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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Thais Braga Gomes Araujo
A leishmaniose tegumentar americana (LTA) € uma doenca de ampla incidéncia,

cuja principal espécie envolvida € a Leishmania (Viannia) braziliensis. Um modelo
promissor para estudo dessa doenca € o hamster dourado (Mesocricetus auratus).
Resultados prévios de nosso grupo utilizando esse modelo e crescentes indculos do
parasito (104, 10° e 10° promastigotas de L. braziliensis /20 pL) demonstraram que o
tamanho e gravidade das lesdes ndo foram proporcionais ao inéculo e que aos 50
dias de infeccdo, as lesdes ocasionadas pelos indculos de 10° e 108 evoluiram
similarmente. Isso sugere que ha caracteristicas particulares que influenciam no
desfecho e evolucdo da doenca. Baseado nisso, objetivamos descrever as
caracteristicas histopