e  H 3227 i i j f e c t t o n  s i te  a n d  s u g g e s ts  t h a t  
th e s e  c h e m o k in e s  c a n  b e  f a c t o r s  r e g u la t in g  t h e  d i f f e r e n t ia l
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FIG. 3. Chcnwkiw (A )  <ind chemokinc leceptoi (B ) niRNA «tpression and protcinjjtoduttkm, dctcimracd ly  bmiunohistochemkiil iiiialysid (C\ 
iti ksionj o f  L. fcma&Km-infoclüd B A LE t mice. (A  and B) Mice w«!nr infectcd wkh l l r  H3227 ot 8A 7Í8 pitmístigates and kilkd at 6  h, 3 dtçsi and 
15 dayt p i . Tbc infectcd bind fnotpadc were uncd in anays o f  m RN A cxproñon hy rever® transcription-PCR. Denátomctré analyxij wa« pcrfom icd 
and quinui&ation was normalized to the levcti o f  |3-actln cxpiessiiin. Results aie expressed as Ji-Md incieaast over results obtained «ith  unintatcd 
oontrol animals (U fa). Upper and Itwer tnwi in the gels show the erqirestion al chemokinao and ()-actin, «o^ectiw ^, at 0 h, 6 h, 3 da)i^ and 15 tkyt pi. 
(lanes frooi left to right). The profile» me tcptcaeotalivc (if at least tk c e  independent cJtperitnents. In eaisli experiment, m RNA was prepared fo m  pools 
o f  three oi four mÉc per time point. EaL’h point in the g ^ h s  n^reacnts the mean and standard enar o f  the mean {or a pool o f  three or four mice per 
time point in three experimmts. CXXjt'RANTES, CXCX.WMIG, and C(X22^MDC oiptesaon did not show tignifkant modulation in this model o f  L 
htBiteniu infection (data not shown). (C ) Frozen .V(un sectioni o f  infwied ¡«id uninftctcd foot tiaues were used lo  perfora immunohirtochcjnical 
anaink f a  chemokincü ImmunopeiraridaB; staining dearly ihowcd at J d m  p.i. sttonj csyression o f  CCLi^MCP-l in H3227-infccted sections (a) and 
weak expteiiion in BA788-infectod «cctioos (b). Strong anti-CXCLWIP-10 immtinoteactivity was seen in sections o f  BA7S8-inf«ted mke (d) but not 
in «cctions o f  H 3227^foctcd mice (c). Magnification, X34.

inflanunatory respoiK es w hich  d eve lop  u p on  in fe c tb n  w ith  the 
tw o L . braiitkm is is d a le s  u sed  here.

H 32 2 7  in d u ce d  X Q -Ij 'ty m p h o ta c t in -  l an d , to  a lesser ex ­
tent, C X C L lO /IP -1 0 . X C L l/Iy m p h o ta c t in -1  is  ch em ota ctic

f o r  N K , C D 4  and  C D S '^  T  ce lls  in  v it ro  and  in v iv o  ( 8, 1Í ) ,  
and  C X C L lO /IP -lO  activates N K  eetis in  iflvo (2 5 ).  F u rther­
m ore , X C L l / l ^ p h o l a c t i n - l ,  C C L 3 /M I P - la ,  C C Ú ,'M I P - ip ,  
and  C C L 5 /R A N T E S  are associated w ith a T h I  im fnuas re-

TABLE 1. Ptimer setjucncci and «iies o f PCR products

OügooiKteoude &«H pilnior {5-3'} Aiws«u« primer (J'-5') Pmdoa see (1 )̂
^-Actin TGG AAT OCr GTO OCA TC r ATG AAA C TAA AAA OCA o c r  CAG TAA CAG T t r  0
CXCXlíXOGRCKo CC TTG AC!C CTG AAG CrC C rr  TGG n c GOT OCG TGT TGA CCA TAC AAT ATG 422
OCa.9íMlG OAT CAA ACT TOC CTA GAT CC GGC TGT OTA OAA CAC AQA QT 3 »
cx a ic w p -io TOO CAC e r e  CAC ATA GCT TAC AO TCA GCA GAG ATO I O  OAA TC JIO
C a ,ll/‘eolâidn AGFT CCr TOG GCQ ACT GOT GC GCA GAG CTC CAT AOC GCr TC 343
COSMCP-l/JE CTA AGO ACC ACT TGC CAT OGA CTG OTA OCr CTC TOC CCr GTT T 445
COJíMIP-lo C OGG AAG ATT OCA 05C  CAA TTC T GAG GAA COT GTC CTG AAG 427
COJWANTES C CCA CGT CAA OCA GTA ITT C CrO GTT TCT TGG GTT TGC IGl O SOS
COaTuíDC GTG G c r  CTC GTC err err GC GOA CAO TTT ATO GAG TAG CTT 249
XCLl,ílyii)photacuj(-l CAA GAC CTC AGO CAT GAG AC TGC AAT GOG TTT GOG AAC TO m
CCRl TCT CTG ATC TOO TCT TOC TTT T t t X  AGG TGA TAA TAC TGG TGA T m
CCR2 CTA COATGA TOG TGA OCC TTG T AOC AAT OTO ATA GAO CCC TOT O m
CCR3 CAA CTT OOC ATT TTC TGA CCr O TIT CXi  ̂GCT o r e  TTC TTC ACC T m
CCR5 CTC TTC CrO CTC ACA CTA OCA T TGT OTA OAA AAT Qa G GAC TGC A 322.
CXCR2 GAG AAC CTO OAA ATC AAC ACT T GTA e r r  GTG GCA TGT ACA ATO O J3S>
CXCR3 ATC TAC CTATCAGCC AAC TAC G ACA TOC ACA TTT GCT CTC TOA A 4Í3
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I NOTES l l 'o

'.lx>nsL I 7, 2- I lnb:iv.'.liiiglv. XCI. III'IP-III was ihe only clie- 
mi'kiiK- ilial was nioic sliiuigly expressed in IfMujis induccd hy 
llK- li.s'. I’Lithogcnic stiaiit BA-S.S. and its expresí-ion was cor- 
K'lutcd «ith tilt caiiicr pr«.'duclii.:iii of gamma inlerferon in the 
dî iiiiiiig lvm|''h ni'dfs and with the laiger luimlvi' of NK cells 
in the lesions of BA7SS-iiifeeled mice (6| NK eells jiroduee 
;4jmnia üilt:ite!on a!KÍ inav ev̂ ntnbuLe tn lesist̂ riiee to /., -hnj- 
r.'/.ei.'-',I. .IN f'le'.ii.'Lisly shown for múh» l-l > Therefore, il is 
¡'■iNsilMe that XCI 1 lvmphot.acHn-1 and C'XCl llliP-IU are in- 
V. lived 111 resislaiKc to /. > ,wj liiieetion in BALB.C mice. 
Lesions eauNi'd hv /. /'ini'ii.'fjfA.es H.̂ 227 e.iihibiteil a higliei’ level 
''1 ehenK'kjni reo.pt̂ u ■'pi> .sinn than djd those eause-d by 
/. hnî Htcniis B.47S8. BA’’S'*, ".as iijuibk to prt̂ mote the strong 
e.':|-'i'essu'n iM eheniolane receptors, a result whieh was eorre-
l.Uid vviih its ledueed capacity to induct' leukocyte reeriiil- 
meni C‘C R5 was sipihtly upiegtilalcd in BA’ ‘s'̂  in fee ted mice 
at .' davs p,i. and was sCiniulated by C CLò 'MÍP-la, which was 
c\pres>;‘d during ihc ‘¿iinc time period A low lc\cl of e.iipres- 
MCiii oi {' C'Rs in lesic<ns was correlated with a lower level of 
espiession of IL-h) in the draining Ivinph neidcs i(o, as IL-1Ü 
'.ek'ctivclv uprcgulatos <’.'CR5 expression in nionocM̂ s iJ4).

S uidh . s 'Vitli m iin n e  n iacr>,iphages s h o w e d  th at e h c n io k jn e  
lu du ctK in  a lte r  Lnshiaunui in fe c t io n  w a s  d e jx 'n d e n t  o n  the 
I'sirasilc strsiiii list'd  I trd eed , CI...2 'M C 'P -1  w a s p r e d o m in a n t lv  
in d t io .d  bv a '.ir ii le m  / .  n'mnr. In c o n tr a s t , v iru le n t  par'asites 
indiici.1,1 c iM is id era b lv  less  C C 1 .2 .'M C F -I  I I'-)) T h e r e f o r e ,  it a p - 
I'v iirs that v ir u le n ce  is l in k e d  to  th e  in c 'd u la t io n  o f
ch t-n ifik in t' expres-sK m  by  m a crc> p h a g ts  T h e  k in e t ic s  o f  c h e -  
nrc'kirie in d u eti '. 'n  >;:eni to  be  m o r e  im p o r ta n t  than  p a ra s ite  
n u ilt ip lica lk in . a n d  this fa c t  m a\ be  r e la te d  to  s tru ctu ra l d if-  
Ic ic iU cN  b e tw e e n  the tw o  is o la te s  us<cd h e re . O f  n o te , resu lts  
Iro in  an a iu ly M sb v  r a n d o m  a n r p lih c a t io n  o f  jx i ly m o r p h ic  D N A  
s h i 'w c d  ih a t s ira in s  f T ' ” ”? a n d  o l  i^/-a:iHeiiisis a re
g e n e t ica lly  d iv t r s e  (O )

( >,illecti'.ely. the tiiidings pi es/L’nted here indicate that two 
/. ;,'V);a,'s is*'ilateN albeit at siinilai pal isitc burdens, in­
duced p. henrokine expres-sion patterns at diüc icnl pacts and oi 
intensities, leading let divet>.e cell rtcruitment and dilleitirtial 
inllaminaloiT,' resj>inxrs, these features might ultimately be 
imi'licated in diseast' presentations,

'VVc tii.ink Ciî iianc M .Mi!.inc?:i .im; .loia,c 1,, Toleniiiio Imi k-ehni-
LviJ tiN--.isUiri'-c

ihis 'A,,jk sis Mjpp-'! tec b\ I'APEiSB, ̂ ..'APLS iÍ ,\l:i 11I"> t.. anc Í. NPq M..1 1 . .uii.: 1. lucoi'.cc Icih 
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I s Ui sih i i {tM KWn M JMn tí S«.mt t \ K<n <l uU w ht a- t ■* <«. tt-4 i î s ihifi nnw it ill tíci» n» k I Jj ¡ !̂ JrtiinU'» luttó m B./VI B-*- ruicc Iiittn-i irv?7-,«r<.4.
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Título: “Chemokines in host-parasite interactions in leishmaniasis”

7.1. Comentários sobre o artigo:

Nesta revisão são abordados os potenciais papéis das quimiocinas e seus receptores nas 

interações entre leishmania e hospedeiro, incluindo recrutamento de leucocitos e ativação 

celular, participação na imunidade mediada por células e atividade leishmanicida. Nesta 

revisão, são discutidos os trabalhos mais recentes que têm contribuído para uma melhor 

compreensão do papel das quimiocinas nas interações parasito-hospedeiro em leishmaniose. 

Além disso, como as quimiocinas parecem ser relativamente seletivas em suas ações, 

comparadas com muitos outros mediadores inflamatórios, são abordados também seus papéis 

potenciais como alvos terapêuticos.
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Chemokines in host-parasite interactions in leishmaniasis

Maria Jania Teixeira’ ’̂ , Clarissa Romero Teixeira ,̂ Manoel Barral-Netto ’̂ ,̂ Aldina Barral ’̂̂

'Núcleo de Medicina Tropical, Universidade Federal do Ceará-UFC, Fortaleza, ^Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz -Fiocruz, and Vacuidade de Medicina, Universidade Federal da
Bahia-UFBA, Salvador, Brazil

Critical to the defense against Leishmania infection is the host ability to mount a cell-mediated 

immune response capable of controlling and/or eliminating the parasite. Cell recruitment to the 

site of infection is essential to the development of host cellular immune response. The process is 

controlled by chemokines, which are chemotactic cytokines produced by leukocytes and tissue 

cells. We review here the role of chemokines and chemokine receptors in host-parasite 

interactions in leishmaniasis, with emphasis on the steps immediately after infection by 
Leishmania.

Introduction

Leishmania are protozoan parasites that cause a wide spectrum of clinical manifestations, either 

in tegument or viscera. In tegument it ranges from localized cutaneous and mucocutaneous 

leishmaniases (CL and MCL) to diffuse cutaneous leishmaniasis (DCL), whereas in viscera it 

ranges from subclinical to potentially fatal disease [1]. The most severe forms are associated 

either to high parasite numbers and absence of an effective Thl type immune response (IFN-y 

and TNF-a), as seen in VL patients, or to a high inflammatory response with few parasites but 

also a lot of tissue damage, as seen in MCL [1]. Fifteen million people worldwide are infected 

with this parasite, and more than 400,000 new cases are reported annually 

(http://www.who.int/emc/diseases/leish/leisdisl .html). The leishmaniases are found in at least 

88 countries but more than 90% of cases are observed in underdeveloped or developing 

countries such as Brazil, Bangladesh, India and Sudan. Parasites that cause New World CL are 

grouped under the L. braziliensis and L. mexicana complexes, whereas those that cause VL are 

grouped under the L. donovani complex [1]. The etiological agents of Old World CL are 

represented by L. tropica, L. aethiopica and L. major. Leishmania parasites are obligatory
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intracellular pathogens that preferentially invade macrophages, or dendritic cells for replication. 

Early events on the host-parasite interactions are likely to influence future course of the disease. 

After infection with Leishmania in the skin, a local inflammatory process is initiated, which 
involves the accumulation of leukocytes at the site of parasite delivery [2]. The relative 

composition of cell populations recruited in this early phase of the infection seems to be 

essential to define the outcome of the disease, and during this process, members of the 

chemokine family play a fundamental role by attracting and stimulating specific subsets of 

leukocytes to the site of infection [3], The potential roles of chemokines in Leishmania 

infection include host defense functions such as leukocyte recruitment, participation in cell- 

mediated immunity, cell activation and antileishmanial activity. Here we review the role of 

chemokines and chemokine receptors on different stages of the leishmanial infection.
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B o x  1. C h e m o k i n e s  a n d  c h e m o k i n e  r e c e p t o r s

. Chemokines are a superfamily o f  low molecular weight (6-17 kDa) cytokines that recruit distinct subsets o f  
leukocytes along a chemotactic gradient and active these cells through increased adhesion, degranulation and 
respiratory burst [3]. To date, over 44 different chemokines have been described and there are 21 known 
chemokine receptors.

. Most chemokines are secreted proteins o f  67 to 127 amino acids; only C X C L I6  and C X 3 CLI are membrane- 
bound molecules. Their production is stimulated by a variety o f  agents, including LPS, mitogens, 
prointlammatory cytokines and several pathogens [4]. The two major structural subfamilies are distinguished by 
the arrangement o f  the two NHi-terminal cysteine (Cys) residues, which are either separated by a single amino 
acid (C X C ) or are in adjacent (CC) positions. C (which lack two out or four canonical Cys) and C X 3 C (with 
three intervening amino acids between the first two Cys) chemokines are minor structural subfamilies [5].

. Chemokine actions are mediated via specific cell-surface receptors, which are members o f  the seven- 
transmembrane domain, G-protein coupled receptor family. These receptors are named according to their 
ligands (C C R I-IO , C X C R l-6 , X C R I-2  and C X 3C R1). The chemokine-receptor interactions is characterized by 
considerable promiscuity: one receptor interacts with several chemokines and one chemokine binds to several 
receptors (4]

. Chemokines have two main sites o f  interactions with their receptors, one in the NH 2 -terminal region and the 
other within an exposed loop o f  the backbone that extends between the second and third Cys. The NH 2 -terminal 
binding site is essential for triggering o f  the receptor. M odification o f  the NH 2 -terminal region by truncation or 
amino acid substitution markedly influences chemokine activity [4].

. All chem okine receptors identified are membrane-bound molecules com posed o f  7-transmembrane domains 
and coupled to hetcrotrimeric G proteins. They have a glycosylated extracellular NH 2 -terminal region that is 
involved in chem okine binding, while the intracellular COOH-terminal region is involved in G-protein linking 
and is subject to regulatory phosphorylation [6].

. Phosphorylation and internalization o f  chemokine receptors results in the transient interruption o f 
responsiveness to chemokines, a process termed cellular desensitization. The speed o f  response recovery is 
determined by the fate o f  internalized receptors (lysosomal degradation versus dephosphorylation and cell 
surface recycling) and by the rate o f  de novo chemokine receptor synthesis [7].



Cytokine-chemokine networks

Cytokines are directly involved with chemokines production and can also precede the 

expression of some chemokines that, in turn, induce the production of additional inflammatory 

mediators. Cytokines exert a secondary effect on leukocyte recruitment by inducing the 

expression of several chemokines genes [8], TNF-a and IL-1(3 released from activated 

neutrophils and macrophages, have been implicated in chemokine synthesis in a number of cell 

types, including neutrophils, fibroblasts, endothelial and epithelial cells [4],

In leishmaniasis, cytokines seem to synergize with leishmanial elements to regulate 

chemokine production. TNF-a and IL-1(3 through CCL3/MIP-1 a expression were reported to 

be involved with Langerhans cell (LC) migration in murine cutaneous leishmaniasis [9]. These 

cytokines as well as CCL3/MIP-la, CCL4/MIP-1(3, MIP-2, CCL2/MCP-1, and CCLl/TCA-3 

were also produced in the pouch exudate of mice injected with L. major, in contrast, L. 

donovani was much less stimulatory [10]. IL-12 has been shown as required to the induction of 

chemokines such as XCLl/lymphotactin, CXCLlO/IP-10, and CCL2/MCP-1 in draining lymph 

nodes (LN) of mice infected with L. major [11]. Interestingly, Thl- and Th2-derived cytokines 

can have antagonistic effects on chemokines. For example, some chemokines such as 

CXCL9/MIG and CXCL 10/IP-10 are more selectively induced by IFN-y [12]. The Th2-related 

cytokines IL-4 and IL-13 induce CCL22/MDC and CCL6/C10 production in macrophages and 

this production is inhibited by IFN-y [13,14]. Under circumstances of infection, cytokines can 

also act synergistically with chemokines. Accordingly, IFN-y acts with CCL2/MCP-1 to 

eliminate L. major from infected macrophages that were previously recruited by CCL2/MCP-1, 

while IL-4 antagonizes the production of this chemokine by Leishmania-infected macrophages 

[15]. Cytokines regulation of chemokines also appears to be cell specific, as illustrated by the 

observation that IL-4 and IL-13 strongly induce CCL2/MCP-1 in endothelial cells but inhibit 

production in epithelial cells [16]. Therefore, many microbial products can directly evoke 

chemokines, but the spectrum and degree of chemokines produced in response to infectious 

agents will be modified in part by cytokines produced during host innate and adaptive immune 

responses.
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The potential roles of chemokines in Leishmania infection 

Leukocyte recruitment (innate immunity)

Chemokines play different roles after Leishmania infection, and the most obvious one is the 

recruitment of immune cells to the site of parasite delivery. The immune response is initiated at 

the site of pathogen entry by sentinel cells, including dendritic cells (DC), macrophages and yô 

T cells. Such cells are well equipped with Toll-like and phagocytic receptors allowing for 

sensing pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) and uptake of pathogens and 

opsonized particles [17]. Sentinel cells also express various receptors for proinflammatory 

cytokines and together with tissue cells produce numerous chemokines initiating a cascade of 

innate responses [18].

The infection by Leishmania begins when an infected female sand fly takes a blood meal 

from a human host. The sand fly injects the mammalian host with Leishmania in the presence 

of its saliva. Sand fly saliva contains uncharacterized molecules that attract polymorphonuclear 

neutrophils (PMN) as well as monocytes [19]. The parasite itself also produce a 
chemoattractant protein called Leishmania chemotactic factor (LCF) that can attract neutrophils 

[20]. More recently we have shown that after 2 h of saliva injection, an intense and diffuse 

inflammatory infiltrate, comprised of neutrophils, eosinhophils, and macrophages is induced in 

pre-exposed mice [21]. PMN are the first cells to arrive at the site of Leishmania infection [2]. 

PMN containing Leishmania start secreting chemokines, such as CXCL8/IL-8 [22], essential in 

attracting more neutrophils at the site of infection. Upon infection with L. major, MIP-2 and 

KC (the functional murine homologues of human GRO) are rapidly produced in the skin [2]. In 

vitro studies have also shown that L. major promastigotes induce rapid and transient KC 

expression by murine macrophages [23] and CXCL8/IL-8 by human macrophages [24]. All 

these chemokines are chemoattractants for PMN [5]. PMN can function as phagocytic cells, 

taking up and killing Leishmania [25], and they have been implicated in early parasite control. 

The role of PMN in the context of early response to Leishmania has experienced a major 

change in the last few years. Early influx of PMN has been demonstrated to be beneficial for 

Leishmania survival in the tissues [26]. Leishmania extends the life span of neutrophils [27] 

and can survive intracellularly in these cells within the first hours or days after infection [26]. 

The parasites delay but do not prevent the spontaneous apoptosis of neutrophils, since infected 

cells become apoptotic after 2-3 days [27]. After being ingested by neutrophils, Leishmania
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induce the release of CCL4/MIP-ip, recruiting monocytes/macrophages to the site of infection 

[26], Infected neutrophils are taken up by macrophages does not activate macrophage 

microbicidal function [26,28], After ingesting apoptotic cells macrophages have their 

proinflammatory cytokine production inhibited though mechanisms involving TGF-P, PGE2 

and PAF [29,30]. In this context, these events contribute to a silent entry of Leishmania to 

macrophages, its main host cells [31].

Natural killer (NK) cells come to the site of infection as early as 24h after Leishmania 

infection [2], L. major infection leads to migration of NK cells both to the infected skin and into 

the draining LN [32]. NK cells are also detectable very early in the lesions of L. braziliensis- 

infected mice [33]. The migration of NK cells correlates with the expression of the NK cell- 

activating chemokine CXCLlO/IP-10 in resistant mice [34]. Treatment of susceptible BALB/c 

mice with recombinant CXCLlO/IP-10 resulted in significantly increased NK cell cytotoxic 

activity in the draining LN [2,34]. NK cells are known to produce IFN-y and early NK-cell 

activity might influence the kinetics of the Thl response. Moreover, NK cells have been shown 

to be important [35] for overall resistance to L. major infection although not essential, as 

immune deficient T-cell reconstituted mice, which selectively lack NK cells, have efficient IL- 

12-dependent IFN-y production by CD4-I- T-cells and heal their lesions [36].

Monocytes/macrophages are the second wave of cells that enter the site of Leishmania 

infection. These accessory cells display multiple functions; they serve as host cells for parasite 

replication, as antigen-presenting cells, and as source of cytokines modulating the T cell- 

mediated immune response. And later, after appropriate activation by T cells, they serve as 

effector cells for intracellular killing of the organisms. Monocytes/macrophages are early 

attracted by products of sand fly saliva [19,21], and two to three days later by chemokines, such 

as CCL4/MIP-1P [26]. Leishmania can also induce other monocyte-attractant chemokines. 

Accordingly, L. major promastigotes induce rapid and transient expression of JE in murine 

macrophages [23] and of its homologue CCL2/MCP-1 in human macrophages [24]. Besides 

attracting monocytes/macrophages, CCL2/MCP-1 can attract other CCR2-I- cells, such as NK 

cells and DC [15,37]. Other monocyte-attractant chemokines such as CCL5/RANTES, 

CCL3/MIP-1 a, CCL4/MIP-[3, and CCL2/MCP-1 may also play a role as evidenced by L. major 

injection in an air pouch model [10]. In human leishmaniasis, CCL2/MCP-1 and CCL3/MIP-la 

seem to be responsible for macrophage activation in the skin lesions. Biopsy samples from
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patients with L. mexicana LCL exhibited high CCL2/MCP-1 expression and moderate levels of 

CCL3/MIP-1 a, in contrast, low levels of CCL2/MCP-1 and high levels of CCL3/MIP-la were 

present in the nonhealing DCL lesions [38], The authors suggest that macrophages stimulated 

by the synergistic action of CCL2/MCP-1 and IFN-y kill parasites in LCL, whereas the 

presence of IL-4 in DCL lesions may suppress CCL2/MCP-1 expression and progression of 
disease.

Skin DC, which are potent antigen presenting cells, have a decisive role as the bridge from 

innate to adaptive immune responses by priming naive T cells. DC take up Leishmania 

parasites, acquire a mature phenotype by upregulation of class I and II major histocompatibihty 

complex (MHC) surface antigens, increased expression of costimulatory molecules (CD40, 

CD54, CD80, and CD86), release IL-12 p40, and transport the parasites from the infected skin 

to the draining LN for presentation to antigen-specific T cells [39]. In Leishmania-infccted 

mice, DC ability to transport the parasites to the draining LN seems to rely on the expression of 

CCR2 and CCR7. CCR2-/- mice are defective in DC migration from the LN marginal zone to T 
cell area and they are markedly impaired in antigen specific T cell activation [40]. CCR7 is also 

required for the migration of mature DC from tissues to T cell areas of draining LN [41], It has 

been shown that L. donovani-'máucQá down regulation of CCR7 impaired DC migration 

contributing to disease progression [42],

Cell-mediated immunity (adaptive immunity)

Chemokines and chemokine receptors have a role in the development Thl response, as their 

deletion influence IFN-y production by T cells. Accordingly, L. donovani-'mÍQci&á mice lacking 

CCR2, CCR5, or CCL3/MIP-1 a  (a ligand for CCR5) present antigen-specific IFN-y response 

lower in the early phases of infection following ligation of the TCR. However, this defective 

response is transient as during chronic infection it is restored and correlated with an enhanced 

control of parasite replication [43].

Chemokines also seem to be implicated in T-cell amplification of the inflammatory 

response, an important step for a protective host defense in leishmaniasis. In L. donovani- 

infected mice, a rapid hepatic accumulation of CCL3/MIP-la, CCL2/MCP-1, and CXCLIO/IP-

10 was observed after infection [44]. However, only CXCLlO/IP-10 expression, amplified by T 

cells, remained high at the late phase. CXCLlO/IP-10 expression was essential to allow liver
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granuloma formation and inflammatory response. Monocytic cells are attracted by CCL3/MIP- 

la and CCL2/MCP-1 and after IFN-y stimulation they can be the source of Thl-mobilizing 

chemokines such as CXCLlO/IP-10 [12], Unlike the liver, spleen cells from L. infantum- 

infected mice produced both, Thl- and Th2-type cytokines with Th2-type predominance 

response was dominant, compatible with the consistent expression of CCL2/MCP-1 rather than 
CXCL 10/IP-10 [45],

Chemokines and chemokine receptors have also a role in Thl-Th2 polarization upon 

Leishmania infection. In CCR2-deficient mice, which are susceptible to L. major infection, DC 

migration to the draining LN and spleen was markedly impaired, especially for the CD8a-i- 

Th I-inducing DC subset [40], These CCR2-deficient mice had a dominant Th2 phenotype but 

the implication of CCR2 in a Thl phenotype is not so clear. Indeed, mice lacking CCL2/MCP-1 

(a major ligand of CCR2) have impaired Th2 responses but secrete normal amounts of IFN-y 

and are resistant to L. major infection [46]. This discrepancy might not be surprising given the 

fact that CCR2 has at least two additional high-affinity ligands in the mouse (CCL7/MCP-3 and 

CCL12/MCP-5), which, in an appropriate context, might induce Thl polarization in 

CCL2/MCP-1-deficient mice. In summary, it is clear that the CCR2-CCL2/MCP-I axis 

participates in innate immunity to Leishmania infection such as cell recruitment, but also takes 

part in adaptive immunity through control of Thl-Th2 balance. However, CCL2/MCP-1 

involvement in preferential Th cell polarization is not yet firmly established. In this same 

context, other chemokine receptors were also studied. CCRl-deficient C57BL/6 mice infected 

by L. major showed that CCRl (preferentially expressed on CD4-I- Thl cells) plays a role in 

pathogenesis of cutaneous L. major infection [47]. CCRl modulates Thl/Th2 response by 

upregulating production of Th2-type cytokines such as IL-4 and IL-10 in the early course of 

disease. However, CCRl is not essential for leukocyte trafficking to the site of infection nor to 

the LN following L. major infection [47].

Of note, some Leishmania strains may evade host immune responses by preventing early 

production of inflammatory cytokines, chemokines and chemokine receptors and thus impairing 

antigen-specific Thl cells development. L. amazonensis leads to delayed and reduced 

CCL3/MIP-la, CCL4/MIP-1P, CCL5/RANTES, MIP-2, CCRl, CCR2, and CCR5 expression 

in the early stages of infection compared to L. major-'mítcieá mice. These alterations were
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accompanied by reduced T-cell responsiveness, which could be overcamed by direct transfer of 

antigen-specific Thl cells [48],

Cell activation and parasite killing

In leishmaniasis, CCL2/MCP-1 activates macrophages and might participate in reduction of 

parasite numbers [15,38]. L. infantum-infected human macrophages treated with CCL2/MCP-1 

or CCL3/MIP-la significantly enhanced nitric oxide production and leishmanicidal ability in 

vitro [49], CCL2/MCP-1 has also been shown to induce antileishmanial activity in either L. 

clonovani-'mÍQCiQá or L. major infected human macrophages [15,50]. CCL3/MIP-1 a  and 

CCL2/MCP-1 control the intracellular growth and multiplication of L. donovani via NO- 
mediated regulatory mechanism [51].

Chemokines and parasite virulence

Besides other factors Leishmania virulence seems to be linked to the early modulation of 

chemokines expression in the host. Recently, we have shown that lesions from BALB/c mice 

caused by a more pathogenic L. braziliensis exhibited a higher expression of CCL2/MCP-1, 

CCL3/MIP-la, CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxin, XCLl/lymphotactin, and their respective 

receptors when compared to lesions caused by a less pathogenic L. braziliensis [52], This 
higher expression of chemokines correlated with a greater leukocyte recruitment at the infection 

site, resulting in the increase of inflammation observed in pathogenic L. hraziliensis-infected 

mice. Furthermore, studies performed with murine macrophages showed that the induction of 

chemokines upon infection with Leishmania was dependent on the parasite virulence. The 

magnitude of CCL2/MCP-1 and KC expression was higher with avirulent than with virulent L. 

major strains induction [23]. The parasite lipophosphoglycan (LPG), a major surface molecule 

which binds to macrophage surface receptors, seems to be involved in modulating the signal for 

chemokine induction. It has been shown that L. donovani LPG alters the migration of 

inflammatory cells by reducting the expression of specific adhesion molecules [53]. Indeed, 

chemokine gene expression of CCL5/RANTES, CCL3/MIP-la, CCL4/MIP-1 p, CXCLIO/IP- 

10, and CCL2/MCP-1 was more strongly up-regulated in air pouch lining of viscerotropic L. 

donovani-infected animals than in that of dermotropic L. mo/'or-infected animals [10], 

suggesting that leukocyte transendothelial migration could have been blocked by L. donovani
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LPG [54], Infective Leishmania promastigotes also express on their surface gp63 protease and 

an abundant class of small glycolipids termed GIPLs [55]. Any of these parasite molecules, 

alone or in combination, could provide the signal required for chemokine induction. Therefore, 
if chemokines have a role in Leishmania virulence, these immune mediators will be more 

important in the parasite-host equilibrium than is currently believed.

Chemokines as targets for therapy in leishmaniasis

Since chemokines appear relatively selective in their actions compared to many other 

inflammatory mediators, they have been regarded as promising targets for development of anti­

inflammatory therapies [56], However, a potential problem to the success of anti-chemokine 

strategies is that the chemokine family has a large number of members, many of which have 

overlapping functions. Consequently, it may be difficult to control inflammation with an agent 

designed to neutralize the activity of only one chemokine. Despite this possible problem, it has 

already been shown that treatment with antibody directed against a single chemokine can be 

effective in diminishing inflammation and tissue damage glomerulonephritis and lung 

reperfusion injury [57,58] or increase resistance to Toxoplasma gondii infection [59]. Another 

potential problem is that some of the chemokines have activities in addition to attracting and 

activating leukocytes as already cited above. Moreover, chemokines operate as part of a 

delicately balanced network of cytokines and other inflammatory and immune mediators. Thus, 

inhibiting the functions of chemokines in vivo may lead to unwanted and even unanticipated 

secondary effects. Development of additional strains of transgenic mice that lack one or more 

chemokines may help in determining whether undesirable consequences of abolishing activity 
of these mediators will preclude the use of anti-chemokine therapies.

Up to now, only two studies using chemokine blockade or recombinant chemokine 

treatment have been reported in leishmaniasis. The administration of recombinant mouse 

CXCLlO/IP-10 to susceptible BALB/c mice enhanced significantly NK cell cytotoxic activity 

and resistance against L. major, indicating that CXCLlO/IP-10 might contribute to promote the 

development of a protective immune response [34], Treatment with Met-RANTES (functional 

antagonist of CCRl and CCR5) or anti-CCL5/RANTES rendered C57BL/6 mice more 

susceptible to L. major, skewing the immune response towards Th2 [60].
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Our data also reinforce the notion of members of the chemokine family contributing to the 

development of inflammation in cutaneous leishmaniasis [52], We have shown that large 

lesions in BALB/c infected by L. braziliensis were correlated with the inflammatory reaction 

and higher expression of CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1 a, CXCLl/KC, CCLl 1/eotaxin, and 

XCLl/lymphotactin, but not with parasite load [52], Whether chemokines can be exploited 

therapeutically to limit the extent of inflammation and whether this would be beneficial in 

leishmaniasis is not certain. The feasibility of these mediators for treatment of inflammatory 

diseases could be determined as a more complete understanding of the biology of chemokines 

emerges.

Closing remarks

The diversity of chemokines’ roles in the course of infectious diseases such as leishmaniasis 

probably reflects some characteristics of this family: redundancy in their action on targets cells, 

promiscuity in receptor use and multiple chemokines produced in an redundant way by a single 
cell. Nevertheless, two effects on the roles of the molecules on the physiopathology of 

leishmaniasis can be envisaged. As most intracellular protozoan parasites Leishmania can 

invade many types of cells (macrophages, dendritic cells and fibroblasts). Chemokines attract 

immune cells, source of potential host cells, and might participate in the virulence of parasites. 

The recruitment of these cells such as macrophages, which are major contributors to defense, 

mediating innate resistance to intracellular pathogens, as Leishmania, can participate in the 

regulation of their own number and ensure both host and parasite survival. However, even if 

our knowledge about involvement of chemokines in protozoan diseases is more limited than in 

viral diseases, chemokines appear to be of paramount importance in the pathophysiology of 

leishmaniasis. It is likely that the concerted and timely actions of several chemokines and 

chemokine receptors are necessary to control Leishmania infection and their roles are just 

beginning to be understood.
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Table 1. Chemokines and chemokine receptors in Leishmania infection

Chemokines and 

receptors

C u t a n e o u s  l e i s h m a n i a s i s

regulation effector Species References

Initial phase

C X C l.l/K C .C X C L H /lL -8, 
MIP 2

t attract neutrophils L  major 2.^7 -)^,24

C'C’ L3/MIP-a, CCL4/M IP-lb 
rC 'I.VRAN TFS

t attracts monocytes/macrophages L major 10. 26

CXC1JÜ/IP-IÜ t activate and recruit NK cells to 
lesion and lymph nodes

L. major 
L. hraziliensis

2, 32, 34, 52

CCK2/MCP-1 T recruit macrophages, NK and DC L major 23, 24, 37

( ’ C’ R2

c:cR 7

T DC migration to lymph nodes 

and colocalization in T-cell areas

Lmajor 40,41

C'CI.2/MCP-I, CCLJ/M IPla, 
C X C L 1/K (’ 

XCLI/lvmphotactin

T increase inflammation in the lesion L. hraziliensis 52

L a te  P h ase

CCR2-CCL2/MCP-1 t control o fT h l/T h 2  polarization (?) L major 40, 46

(X ’ Rl T upregulation o fT h 2 

type cytokines
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CCLii/RANTES, (X 'R l, 
CCR2 and CCR5

i impairment o f  antigen-specific Thl 
ceU response

L. amaz.onenesis 48

Chcmoliines and 

receptors regulation
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L a te  P h ase
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form ation  and attract 
lym ph ocytes (liver)

L.donovani 44

C C R 2 , C C R Í  

C C L 3 /M I P -U

t role in generation  o f  IFN -g 

b y  T  cells

L.donovani 43

C C L 2 /M C P -1
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Figure 1. Host chemokine interactions in cutaneous and visceral leishmaniasis. (A) Role of 

chemokines in innate immune response against Leishmania. Leishmania promastigotes 

together with saliva induce CXCL8/IL-8, MIP-2, and KC production by resident cells. 

Attracted neutrophils ingest parasites and produce CCL4/MIP-1 (3 and CXCL8/IL-8 that in turn 

recruit macrophages and more neutrophils, respectively. Recruited macrophages after infection 

secrete CCL2/MCP-1 that attract CCR2+ cells, such as NK, Dendritic cells DC) and 

macrophages. Infected macrophages also secrete other chemoattractants for monocytes such as 

CCL3/MIP-la, CCL4/MIP-1P, and CCL5/RANTES. (B) Interaction between innate and 

adaptative immune response. DC respond to Leishmania by altering their migratory 

properties through the expression of CCR2, CCR5 and CCR7. Mature DC, NK cells and 

lymphocytes migrate to the draining lymph nodes. DC present antigen to naive T cells and 

induce antigen-specific clonal expansion. Mature Thl or Th2 cells migrate back to the site of 

infection attracted by CXCLlO/IP-10 or CCL2/MCP-1, respectively. (C) Role of chemokines 

in visceral leishmaniasis. After infection with Leishmania occurs a rapid hepatic accumulation 

of CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la, and CXCLlO/IP-10. The CXCLlO/IP-10 expression remains 
high and this attacts more Thl cells than macrophages to liver, resulting in control of the 

infection in this organ. Unlike the liver, in the spleen occurs a consistent expression of 

CCL2/MCP-1 rather than CXCL 10/IP-10, and there is an influx of macrophages rather than T- 

cells with a dominance of Th2 cytokines, and sustained parasite persistence.
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Neste trabalho, usando duas cepas de L. braziliensis, isoladas de pacientes provenientes 

de regiões endêmicas diferentes, mostramos que estas cepas apresentaram perfis genômicos 

distintos e causaram diferenças significativas no tamanho das lesões de camundongos BALB/c, 

e que isso não se correlacionou com cargas parasitárias distintas. As maiores lesões estavam 

associadas com a intensidade do infiltrado inflamatório, que por sua vez estava relacionado 

com padrões de quimiocinas diferentes e recrutamento celular diferenciado.

As leishmanias do Novo Mundo apresentam uma grande variedade de manifestações 

clínicas nos hospedeiros mamíferos. L. braziliensis, por exemplo, é capaz de causar LC e LCM 

(GONTIJO & DE CARVALHO, 2003), bem como a forma disseminada da leishmaniose 

tegumentar (COSTA et al., 1986). Além disso, L. braziliensis e não outras espécies de 

Leishmania estão relacionadas com linfadenopatia, observada como um primeiro sinal de 

leishmaniose cutânea e algumas vezes representando a única manifestação clínica da doença 

(BARRALet al., 1992; BARRAL et al., 1995; SOUSA et al., 1995). Portanto, a diversidade das 

manifestações clínicas, uma característica da infecção por leishmania, pode ser resultado da 

diversidade genética do hospedeiro e também do parasito, especificamente, variabilidade na 

patogenicidade do parasito. De acordo com esta idéia, já foi demonstrado que cepas de L. 

amazonensis, obtidas de pacientes com distintas manifestações cĥ nicas, são capazes de causar 

diversos cursos da doença em camundongos geneticamente idênticos (ALMEIDA et al., 1996). 

Além disso, consideráveis variações também foram observadas quando se comparou a 

patogenicidade de cepas de L. major, isoladas de pacientes com LC de diferentes regiões 

endêmicas (KÉBAIER et al., 2001). Estes dados apontam para fatores críticos do parasito 

capazes de induzir distintas manifestações clínicas da doença, mesmo em hospedeiros com o 

mesmo perfil genético, como já foi demonstrado por LEMOS DE SOUZA et al. (2000).

Há vários trabalhos na literatura mostrando o polimorfismo genético das leishmanias do 

subgénero Viannia, tais como a L. braziliensis (GOMES et al., 1995; CUPOLILLO et al., 1998; 

SCHRIEFER et al., 2004). Segundo GOMES et al. (1995), esta diversidade é menos 

pronunciada entre populações de parasitos obtidos de áreas geográficas próximas. Os isolados 

de L  braziliensis H3227 e BA788 foram geneticamente diferentes e embora H3227 tenha sido 

isolado no Estado do Ceará e BA788 tenha sido isolado no Estado da Bahia, ambos Estados
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endêmicos para leishmaniose tegumentar, não podemos correlacionar este polimorfismo com a 

origem geográfica das cepas, uma vez que trabalhamos com apenas uma cepa de cada Estado. 

Estes dados não foram uma coincidência, uma vez que em experimentos anteriores, encontrou- 

se significante polimorfismo entre as cepas de L. braziliensis da Bahia e do Ceará (ROSATO, 

2004). Além disso, mais recentemente, SCHRIEFER et al. (2004) mostraram também 

diferenças genéticas entre isolados de L. brazilinesis uma mesma região endêmica.

O polimorfismo genético entre as cepas de L. braziliensis H3227 e BA788 e o fato que 

estas cepas foram isoladas de áreas que apresentavam particularidades na apresentação da 

leishmaniose cutânea (linfadenopatia expressiva no Ceará), levou-nos a pesquisar possíveis 

diferenças na patogenicidade destes dois isolados. Os resultados mostraram que apenas os 
animais infectados com H3227 desenvolveram lesões. A carga parasitária nos linfonodos 

drenantes mostrou um consistente aumento em ambos os grupos infectados (ANEXO 11.1 A), 

indicando que os parasitos são capazes de se multiplicar nesses tecidos linfóides secundários, 

apesar da resolução da lesão nos camundongos infectados com H3227 e nenhuma lesão ter sido 
detectada nos animais infectados com BA788.

Entretanto, um achado importante foi que o número de parasitos na lesão dos 

camundongos infectados com H3227 e BA788 com 15 dias de infecção, período em que se 

observou a maior diferença no tamanho das patas infectadas, não se mostrou significativamente 

diferente (ANEXO ll.lB ). Isto sugeriu que a diferença no tamanho das lesões poderia ser 

causada por reações inflamatórias distintas. Corroborando esta hipótese, a análise da 

composição celular no sítio inflamatório, com 15 dias após a infecção, revelou que as maiores 

lesões causadas por H3227 estavam diretamente correlacionadas com um infiltrado 

inflamatório mais intenso (ANEXO 11.2C e D). Especificamente, 3 dias após a infecção, as 
lesões dos camundongos infectados com H3227 e BA788 exibiram um discreto infiltrado 

inflamatório, consistindo principalmente de PMN e macrófagos (dados não mostrados). No 

entanto, 15 dias após a infecção, enquanto a reação inflamatória observada nas lesões dos 

camundongos infectados com H3227 mostrou-se mais intensa, com macrófagos predominando 

sobre PMN; nas lesões dos camundongos infectados com BA788 não houve nenhuma alteração 

na intensidade da reação inflamatória observada (ANEXO 11.2A e C). Nossos achados da 

composição celular das lesões, visto na histopatologia (dados não mostrados) e citometria de 

fluxo, foram semelhantes a outros encontrados na literatura, onde a presença de muitos PMN e
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alguns macrófagos foi notada durante as primeiras semanas após a infecção, e mais tarde, muito 

mais macrófagos e linfócitos passaram a predominar no infiltrado inflamatório (POMPEU et 

al„ 199!; DONNELLY et al„ 1998).

A reação inflamatória diferenciada observada nas lesões de BALB/c infectados por 

H3227 e BA788 levou-nos a avaliar os padrões de expressão e a cinética de algumas 

quimiocinas e receptores de quimiocinas no sítio de inoculação do parasito, uma vez que estas 

moléculas exercem um papel crucial na migração de leucócitos para as áreas de infecção 

durante os processos inflamatórios. Além disso, as quimiocinas podem ser secretadas em 

resposta a vários agentes infecciosos, incluindo leishmania (BRENIER-PINCHART et al., 

2001; CHENSUE, 2001; ROYCHOUDHURY & ROY, 2004). As duas cepas de L. braziliensis 

do nosso estudo foram capazes de induzir a expressão de várias quimiocinas, no entanto, em 

tempos e intensidades diferentes. H3227 induziu a expressão de todas as quimiocinas estudadas 

mais intensamente e tão cedo quanto 6h após a infecção, quando comparada com a cepa 

BA788. Este achado se correlacionou com o maior número de células encontradas no infiltrado 

inflamatório das lesões dos camundongos infectados com H3227, e conseqüente amplificação 

da reação inflamatória. Ao contrário, BA788 não se mostrou uma forte indutora de 

quimiocinas, só passando a induzir a maioria delas no 3° dia pós-infecção e sempre de maneira 

menos intensa que H3227. Lfma significante associação com a expressão do RNAm e a 
produção da proteína dessas quimiocinas também foi observada, como visto nos ensaios de 

imunohistoquímica.

A cinética das quimiocinas induzidas pelos dois isolados de L. braziliensis, H3227 e 

BA788 relacionou-se com a cinética dos diferentes tipos celulares encontrados nas análises 

histopatológica e da composição fenotípica feita por citometria de fluxo. As quimiocinas 
recrutadoras de PMN, tais como CXCLl/KC e CCLl/eotaxina, foram expressas mais cedo e de 

uma forma decrescente nas lesões dos animais infectados com H3227, relacionando-se com o 

predomínio de granulócitos na fase inicial da infecção, e diminuição destas células na fase mais 

tardia. CCL2/MCP-1 e CCL3/MIP-1 a, quimiocinas que atraem monócitos/macrófagos, 

apresentaram expressão constante nas lesões de ambos os grupos de camundongos, sugerindo 

que o estímulo para a migração destas células para o foco inflamatório foi contínuo até pelo 

menos 15 dias após a infecção, período máximo em que estas quimiocinas foram avaliadas. 

CXCLlO/IP-10 e XCLl/linfotactina, que atraem preferencialmente linfócitos para os focos
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inflamatórios, foram induzidas de maneira crescente nas lesões de ambos os grupos, se 

associado com o achado de poucos linfócitos na fase inicial da infecção e um significante 

aumento destas células a partir do 15° dia de infecção, período que coincide com o começo da 

resolução das lesões nos camundongos infectados com H3227 e diminuição da carga parasitária 

nas lesões de ambos os grupos de animais (ANEXO 11.IB).

Alguns estudos in vitro mostraram que leishmania é capaz de induz a expressão de 

CCL2/MCP-1 e CXCLl/KC em macrófagos murinos e humanos (BADOLATO et al., 1996; 

RACOOSIN & BEVERLEY, 1997). Além disso, foi demonstrado que lesões de pacientes com 

leishmaniose cutânea apresentam um aumento significativo na expressão de CCL2/MCP-1 e 

CCL3/MIP-la (RITTER et al,, 1996), duas quimiocinas quimioatraentes para monócitos 

(LEONARD & YOSHIMURA, 1990; FAHEY et al., 1992). CXCLl/KC recruta neutrófilos e é 

uma quimiocina importante nas respostas inflamatórias causadas por parasitos em 

camundongos (BOZIC et al., 1995). CXCLl/KC não foi encontrada nas lesões dos 

camundongos infectados com BA788 nas primeiras 6 horas de infecção e foi fracamente 
regulada no 3̂ ’ e 15*̂  dias após a infecção. Apesar disso, no 3° dia após a infecção, neutrófilos 

também foram encontrados em grande quantidade entre as células recuperadas da lesão dos 

animais infectados com BA788, quando se utilizou citometria de fluxo, sugerindo que outra 

quimiocina, possivelmente CCL3/MIP-1 a  estivesse atraindo neutrófilos nestes animais, uma 

vez que esta quimiocina pode atrair e ativar neutrófilos em camundongos (HAELENS et al., 

1996). A expressão de CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la e CXCLl/KC foi observada mais 

precocemente e mais intensamente nas lesões dos animais infectados com H3227 do que nas 

lesões dos camundongos infectados com a cepa BA788, o que sugere que essas quimiocinas 

podem ser um dos fatores que regulam inicialmente a resposta inflamatória diferenciada que se 

desenvolve após a infecção com estas cepas de L. braziliensis. Provavelmente, no 3° dia após a 

infecção as células comecem a chegar mais intensamente nas lesões dos animais infectados com 

H3227 do que naquelas causadas por BA788, e este quadro é amplificado com a constante e 

intensa produção de mais quimiocinas, levando a um influxo maior de células e culminando 

com a intensa reação inflamatória observada nestes animais no 15° dia após a infecção.

Neutrófilos e macrófagos foram as principais células observadas nas lesões dos animais 

de ambos os grupos. Macrófagos não servem apenas como células hospedeiras preferenciais, 

onde os parasitos se dividem e proliferam, mas podem atuar também como células
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apresentadoras de antígeno que modulam a resposta imune específica, e como células 

reguladoras da infecção, por sua habilidade de fagocitar e matar o parasito (revisado por 

ALMEIDA et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que neutrófilos também podem 

albergar leishmania nas primeiras horas ou dias após a infecção (LAUFS et al., 2002; VAN 

ZANDGERGEN et al., 2004). Leishmania é capaz de retardar a apoptose de neutrófilos, um 

mecanismo que envolve a inibição de caspase-3, que é conhecida como indutora de apoptose 

em PMN (AGA et al., 2002). Os parasitos que são ingeridos, mas não mortos pelos PMN, nesta 

fase inicial, podem se beneficiar desta acumulação precoce de neutrófilos para o sítio de 

infecção, como já foi demonstrado para L. major (TACCHINI-COTTIER et al., 2000). Além 

disso, foi relatado também que promastigotas de Leishmania podem induzir a migração de 

PMN liberando um fator chamado fator quimiotático para leishmania (LCF), que tem potente 

atividade quimioatraente para neutrófilos, mas não para outros leucócitos, como monócitos ou 

células NK (VAN ZANDGERGEN et al., 2002). No nosso estudo, não podemos afirmar que o 

recrutamento destas células para o sítio de inoculação do parasito favoreceu a sobrevivência da 

do parasito, podemos apenas especular. Por outro lado, neutrófilos atuam como células 

fagocíticas efetoras em leishmaniose, matando leishmania (PEARSON et al., 1981; CHANG, 

1981; LIMA et al., 1998). Estudos mais recentes têm demonstrado que neutrófilos interagem 

com macrófagos pela via CD28-CD80/CD86, resultando em secreção de lEN-y, que por sua vez 

controlaria o crescimento de leishmania dentro de macrófagos (VENUPRASAD et al., 2002). 

No nosso estudo, é provável que as quimiocinas CCL2/MCP-1 e CCL3/MIP-la, que ainda 

aparecem fortemente expressas nas lesões dos dois grupos de camundongos, 15 dias após a 

infecção, podem estar participando, junto com IFN-y, da indução da atividade leishmanicida em 

macrófagos, via a geração de óxido nítrico ou superóxido como previamente demonstrado para 

L. infantum, L. donovani e L. major (BHATTACHARYYA et al., 2002; BRANDONISIO et al., 
2002; RITTER & MOLL, 2000).

A quimiocina CCLl 1/eotaxina também foi fortemente expressa nas lesões dos 

camundongos infectados com H3227 e apresentou menor expressão nos animais infectados com 

BA788. CCLl 1/eotaxina atrai células CCR3+ tais como eosinófilos, basófilos e linfócitos Th2 

(PONATH et al., 1996; UGUCCIONI et al., 1997; SALLUSTO et al., 1997). Na análise 

histopatológica das lesões de ambos os grupos de camundongos foi visualizada a presença de 

eosinófilos, detectada principalmente nos 3 primeiros dias após a infecção e alguns poucos após

69



15 dias de infecção (dados não mostrados). Além disso, os dois isolados de L. braziliensis 

também foram capazes de induzir o influxo de muitos eosinófilos para os exsudatos dos bolsões 

inflamatorios. Foi demonstrado que outras espécies de Leishmania, como L. major e L. 

donovani também são capazes de induzir a migração de eosinófilos (MATTE & OLIVIER, 

2002). O real papel e a importância destas células na leishmaniose cutânea ainda não foi 

esclarecido. Sabe-se apenas que assim como os neutrófilos, os eosinófilos também são capazes 

de albergar e matar leishmania (POMPEU et al., 1991; LIMA et al., 1998).

Um interessante achado do nosso estudo foi o fato que a quimiocina CXCLlO/IP-10 foi a 

única expressa mais fortemente nas lesões causadas por BA788, do que naquelas induzidas por 

H3227, em todos os tempos examinados. Esta alta expressão de CXCLlO/IP-10 foi encontrada 

estar associada com a produção precoce de IFN-y no linfonodo drenante e um maior número de 

células NK nas lesões dos camundongos infectados com BA788. Corroborando com nossos 

achados, alguns estudos mostraram que células NK migram para a pele infectada de 

camundongos infectados com L. major 24 horas após a infecção (LASKAY et al., 1995). Foi 

demonstrado também que a migração de células NK em camundongos resistentes infectados 

com L. major está associada com a expressão de CXCLlO/IP-10 (VESTER t al, 1999). In vivo, 

células NK são as principais fontes de IFN-y junto com linfócitos Thl e uma atividade precoce 

destas células pode influenciar a cinética da resposta Thl, como foi relatado mais recentemente 

por MARTIN-FONTECHA et al. (2004). Os autores observaram que células NK também são 

capazes de migrar para linfonodos estimulados, mediadas pelo receptor CXCR3 (receptor para 

CXCLlO/IP-10 e CXCL9/MIG) e que nestes sítios estas células são a fonte inicial de IFN-y, 

uma citocina necessária para a polarização de Thl. Além disso, foi demonstrado que as células 

NK são importantes, embora não parecem ser essenciais, para a resistência na leishmaniose 

cutânea causada por L. major (SCHARTON & SCOTT, 1993). Camundongos imunodeficientes 

e reconstituídos com células T, que seletivamente perderam células NK, apresentaram eficiente 

produção de IFN-y por células T CD4-t-, que por sua vez é dependente de IL-12, e são capazes 

de curar suas lesões (SATOSKAR et al., 1999). Além disso, CXCLlO/IP-10 também recruta 

células Thl CXCR3-1- que são capazes de secretar maior quantidade de IFN-y no sítio 

inflamatório (RITTER & KORNER, 2002). Portanto, é possível que a quimiocina CXCLIO/IP- 

10 esteja envolvida na resistência mais precoce à infecção pela cepa BA788 em camundongos
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BALB/c, induzindo uma resposta inata inicial mais efetiva, com a presença de muitas células 

NK e, conseqüentemente, alta produção de IFN-y.

Em relação aos receptores de quimiocinas, foi de interesse a observação que CCR5 foi 

ausente ou fracamente regulado nos camundongos infectados com BA788 nos tempos 

avaliados. CCR5 é estimulado por CCL3/MIP-la, que só foi expresso nas lesões desses 

camundongos no 3” dia de infecção e começou a declinar 15 dias após a infecção. A 

inexpressiva ou quase ausente expressão de CCR5 nas lesões dos camundongos infectados com 

BA788 associou-se à baixa produção de IL-10 no linfonodo drenante desses animais. Estudos 

prévios mostraram que IL-10 aumenta de uma forma seletiva a expressão de CCR5 em 

monócitos (SOZZANI et al., 1998). Outro ligante preferencial de CCR5, CCL5/RANTES, não 

apresentou expressão diferente daquela encontrada nos controles não infectados, não exibindo 

modulação significante neste modelo de infecção com L. brazüiensis (ANEXO 11.3).

Os resultados no modelo do bolsão inflamatório mostraram que o isolado H3227 foi mais 

potente recrutador de todos os tipos celulares do que o isolado BA788, assemelhando-se, 

portanto, aos resultados da infecção em BALB/c. Ao contrário, BA788, que neste sistema 

recrutou três vezes menos leucócitos, não gerou resposta inflamatória significante em 

camundongos. Estes dados reforçam o papel do parasito nas diferenças observadas nos 

processos inflamatórios induzidos por esses dois isolados de L  braziliensis. Estudos com 

macrófagos murinos mostraram que após infecção por leishmania, a indução de quimiocinas foi 

dependente do grau de virulência da cepa utilizada (RANCOOSIN & BEVERLEY, 1997). 

Nesse estudo, CCL2/MCP-1 foi induzido predominantemente por uma cepa avirulenta de L. 

major, e ao contrário, a cepa virulenta induziu consideravelmente menos CCL2/MCP-1. Os 

autores sugerem que LPG, a principal molécula de superfície da leishmania que se liga na 

membrana do macrófago, estaria envolvida na modulação do sinal para a indução das 

quimiocinas. Corroborando esses achados, MATE & OLIVIER (2002) demonstraram que a 

expressão de quimiocinas foi muito mais intensa na parede do bolsão inflamatório dos animais 

injetados com a cepa viscerotrópica L. donovani do que na dos animais injetados com a cepa 

dermotrópica L. major. As células foram recrutadas, mas não conseguiram migrar para o 

exsudato inflamatório do bolsão injetado com L. donovani, sugerindo que na infecção por esta 

espécie de leishamania, a migração transendotelial das células pode ter sido bloqueada pelo 

LPG dos parasitos, como já demonstrado anteriormente (LO et al., 1998). Promastigotas de
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Leishmania também expressam em sua superfície a protease gp63 e uma abundante classe de 

pequenos glicolipídeos chamados GILPs (CHANG et al., 1990; ILG et al., 1999). Qualquer 

uma dessas moléculas, sozinhas ou em combinação, poderia providenciar o sinal requerido para 

a indução de quimiocinas.

A observação que os camundongos infectados com H3227 controlaram a lesão cutânea e 

que os camundongos infectados com BA788 não desenvolveram lesões sugere que, em ambos 

os casos, uma resposta imune celular tipo Thl se desenvolveu, embora em tempos diferentes. A 

análise da produção de citocinas nos linfonodos drenantes mostrou que no 3° dia após a 

infecção os camundongos infectados com BA788 produziram altos níveis de IFN-ye IL-12. Ao 

contrário, animais infectados com H3227 produziram concentrações mais altas de IL-4 e IL-10. 

Nos animais infectados com H3227, a produção das citocinas tipo Thl, tais como IFN-ye IL-12 

só aumentou significativamente 15 dias após a infecção. Estes dados estão de acordo com os 

achados de que a fraca infectividade de L. braziliensis em camundongos BALB/c está 

relacionada com a capacidade destes animais desenvolverem uma forte resposta Thl (DeKREY 

et al., 1998), ao contrário da infecção por L. major, na qual a resposta imune tipo Th2 é 

responsável pela susceptibilidade à doença (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). 

Camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis, quando tratados com anti-IFN-y 

apresentaram lesões grandes que não regrediram e altos níveis de IL-4, indicando, portanto que 

a resolução das lesões e cura da doença nestes animais é dependente de IFN-y (DeKREY et al., 

1998). Os camundongos infectados com a cepa BA788 apresentaram uma resposta do tipo Thl 

mais precocemente, e isso pode explicar porque esses animais não desenvolveram lesões. Ao 

contrário, nos animais infectados com H3227, a alta produção de IL-4, IL-10 e TGF-P 

(ANEXO 11.4A) na fase inicial da doença possivelmente inibiu o desenvolvimento de uma 

resposta Thl, o que levou a progressão da doença até o 15° dia, quando então os níveis de IFN- 

Y subiram e as lesões começaram a regredir. TGF-p correlaciona-se com susceptibilidade ã 

infecção tanto por L. braziliensis (BARRAL-NETTO et al, 1992) como por L. major 

(STENGER et al., 1994). A produção de TGF-P também foi induzida por BA788, no entanto, 

em níveis mais baixos. BARRAL et al. (1993) já tinham demonstrado que diferentes isolados 

de L. braziliensis podem variar em sua habilidade de induzir a produção de TGF-p.

Outra citocina que pode inibir a resposta tipo Thl é IL-10, uma vez que esta citocina é 

capaz de causar a supressão de muitas funções efetoras dos macrófagos (FIORENTINO et al..
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1991). A produção de IL-10 nos camundongos infectados com H3227 aumentou 

significativamente após 15 dias de infecção, quando comparado com aqueles infectados com 

BA788. Esse aumento de IL-10 estava associado com o pico máximo da carga parasitária e com

o maior tamanho da lesão. Além disso, mesmo com 30 dias após a infecção, a produção de IL-

10 continuou aumentada no linfonodo de ambos os grupos infectados (ANEXO 11.4B), o que 

se correlacionou com a persistência dos parasitos neste órgão linfóide secundário. Outros 

estudos já documentaram que leishmania pode persistir indefinidamente dentro de macrófagos 

e/ou células dendríticas nos linfonodos drenantes do sítio de inoculação do parasito, facilitando 
a manutenção da memória imunológica (MOLL et al., 1995). Leishmania também é capaz de 

persistir dentro de fibroblastos nos linfonodos, uma vez que estas células apresentam baixa 

capacidade de produzir NO e, portanto controlar o crescimento do parasito, mesmo na presença 

de IFN-y (BOGDAN et al., 2000). As células dendríticas infectadas podem apresentar os 

antígenos de leishmania para as células T de memória por longos períodos, mantendo, desta 

forma, a polarização de Thl através da produção de IL-12 (STEBUT & UDEY, 2004). 
Também foi demonstrado que a produção de IL-10 é crítica para a persistência do parasito em 

camundongos resistentes (BELKAID et al., 2001). Nesse trabalho, os autores mostram que a 

cura e esterilização do parasito pode acontecer em camundongos deficientes de IL-10, mas 

esses animais falham em manter uma imunidade duradoura contra leishmania. Estes dados 

sugerem que IL-10 tem um papel importante na manutenção da resposta de memória 

imunológica. Mais recentemente, demonstrou-se que células T CD4-I-CD25-I- regulatórias são 

capazes de controlar a resposta Thl protetora, permitindo a sobrevida do parasito e manutenção 

da resposta de memória imunológica em camundongos resistentes (BELKAID et al., 2002). 

Tanto no homem como no camundongo, as células T regulatórias CD25-I- secretam altos níveis 

de IL-10 e TGF-|3, que são pelo menos parcialmente responsáveis pela capacidade destas 

células suprimir certas respostas patológica ou imune protetoras in vivo (O’GARRA & 
VIEIRA, 2004).

Em conclusão, no presente estudo mostramos que dois isolados de L. braziliensis com perfis 

genômicos diferentes exibiram diferenças no curso clínico da doença e em alguns parâmetros 

imunológicos, quando inoculados em camundongos BALB/c. Além disso, esses isolados 

também induziram a expressão de quimiocinas em diferentes tempos e/ou intensidades, o que 

levou a um recrutamento celular diverso e respostas inflamatórias diferenciadas. Nossos
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resultados também mostraram que a cinética da indução das quimiocinas parece ser mais 

importante que a multiplicação do parasito, e este fato pode estar relacionado com as diferenças 

estruturais desses dois isolados. Considerando que existe um número de parâmetros não 

controlados que determinam a infecção humana por leishmania, é especulativo tentar achar uma 
ligação entre a manifestação clínica na infecção humana e a patogenicidade do parasito no 

modelo experimental. No entanto, vale salientar que esses dois isolados de L. braziliensis 

vieram de regiões endêmicas com peculiaridades na apresentação ch'nica da leishmaniose 

tegumentar, como já discutido acima. Mais interessante é que essa correlação in vivo foi 

reproduzida no presente estudo, uma vez que a quantidade de células nos linfonodos dos 

animais infectados com H3227 foi consistentemente mais alta do que a encontrada nos 

linfonodos dos camundongos infectados com BA788, tanto no 3*̂ como no 15° dia de infecção. 

Estes resultados reforçam a noção que as manifestações da doença no sítio de inoculação de 

Leishmania também podem resultar de uma complexa interação entre determinantes genéticos 

dos parasitos e dos hospedeiros, entre outros fatores. Seria interessante determinar se o 

polimorfismo genético entre leishmanias pode estar associado com a expressão de conhecidos 

fatores de virulência do parasito (LPG, gp63, GILPs, etc) e se tais expressões se correlacionam 
com a patogênese da doença.
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9. CONCLUSÕES FINAIS

Com base nos resultados obtidos nos dois artigos:

1. Cepas de L. hraziliensis com genotipos diferentes induzem processos patológicos diversos 

em camundongos BALB/c, apesar das cargas parasitárias semelhantes;

2. As maiores lesões causadas pelo isolado H3227 em camundongos BALB/c foram 
correlacionadas com o processo inflamatório;

3. A cepa menos patogênica BA788 induziu mais precocemente a produção de níveis mais 

altos de IFN-y, e isto se correlacionou com a presença de um número maior de células NK 

nas lesões dos animais infectados com esta cepa;

4. Os altos níveis de IL-10 e TGF-P nos animais infectados com a cepa mais patogênica 

H3227 coincidiram com o pico máximo do desenvolvimento da lesão e da carga parasitária 
nestes animais;

5. A resposta inflamatória e o recrutamento celular diferenciados correlacionaram-se com a 

indução da expressão de quimiocinas e receptores de quimiocinas em diferentes tempos 
e/ou intensidades.

Concluímos:

Cepas de L. hraziliensis com genótipos distintos causam diferentes processos inflamatórios

induzindo recrutamento celular e quimiocinas diversos.
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Anexo 11.1. Carga parasitaria em camundongos infectados com isolados de L. braziliensis.

Camundongos BALB/c foram infectados com 10  ̂promastigotas de H3227 ( ■ )  cu BA788 (O ) na pata

posterior esquerda. Linfonodos (A) ou patas (B) de 3-5 camundongos por grupo foram usados para a 

análise da carga parasitária. Os dados representam a média ±  SEM. Diferença significante entre os 

valores é indicada quando *p<0,05.
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Anexo 11.2. Aspectos histopatológicos das lesões causadas por L. hraziliensis em 

camundongos BALB/c. As lesões dos camundongos infectados com a cepa BA788 no 3̂  dia 

(A) ou no dia (B) após a infecção exibiram discreto infiltrado inflamatorio. Camundongos 

infectados com a cepa H3227 no 3° dia (C) ou no 15*̂  dia (D) após a infecção apresentaram um 

significante aumento na intensidade da reação inflamatoria. Original, x40 (HE).



Anexo 11.3. Expressão de CCL5/RANTES em lesões de camundongos BALB/c infectados 

com L. braziliensis. Camundongos foram infectados com lO*’ promastigotas de H3227 (■) ou

B A 7 8 8  ( O )  na pata posterior  esquerda. F oram  sa crificad os c o m  6  h, 3 d ia s  e  15 d ia s  p ó s - in fe c ç ã o ,  e

as patas infectadas foram usadas para a detecção da expressão do RNAm, utilizando RT-PCR. 
Análise densitométrica foi realizada e a quantificação das bandas normalizada em relação aos 

níveis de expressão de |3-actina. Os resultados são apresentados como n-aumento em relação 

aos níveis de expressão nos animais controles não infectados (0 hora). Cada ponto representa a 

média ± SEM de 3-4 animais de 1 experimento de 3 realizados.
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Anexo 11.4. P rod u çã o  de c ito c in a s  p o r  célu las d o  lin fo n o d o  drenante de cam u n d on g os  in fectados co m  

iso lad os de L. hraziliensis. C a m u n d on g os  B A L B /c  foram  in fectados c o m  10^ prom astigotas de B A 7 8 8

( □ )  ou  H 32 27  ( ■ )  na pata poster ior  esquerda. C élu las d o  lin fo n o d o  drenante da lesão de 3 -5  anim ais

p or gru po foram  incubadas c o m  prom astigotas de leishm ania e os sobrenadantes analisados c o m  3, 15 e

30  dias p ó s -in fe c çã o  para a p rod u çã o  de T G F -P  (A )  e  IL -1 0  (B ). O s dados representam  a m éd ia  ±  SE M  

de um ex perim en to  representativo de 3 experim en tos realizados. D ife ren ça  sign ifican te  entre os valores 

é ind icada qu an do */7<0,05.
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Inflammatory events during Leishmania braziliensis infection in mice were investigated. Large lesions were 

directly correlated with the inflammatory reaction but not with parasite burden. Different L. braziUensis strains 

induce different paces of chemoiiine expression patterns, leading to diverse cell recruitment and differential 
inflammatory responses.

Chemokines have been implicated in inflammatory re­

sponses against numerous infectious agents, including Leish­
mania (5,17 ,18, 20). Leishmania braziliensis is the main agent 

of cutaneous leishmaniasis (CL) in Brazil; it causes single self­

limited cutaneous ulcers and highly destructive mucosal

leishmaniasis (10). In this study, using a murine model, we 

compared L. braziliensis strains isolated from two states in 

Brazil, namely. Ceará and Bahia, located in northeastern 

Brazil. C L  caused byL. braziliensis is endemic in both states. In 

Ceará, the cutaneous lesion is accompanied and sometimes

Days postinfection
FIG. 1. Course of infection with L. braziliensis in BALB/c mice. The inset shows kinetics of lesion development in BALB/c mice during the course 

of infection with six L. braziliensis isolates. The main figure illustrates the time course of infectioti with the two isolates used here, showing a polar pattern 

of infection. Mice were inoculated in the hind footpads with 10* stationaiy-phase L. Ivaziliensis piomastigotes, and lesions were measured weekly for 30 

days p.i. The footpads of Üiree to five animals per group were measured. The data shown, reported as the mean and standard error of tlie mean, 

are from a single experiment representative of three separate experiments. The asterisk indicates a significant difference between values at the indicated 

time point, as determined by Student’s t  test (P <  0.05). Experiments with all L . braziliensis isolates were repeated three times, with similar results.

* Corresponding author. MaiHng address; Centro de Pesquisas Gon­

çalo Moniz-Fiocruz-BA, 121 Rua Waldemar Falcão, Salvador, Bahia, 
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preceded by an impressive enlargement of the regionaJ lymph 

nodes; the term “bubonic leishmaniasis” has been coined to 

describe this manifestation (23). Bubonic leishmaniasis is re­

stricted to L. braziliensis infection in Ceará; however, localized 

lymphadenopathy has been observed in CL patients from Ba­

hia (2, 3).

Mice were infected with 10® stationary-phase forms of 

L. braziliensis (6). In preliminary experiments, the isolates ob­

tained from C L  patients from Ceará (MHOM/BR/94/H3227 

[H3227]and M HOM /BR/94/H3456) and from Bahia (M H O M / 

BR/00/BA711, MHOM /BR/00/BA774, M HOM/BR/00/BA775, 

and M HOM /BR/01/BA788 [BA788]) showed significant differ­

ences in pathogenicity (Fig. 1, inset). Further experiments were 

performed with two of these L. braziliensis isolates, H3227 and 

BA788. The lesions caused by H3227 were larger and persisted 

longer than those caused by BA788 (Fig. 1). Lesion size dif­

ferences did not appear to be due to diverse parasite loads, 

since parasite numbers were not significantly different between 

H3227- and BA788-infected mice at 15 days postinfection (p.i.) 

(mean and standard error of the mean, 7.29 x  10  ̂ ± 5.28 x 

10^ and 2.64 X  10® ± 1.20 X  10®, respectively), when lesion 

sizes were different. Lesions from H3227-infected mice exhib­

ited an inflammatory infiltrate consisting mainly of polymor­

phonuclear leukocytes and macrophages at 3 days p.i., and 

these histopathological features persisted at 15 days p.i. Sec­

tions from BA788-infected mice showed a less intense and 

more transient leukocyte infiltrate.

In order to explore the role of the parasite in the histopatho­

logical differences observed, we evaluated ceil recraitment in­

duced by H3227 and BA788 by using the air pouch model (14, 

15). Responses induced by H3227 were three times higher than 

those induced by BA788 (Fig. 2A); these responses were cor­

related with a more intense exudate of leukocytes observed in 

the lesions of H3227-infected mice. H3227 was able to induce 

more influx of all cell types, attracting mainly more neutrophils 

and macrophages than BA788 (Fig. 2B). These data reinforce 

a role of the parasite in the differences observed in the inflam­

matory processes induced by the two L. braziliensis isolates 

used here.

R N A  was extracted from lesions for reverse transcription- 

PCR analysis of chemokine expression at 6 h, 3 days, and 15 

days p.i (12,16). The sequences of the primers used are shown 

in Table 1. The expression of CCL2/MCP-1, CCL3/MlP-la, 

and CXCLl/KC  was upregulated at 6 h p.i. on H3227-induced 

lesions and only at 3 days p.i. in BA788-infected mice (Fig. 

3A). In addition, CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-la, XCLl/lym- 

photactin-1, CXCLl/KC , and CCLll/eotaxin expression was 

more strongly induced by H3227 than by BA788. CXCLIO/ 

IP-10 was the only chemokine that appeared to be more strong­

ly expressed by BA788 than by H3227. Regarding chemokine 

receptor expression, H3227 showed significantly higher expres­

sion of all chemokine receptors studied here than did BA788 

(Fig. 3B). CCR5 was slightly upregulated in BA788-infected 

mice. Immunohistochemical analysis for the presence of CCL2/ 

MCP-1 and CXCLlO/IP-10 proteins in lesions induced by H3227 

and BA788 confirmed the results obtained by m R NA expres­

sion analysis (F’ig. 3C).

Lesions from patients with C L  show a significant increase in 

the expression of CCL2/MCP-1 and CCL3/MIP-la (20), and in 

vitro infection with Leishmania induces CCL2/MCP-1 and

FIG. 2. Kinetics of leukocyte recruitment (A), caressed as total num­
bers of neutrophils, macrophages, eosinopliils, and Ijñuphoqtes, in pouch 
exudates in response to lipopolysaocharide (LPS) orL. braàtíensis (BA788 
and H3227) and comparison of results at 12 h after inoculation (B). Air 
pouches were prepared injecting 3 ml of air into the dorsal surface of 
mice under light anesthesia. Stationary-phaseL. brazUiemis promastigotes 
(10^ were injected immediately foüowB  ̂the air injection. Control mice 
were injected with endotoxin-free saline (negative control) and LPS (20 
|jLg/ml; positive control). Mice were killed at the indicated time points, and 
the pouch contents were washed several time with saline. Eaidate cells 
were centrifuged and stained; proportions of neutrophils, macrophages, 
eosinophils, and lymphocyteŝ OO cells were enumerated; and relative cell 
numbers were calculated from the total number of exudate leukocytes. 
Data represent the mean and standard error of the mean for three to five 
mice. The asterisk indicates a significant difference between values at the 
indicated time point, as determined by Student’s t test or one-way analysis 
of variance {P < 0.05). Results are representative of two independent 
ê qjeriments.

CXCLl/KC/GRO-a expression in mouse and human macro­

phages (1, 19). CCL2/MCP-1 and CCL3/MIP-la are potent 

chemoattractants for monocytes (9, 13). CXCLl/KC  recruits 

neutrophils and is a dominant chemokine in murine inflam­

matory responses (4). The earlier expression of CCL2/MCP-1, 

CCL3/MIP-la, and CXCLl/KC  in more severe lesions may 

explain the significant and early accumulation of neutrophils 

and macrophages at the H3227 infection site and suggests that 

these chemokines can be factoid regulating the differential
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FIG. 3. Chemoldne (A) and chemoldne receptor (B) mRNA expression and protein production, determined by immunohistochemicai anatysis (Q , 
in lesions of L. bnmUensis-iniected BALB/c mice. (A and B) Mice were infected witii 10® H3227 or BA788 promastigotes and killed at 6 h, 3 (toys, and 
15 days p.i. The infected hind footpads were used in assays of mRNA expression by reverse transcription-PCR. Densitometric analysis was performed, 
and quantification was normalized to the levels of p-actin e:q>ression. Results are e:q)ressed as n-fold increases over results obtained with uninfected 
control animals (0 h). Upper and lower rows in the gels show the expression of chemokines and p-actin, respectively, at 0 h, 6 h, 3 days, and 15 days pi 
(lanes from left to right). The profiles arc representative of at least three independent experiments. In each experiment, mRNA was prepared from pools 
of three or four mice per time point. Each point in the graphs represents the mean and standard error of the mean for a pool of three or four mice per 
time point in diree experiments. CCL5/RiWTES, CXCL9/MIG, and CCL22/MDC egression did not show significant modulation in this model of L. 
brazáensis infection (data not shown). (Q  Frozen 5-(un sections of infected and uninfected foot tissues were used to perform immundiistochemical 
analysis for chemokines. Immunoperoridase staining clearly showed at 3 days p.i. strong egression of CCL2/MCP-1 in H3227-infected sections (a) and 
weak egression in BA788-infected sections (b). Strong anti-CXCLl(VIP-10 immunoreactivity was seen in sections of BA788-infected mice (d) but not 
in sections of H3227-infected mice (c). Magnification, x34.

inflammatory responses which develop upon infection with the 

two L. bmziliensis isolates used here.

H3227 induced XCLl/lymphotactin-1 and, to a lesser ex­

tent, CXCLlO/IP-10. XCLlÃymphotactin-1 is chemotactic

for N K , C D 4^, and C D 8^ T  cells in vitro and in vivo (8,11), 

and CXCLlOAP-10 activates N K  cells in vivo (25). Further­

more, XCLlAymphotactin-1, CCL3/MlP-la, CCL4/MlP-ip, 

and CCL5/RANTES are associated with a Thl immune re­

TABLE 1. Primer sequences and sizes of PCR products

Oligooucleotide Sense primer (5'-3'> Antisense primer (3'-5') Product size (bp)

P-Actin T G G  AA T  CXT G TG  GCA  TCC AT G  A A A  C TA A  AAA  GCA  GCT CAG  TAA  CAG  TCC G 349
CXCLl/KCVGRO-a CC TTG ACC  CFG A A G  CTC CCT TG G  TTC CGT G CG  TGT TGA  CCA TAC AA T  ATG 422
CXCL9/MIG G AT  CAA ACC TGC  CTA GAT CC G G C  TGT GTA G AA  CAC A G A  GT 399
CXCLlO/IP-10 TCG CAC CTC CAC ATA  GCT TAC AG TCA GCA G A G  AT G  TCT G AA  TC 310
CCXll/eotaxin AG T  CCT TG G  G CG  ACT G G T  GC G CA  G A G  CTC CAC AGC  GCT TC 243
CCL2/MCP-1/JE CTA A G G  ACC ACT TGC  CAT G G A CTG G TA  GCT CTC TGC CCT GTT T 445
CCL3/MIP-la C CG G  A A G  ATT CCA CGC CAA TTC T  G A G  G AA  CGT GTC  CTG A A G 427
CCL5/RANTES C CCA CGT CAA  GCA  G TA  1 1 1 C CTG GTT I 'd  TG G  GTT TGC  TGT G 506
CCL22/MDC GTG  GCT CTC GTC CTT CTT GC G G A  CAG  T IT  AT G  G A G  T A G  CTT 249
XCLl/lymphotactin-1 CAA G AC  CTC A G C  CAT G A G  AC TGC AAT G G G  FIT G G G  AAC  TG 397
CCRl TCT CTG ATC T G G  TCT TCC I'l T T CCC A G G  T G A  TAA  TAC TGG  T G A  T 295
CCR2 CTA CG A  TG A  T G G  TG A  GCC TTG  T ACC AAT G TG  ATA G A G  CCC TGT G 368
CCR3 CAA  CTT G G C  ATT TTC TG A  CCT G r n  CCA GCT GTC TTC TTC ACC T 334
CCR5 CTC TTC CTG CTC ACA  CTA CCA T TGT G TA  G A A  AAT G A G  GAC  TGC  A 322
CXCR2 G A G  AAC  CTG G AA  ATC AAC  A G T  T GTA  err  GTG  GCA  TGT ACA AT G  G 339
CXCR3 ATC TAC CTA TCA GCC AA C  TAC G ACA TCC AC A  TF f GCT CTC TGA  A 433
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sponse (7, 22). Interestingly, CXCLlO/IP-10 was the only che- 

mokine that was more strongly expressed in lesions induced by 

the less pathogenic strain BA788, and its expression was cor­

related with the earlier production of gamma interferon in the 

draining lymph nodes and with the larger number of N K  cells 

in the lesions of BA788-infected mice (6). N K  cells produce 

gamma interferon and may contribute to resistance to L. bra- 
ziliensis, as previously shown forL. major (21). Therefore, it is 

possible that XCLl/lymphotactin-1 and CXCLlO/IP-10 are in­

volved in resistance to L . braziliensis infection in BALB/c mice. 

Lesions caused by L . braziliensis H3227 exhibited a higher level 

of chemokine receptor expression than did those caused by 

L. braziliensis BA788. BA788 was unable to promote the strong 

expression of chemokine receptors, a result which was corre­

lated with its reduced capacity to induce leukocyte recruit­

ment. CCR5 was slightly upregulated in BA788-infected mice 

at 3 days p.i. and was stimulated by CCL3/MIP-la, which was 

expressed during the same time period. A  low level of expres­

sion of CCR5 in lesions was correlated with a lower level of 

expression of IL-10 in the draining lymph nodes (6), as IL-10 

selectively upregulates CCR5 expression in monocytes (24).

Studies with murine macrophages showed that chemokine 

induction after Leishmania infection was dependent on the 

parasite strain used. Indeed, CCL2/MCP-1 was predominantly 

induced by avirulent L. major. In contrast, virulent parasites 

induced considerably less CCL2/MCP-1 (19). Therefore, it ap­

pears that Leishmania virulence is linked to the modulation of 

chemokine expression by macrophages. The kinetics of che­

mokine induction seem to be more important than parasite 

multiplication, and this fact may be related to structural dif­

ferences between the two isolates used here. Of note, results 

from an analysis by random amplification of polymorphic D N A  

showed that strains H3227 and BA788 of L . braziliensis are 

genetically diverse (6).

Collectively, the findings presented here indicate tliat two 

L. braziliensis isolates, albeit at similar parasite burdens, in­

duced chemokine expression patterns at different paces and/or 

intensities, leading to diverse cell recruitment and differential 

inflammatory responses; these features might ultimately be 

implicated in disease presentations.
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Abstract

Leishmania braziliensis is the species responsible for the majority of cases of human cutaneous leishmaniasis in Brazil. In ihe present study, 

L braziliensis isolates trom two different geographic areas in Brazil were studied by RAPD, using arbitrary primers. We also evaluated other 

biological features of these two isolates. We compared (a) the clinical features they initiate «• not once delivered subcutaneously as 

statioaary-phase proraastigotes in the footpad of BALB/c mice; (b) the parasite load in both the footpad and the draining lymph node; (c) the 

cytokines present in the supernatant of cultures of the cell suspensions from the draining lymph nodes; and (d) the cell types present at the site 

of parasite delivery. The results show that the L braziliensis strain from Ceará (H3227) is genotypically different from the L braziliensis strain 
from Bahia (BA788). H3227-parasitized mice developed detectable lesions, whereas BA788-parasitized mice did not. Fifteen days post 

parasite inoculation there was an increase in the numbers of macrophages and lymphocytes in the footpads, whatever the parasite inoculum. 

I*arasilc load at tlic inoculation site— namely llic looipad—did not diilcr significantly; in draining lyniph nodes, liowcvcr, it incTcascd over the 

period under study. Early after parasite inoculation, the cells recovered from the draining lymph nodes of BA788-paiasitized mice produced 

higher levels of IFN-y, a feature coupled to a higher number of NK  cells. Later, after the parasite inoculation, there was an increased content 

of IL-12p70 and IL-10 in the supernatant of cells recovered from the lymph nodes of H3227-parasitized mice. This conçarative analysis points 

out that L. braziliensis isolates differing in their genomic profiles do establish different parasitic processes in BALB/c mice.
© 2004 Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Levthmania braziliensis; Random amplification of polymorphic DNA; Inlerferon gamma; Inccrleukin-12p70; lnterieukiB-10

1. Introduction

Leishmania is the etiological agent of leishmaniasis, a 

parasitic disease with diverse clinical manifestations in hu­

man beings and other mammals. The mammalian organism 

becomes a parasitized host when the sand fly probes the skin 

for a blood meal, injecting metacyclic promastigotes to­

gether with saliva. Leishmania braziliensis parasites usually

* Corresponding author. Tel.: +55-71-356-8785x215; 

fax: +55-71-3,56-8785x261.

E-mail address: abarral@cpqgm.fiocmz.br (A. Barral).
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1286-4579/$ - see front matter ©  2004 Elsevier SAS. All rights reserved, 

doi; 10.1016(j.raicinf.2004.05.009

cause a self-healing tilcer at the site of parasite delivery; 

however, parasites may also metastasize to the naso­

pharyngeal tract— a process that is thou^t to be the starting 

event leading to mucocutaneous leishmaniasis [Ij. More 

rarely, parasite invasion of the bloodstream results in dis­

seminated skin lesion [2].

Extensive studies using L. major have been interpreted 

according to the following frame. The resistance or the sus­

ceptibility to disease, in different mouse strains, is bound by 

genetic determinants of the host j.̂ l: resistance is mediated 

by a Thl-type cellular immune response, characterized by 

the presence of high levels of IFN-y and low levels of IL-4; 

susceptibility is mediated by a Th2-type cellular immune

http://www.sciencedirect.com
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response, characterized by low levels of IFN-y and high 

levels of IL-4. Not only do these cytokines act on parasite- 

loaded cells or further host cells by killing the parasites or 

preventing their replication, but they also contribute to the 

inflammatory processes occurring in the parasitc-loadcd tis­

sue. In contrast to L  major, considerably less experimental 

work has been conducted with L  brazHiensis, probably 

because most mouse strains do not display lesions at the site 

of inoculation of L. brazHiensis |4,5). This phenotype (ab­

sence of lesion) has been associated with the inability to 

sustain a strong type 2 immune response |6|. Nonetheless, it 

has been shown that skin biopsies from patients with cutane­

ous leishmaniasis caused by L. brazHiensis displayed IFN-y, 

TNF-a 171 and iN0S(81. These cytokines play a key role in 

the control of the parasite load and, in parallel, contribute to 

the development of intense inflammatory processes at the 

parasite inoculation site.

Alternatively, it has been shown that the parasite also 

plays a role in determining the parasitic process outcome, i.e. 

disease or long-term asymptomatic parasitism. For example, 

once located in the skin, the development of L  amazonensis 
is known to lead to many different clinical presentations, 

including localized cutaneous lesions, mucocutaneous and 

visceral leishmaniasis, in humans |9|, some of these features 

being reproduced in mice 110|. More recently, it was shown 

that genotypic characteristics of L. mexicana could be corre­

lated with features of the clinical disease 111) and that L. 
mayor isolates from the field show differences in pathogenic­

ity upon inoculation into BALB/c mice |I21. Therefore, 

variation in the pathogenicity of the parasite, which is related 

to its genetic diversity, is also an important factor influencing 

the clinical features of leishmaniasis. Although extensive 

genetic diversity has been documented in L  brazHiensis 
113 1, it was correlated with geographical origin 114 ,15 1 and 

not with clinical manifestations of the disease.

In the present smdy, we used molecular techniques to 

examine the genetic polymorphism of L. brazHiensis strains 

isolated from two states in Brazil, namely Ceará and Bahia, 

located in northeastern Brazil. Both Ceará and Bahia are 

endemic for cutaneous leishmaniasis caused by L. brazHien- 
sis. In Ceará, however, the cutaneous lesion is accompanied 

and sometimes preceded by an impressive enlargement of 

regional lymph nodes, whereas in Bahia, such findings have 

not been documented. W e have also examined (a) the cell 

types present at the site of parasite delivery and (b) the 

cytokine production after in vitro re-stimulation of the cells 

recovered from the draining lymph nodes and the cell types 

present at the site of parasite delivery.

tained under pathogen-free conditions. The Animal Care and 

Utilization Committee from CPqGM /FIOCRUZ approved 

all experimental procedures.

2.2. Parasite culture

The L. brazHiensis strains M HOM /BR/94/H3227 and 

M HOM /BR /01/BA788 used were isolated from cutaneous 

ulcers from patients with cutaneous leishmaniasis, from the 

states of Ceará and Bahia (northeastern Brazil), respectively, 

after brief (2-4) passages in culture medium. Both isolates 

were identified as L. brazHiensis by PCR [161 and mono­

clonal antibodies 117). Promastigotes were grown in 199 me­

dium (Gibco, Grand Island, N Y ) at 25 °C  supplemented with 

10% heat-inactivated fetal calf serum, 20 m M  Hepes, 4 m M  

NaHCOs, 100 U/ml of penicillin and 100 ng/ml streptomycin 

(all from Gibco).

2.3. The readout assay fo r typing some signatures
of polymorphism o f the parasites at the nuclear genomic 
level

Genomic D N A  extraction, R A PD  (Random amplification 

of polymorphic D N A ) was done as described 118], Briefly, 

1.50 ng of parasite D N A  was amplified in a final reaction 

volume of 25 jd containing 10 m M  Tris-HCl pH 8.5,1.5 m M  

MgCli, 50 m M  KCl, 200 |iM each dNTP, 1.5 U  Taq D N A  

polymerase (Invitrogen, Carlsbad, C A ) and 1.25 nM  of either 

primer 3302 (5'-CTGATGCTAC-3'); 3303 (5'- 

TCACGATGCA- 3') or 3304 (5'-GCACTGTCA-3'). The 

amplification cycles consisted of an initial denaturation step 

at 95 °C  for 5 min, two cycles with denaturation at 95 °C  for 

30 s, annealing at 30 °C for 2 min and extension at 72 °C  for 

1 min, followed by 33 cycles in which annealing was in­

creased to 40 °C. Ten-microliter samples were analyzed by 

electrophoresis in 1.5% agarose gels stained with ethidium 

bromide.

2.4. Inoculation of parasites into mice

Stationary-phase promastigotes were inoculated subcuta- 

neously into the hind left footpad of BALB/c mice at a dose 

of lO*" parasites in 20 (il of saline. Observation of lesion 

development was made at weekly intervals and footpad 

swelling was measured in millimeters by a dial gauge caliper. 

Lesion size was defined as the increase in footpad thickness 

after subtraction of the size of the controlateral uninfected 

footpad.

2. Materials and methods

2.1. Mice

Male 4-6-wk-old BALB/c mice were obtained from 

CPqGM /FIOCRUZ Animal Facility, where they were main­

2.5. Parasite load estimate

Parasite load was determined using the quantitative limit­

ing dilution assay as described [ 19|. Briefly, popliteal lymph 

nodes draining the infected footpad were aseptically excised 

and homogenized with a tissue glass grinder in 2 ml of 

Schneider’s medium (Sigma, St. Louis, M O ). The homoge-
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nates were serially diluted in Schneider’s medium supple­

mented with 100 U  of penicillin/ml, 100 jig/ml of 

streptomycin/ml, 10% heat inactivated fetal calf serum 

(Gibco) and 2% sterile human urine in 96-well plates con­

taining biphasic blood agar medium. The number of viable 

parasites was determined from the highest dilution at which 

promastigotes could be grown out after up to 3 weeks of 

incubation at 25 °C.

2.6. Culture o f lymph node cells and quantitation 
of cytokine in the culture supematants

For measurement of in vitro cytokine production, single­

cell suspensions of infected footpad draining popliteal lymph 

nodes were prepared aseptically at 3 and 15 days post infec­

tion. The cells were diluted 5 x 10*cells/ml and dispensed 

into 96-well plates with L  braziliensis H3227 or BA788 live 

promastigotes (stationary phase), at a ratio of five parasites to 

one cell, or without parasites, in RPMI-1640 medium 

(Gibco) containing 2 m M  L-glutamine, 100 U  of 

penicillin/ml, 100 |ig/ml of streptomycin/ml, 10%  heat inac­

tivated fetal calf serum (Gibco) and 0.05 m M  

P-mercaptoethanol. Cell culture supematants were harvested 

after 48 h (for IL-4, IL-10 and IL-12p70 measurement) or 

72 h (for IFN-y measurement) of culture at 37 °C  in 5 %  CO^. 

Levels of IFN-y, IL-4, IL-10 and IL-12p70 were determined 

by ELISA  using commercial kits (B D  Biosciences, San Di­

ego, CA). The cytokine production of lymph node cells from 

non-infected animals, upon stimulation with live L  bra­
ziliensis promastigotes, was below the detection level of the 

kits used for cytokine detection.

2.7. Flow cytometric analysis

2.8. Statistical analysis

The data are presented as mean ± standard error of the 

mean. The significance of the results was calculated by Stu­

dent’s /-test, except for the parasite load analysis, over time, 

within the BA788- and H337-infected mice groups where 

A N O V A  was used. All analyses were performed using Prism 

(Graph Pad Software, San Diego, C A ) software and a 

P-value <0.05 was considered significant.

3. Results

3.1. The BA788 and H3227 L . braziliensis strains display 
genomic polymorphisms: a study with RAPD

In preliminary experiments, we investigated the degree of 

genetic polymorphism by R A P D  between six L  braziliensis 
isolates, two from Ceará (MHOM/BRy94/H3227, 

M HOM /BR/94/H3456) and four from Bahia (M H O M / 

BR/00/BA711, M HOM /BR/02/BA427, M H OM /B R /02/ 

806 and M HOM /BR/01/BA788). In these experiments, the 

genomic profiles obtained with the isolates from Ceará were 

different from those obtained with the isolates from Bahia 

(data not shown); data obtained with two representative iso­

lates, namely BA788 (Bahia) andH3227 (Ceará), are shown 

(Fig. 1). R A P D  generated 43 amplified bands, varying from 

100-2000 bp in length, of which six are common to the two 

strains. The most diverse genomic profiles were obtained 

with primers 3303 and 3304, in which 26 of the 35 amplified 

fragments were polymorphic. The distinct genomic profiles 

obtained for strains BA788 and H3227, with the three prim­

ers tested here, assess D N A  polymorphism between these L  
braziliensis strains.

To characterize leukocytes present in the inoculation site, 

infected foot tissue was collected at 3 and 15 days post 

infection and incubated 1 h at 37 °C, in RPMI-1640 medium 

containing 2 m M  L-glutamine, 100 U  of penicillin/ml, 

100 ng/ml of streptomycin/ml, 10%  heat inactivated fetal calf 

serum (all from Gibco), 0.28 units/ml of Liberase Cl (Roche, 

São Paulo, SP). Foot tissues were processed in the presence 

of 0 .05%  DNAse (Sigma-Aldrich, St. Louis, M O ) using 

Medimachine (B D  Biosciences, San Diego, C A ) according 

to die manufacturer’s instructions. After processing, cell vi­

ability was assessed by trypan blue exclusion and cells were 

filtered trough a 50-pm filter and washed before flow cytom­

etry analysis. Viable leukocytes were incubated with antibod­

ies specific to GR-1, Mac-1, N K  I.l, C D 3 or M H C  class II 

molecules or with isotype control antibodies (all from B D  

Biosciences, San Diego, C A ) for 30 min at 4 °C  in the dark. 

Cells were washed and resuspended in PBS, 1%  formalde­

hyde. For each sample, 10,000 cells were examined. Data 

were acquired using a FACScan flow cytometer (BD  Bio­

sciences) and analyzed using CellQuest software (B D  Bio­

sciences).

Fig. 1. Genomic profiles of L  braziliensis strains BA788 aad H3227. 

Genomic DNA  of each L. braziliensis strain was sutqected to RAM ) using 

primers 3302,3303 and 3304. M W ; 100 bp ladder DNA  size market.
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Days po« infection

Fig. 2. Course of lesion development in BALB/c mice inoculated with L. 
hraziliensis strains. BALB/c mice were infected with lO* of either H3227 

(black square) or BA788 (white circle) promastigotes in the left hind foot­

pad, and lesion size was measured for 30 days. The footpads of 3-5 mice per 

group were measured. The data shown, reported as the mean ± standard error 

of the mean, are from a single experiment representative of three separate 

experiments. The asterisk indicates a significant difference between values 

at the indicated time point as determined by Student's /-test (* P<  0.05).

3.2. The amplitude of the transient clinical features 
occurring at the site ofh.  braziliensis delivery differs 
according to whether the isolate is BA788 or H3227

The genomic polymorphism observed between BA788 

and H3227 prompted us to investigate whether these strains 

might display differences in pathogenicity upon inoculation 

into mice of an inbred strain. BALB/c mice received, subcu- 

taneously in the footpad, 10*“ promastigotes of either BA788 

or H3227 (Fig. 2). Small increases in footpad thickness were 

observed early after infection (6 h to 5 days). Mice infected 

with H3227 developed lesions detectable at 7 days post 

inoculation. Lesions progressed steadily, peaked at 15 days 

post parasite inoculation and gradually resolved 30 days post 

infection. At this time, we observed die presence of a small 

nodular lesion associated with cutaneous fibrosis (data not 

shown). All lesions caused by H3227 L. braziliensis were 

unulcerated. Even at maximum size, lesions remained non­

ulcerative and non-necrotic. In mice infected with BA788, in 

contrast, no similar transient pathogenic processes were no­

ticed. The differences in footpad thickness, between both 

groups of mice, were significant (P < 0.05) in the period 

ranging from 10-20 days post inoculation.

3.3. The phenotypic composition o f  leukocytes present at 
the site o f BA788 or H3227 L. braziliensis delivery differs 
according to the isolate

In order to characterize the leukocyte lineages present at 

the site of parasite delivery, the footpads were excised at 

3 and 15 days post parasite inoculation and analyzed by flow 

cytometry. At 3 days post inoculation, the number of granu­

locytes, macrophages and lymphocytes is similar in both 

groups of mice, whereas the number of N K  cells is higher in 

BA788-parasitized mice (Fig. 3). Fifteen days post parasite 

inoculation, we observed a decrease in the numbers of granu­

10“ 10’ 10* 10’ 10< 10’ 10* 10' 
Parasite/lymph node

Fig. 3. Phenotypic composition of leukocyte population recovered from the 

footpad of mice inoculated with L  braziliensis strains. BALB/c mice were 

inoculated with 10‘ promastigotes of either H3227 (black) or BA788 (white) 

in the left hind footpad of BALB/c mice. Three (A) and 15 days (B) post 

inoculation. Leukocytes firom inoculated footpads were analyzed by flow 

cytometry for the presence of lymphocytes, granulocytes, macrophages and 

N K  cells. The data shown arc ftiom a single experiment representative of two 

separate experiments.

locytes and N K  cells, in both groups of infected mice. In 

parallel, diere was an increase in the numbers of both mac­

rophages and lymphocytes in the two groups of mice.

3.4. The BA788 and H3227 L. braziliensis loads differ 
mainly in the lymph node draining the site where they 
were delivered

W e also examined if there was a correlation between 

lesion development and parasite replication. Parasite load 

was estimated in the inoculated footpads and in the draining 

lymph nodes, excised at 6 h, 3, 15 and 30 days post inocula­

tion, for L. braziliensis BA788 and H3227. In the footpad 

(Fig. 4A), the parasite load was similar in both groups of 

mice, but statistically significant differences were observed 

at 6 h and 30 days post inoculation. In mice inoculated with 

H3227 parasites, the parasite load peaked at 15 days, coin-
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Fig. 4. Parasite load estimate ia mice infected with L  hraziliensis strains. BALB/c mice were infected with 10* of either H3227 (black) or BA788 (white) 

promastigotes in die left hind footpad. Footpad.s (A) and popliteal lymph nodes (B) draining the lesion, 3-5 mice per group, were used for analysis of parasite 

load. The data shown, reported as the mean ± standard error of the mean, are from a single experiment representative of three separate experiments. The asterisk 

indicates a significant difference between values from H3227 and BA788 at the same time point as determined by SmdeiU's Mest (_* P<  0.05).

ciding with lesion development. However, at this time point, 

no clinical lesion was observed in mice inoculated with 

BA788, despite a similar parasite load estimate, indicating 

dissociation between parasite replication and lesion develop­

ment. In the draining lymph nodes (Fig. 4B), die parasite load 

was significantly higher in H3227-parasiti2xxi micc, from 6 h 

to 15 days post parasite inoculation. Interestingly, in the 

draining lymph nodes, the parasite load showed a consistent 

increase in both groups of parasitized mice, indicating that 

parasites are able to multiply in these secondary lymphoid 

tissues, regardless of lesion resolution at the upstream site 

where parasites were inoculated and developed, such as that 

seen in H3227-parasitized mice.

When comparing the parasite load estimate within the 

BA788 and H3227 groups, separately, over time, we did not 

find any significant differences in the footpads inoculated 

with H3227. In the footpads inoculated with BA788, how­

ever, there were statistically significant diflferences between 

6 h and 15 days (P < 0.01), 3 and 15 days {P < 0.01) and 

15 and 30 days post inoculation (P < 0.05). Therefore, in the 

footpad, the parasite load estimate found at 15 days post 

inoculation is higher than that found at 6 h, 3 days and 

30 days post inoculation only in mice receiving the BA788 

isolates. In the draining lymph nodes, we did not find any 

statistically significant differences, between the BA788 and 

H3227 isolates when comparing the parasite load estimate.

3.5. At the later time point studied, there is a difference 
between the ex vivo cytokine profiles displayed by 
the leukocytes recovered from lymph nodes draining 
the site of delivery ofBA788 or H3227

The observations that H3227-infected mice controlled the 

cutaneous lesion and that BA788-infected mice did not de­

velop clinical lesions suggest that, in both cases, a Thl-type 

cellular immune response had developed. At 3 and 15 days 

post infection, cells prepared from the lymph nodes draining 

the infection site were incubated with live BA788 or H3227 

promastigotes and were monitored for the production of Thl- 

and Th2-type cytokines. Three days post infection (Fig. 5 A), 

cells from BA788-infected mice produced higher levels of 

both IFN-y (P  < 0.05) and IL-12, than cells from H3227- 

infected mice which, on the contrary, produced higher 

amounts of both IL-4 and IL-10. Fifteen days post-infection 

(Fig. 5B), Thl-type cytokine production was markedly up- 

regulated in H3227-infected mice as shown by the significant 

increase in IL-12 production, in parallel with IFN-y. Cells 

from H3227-infected mice also produced higher amounts of 

both IL-4 and IL-10, the latter showing a significant up- 

regulation at this time point. This up-regulation in IL-10 

production coincides with the time point at which lesion size 

and parasite load detected in tl« footpad reached their peak. 

Moreover, lymph node cell counts were consistently higher 

in H3227 L. braziliensis-'mfe&ed mice than in BA788-
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Fig. 5. Cytokine production by mononuclear cells from mice infected with 

L  brazUieims strdins. BALB/c mice were infected with 10'’ promastigotes 

of either H3227 (black) or BA788 (white) in the left hind footpad. Three (A) 

and 15 days (B)post infection, mononuclear cells (3-5 mice per group) from 

popliteal lymph nodes draining the lesion were incubated with live Leish- 
mania promastigotes and the supematants were assayed for IL-4, IL-10, 

IL-12p70 and IFN-7 production. The data shown, reported as the 

mean ± standard error of the n>ean, are from a single experiment represen­

tative of three separate experiments. Cytokine production of lymph node 

cells from non-infected animals, upon stimulation with live L  hrazUiemis 
promastigotes, was below the detection level of the ELISA kits used; IFN-7 
(55 pg/ml), lL-4 (5.5 pg/ml), IL-10 (3 pg/ml) and IL-12p70 (5 pg/ml). The 

asterisk indicates a significant difference between values as determined by 

Sfiident's f-test (*F < 0.05).

infected mice, at both 3 days post infection (14.8 x 

10“̂ ± 1.6 X 10® vs. 8.1 X 10® ± 0.3 x 10®, respectively) and at 

15 days post infection (24.0 x 10® ± 2.8 x 10® vs. 14.7 x 

10® ± 1.3 x 10®, respectively).

4. Discussion

L. braziliensis parasite populations are extremely diverse, 

as assessed by RAPD-based readout assays 113|. However, 

this diversity is less pronounced among parasite populations 

obtained from areas of geographical proximity 114). Random 

amplification of L  braziliensis H3227 and BA788 D N A  

generated different genomic profiles, including the presence 

oi’ amplification fragments not shared between strains. These 

fragments may constitute nuclear genomic markers for 

strains from these areas. As far as the BA788 and H3227 L. 
braziliensis isolates are concerned, the RAPD-based poly­

morphism can therefore be correlated with their geographical

area of sampling, since the H3327 isolate was sampled from 

Ceará state, while the BA788 isolate was from Bahia state, 

both of which are located in northeastern Brazil, where 

cutaneous leishmaniasis is endemic. In Ceará, the cutaneous 

lesion is accompanied and sometimes preceded by an im­

pressive enlargement of the regional lymph nodes, and the 

term bubonic leishmaniasis has been coined to describe this 

clinical manifestation (201. O f note, in areas where bubonic 

leishmaniasis is more often diagnosed, the lymphadenopathy 

could be the only clinical sign of parasitism |20|. Bubonic 

leishmaniasis is restricted to L  braziliensis-áñw&n parasit­

ism in Ceará; however, regional lymjAadenopathy has also 

been observed in cutaneous leishmaniasis patients from Ba­

hia 120,2I,22|. The immunological parameters coupled to 

these clinical and parasitic features are the presence of high 

levels of Leishmania-reactwe serum antibodies and a 

leishmanin-positive skin test ¡21,22¡.

Relying on the R A PD  polymorphism, we considered it 

relevant to further compare L. braziliensis strains H3227 and 

BA788 isolates using laboratory mice as experimental hosts. 

Transient, non-ulcerated lesions were detected only in 

H3227-parasitized BALB/c mice. This outcome is character­

istic and similar results have been obtained upon the subcu­

taneous delivery of in vitro grown promastigotes of other L. 
braziliensis isolates to BALB/c mice (23-25]. W e did not 

find any correlation between lesion development and parasite 

load: indeed the parasite load in the footpad was not signifi­

cantly different between BA788- and H3227-parasitized 

mice.

H3227-loaded footpads were processed for histological 

analysis at 3 and 15 days post inoculation: an inflammatory 

infiltrate consisting mainly of polymorphonuclear leucocytes 

and macrophages was noticed. The BA788-loaded footpad 

sections exhibited a less intense and more transient leukocyte 

infiltrate (data not shown). Similarly to other L. braziliensis 
strains, the presence of granulocytes and lymphocytes was 

noticed during the first week post inoculation; later, many 

more macrophages and lymphocytes were observed 

(26(.Three days post inoculation, when compared to foot­

pads of H3227-inoculated mice, more N K  leukocytes were 

observed on footpad samples prepared from BA788- 

inoculated mice. N K  leucocj^es are known to produce IFN-y 

and may contribute to resistance to L. braziliensis as previ­

ously shown for L  major ¡271. Moreover, N K  cells are 

detectable as soon as 24 h post inoculation at the site of L  
major delivery in resistant mice (28 ]. Therefore, it is possible 

that the early and higher production observed at the 

site of BA788 parasite delivery is due to the presence of a 

higher number of N K  cells.

Following the in vitro stimulation of lymph node cells, the 

ratio of IFN-y to IL-10 was higher when the cells were 

recovered from BA788-parasitized mice than when the cells 

were recovered from H3227-parasitized mice, at both 3 days 

post inoculation (2.28 vs. 0.24), respectively, and at 15 days 

post inoculation (0.77 vs. 0.15), respectively. These immuno­

logical features are coupled to the outcome of the parasitic



c. Indiani de Oliveira et al. / Microbes and Infection 6 (2004) 977-984 983

processes; while BA788-inoculated mice remain lesion-free, 

the H3227-inoculated mice displayed a transient lesion that 

heals spontaneously. These features of L  braziliensis para­

sites in BALB/c mice have been related to their inability to 

sustain a strong type 2 cytokinc profile |6); this is a main 

difference with the type 2 cytokine profile driven by L. major 
when they are delivered in the same conditions as the ones we 

used in the present study 13].

In conclusion, L. braziliensis isolates differing through 

their R A P D  profiles exhibit differences in clinical features 

and certain immunological parameters once inoculated into 

experimental hosts such as BALB/c mice. The differences in 

clinical features are related to intrinsic properties of the 

parasite isolates such as ability to induce transient lesion and 

to recruit different leukocyte populations to the parasite- 

loaded site. In Ceará state, where H3227 L. braziliensis 
representative isolate was obtained, the lymphadenopathy, 

when diagnosed, could precede the lesion form, whereas in 

Bahia, such lymph node enlargement is not as prominent. 

Interestingly, this in vivo correlate was reproduced in the 

present study, since the lymph node cell counts were consis­

tently higher with the H3227 isolate than with the BA788 

isolate, at both 3 days and at 15 days post inoculation. These 

results reinforce the notion that disease manifestation at the 

site of Leishmania delivery results from a complex interplay 

between genetically determined parasite as well as host 

traits. Studies are now in progress to monitor more relevant 

parasite genetic polymorphism |29].
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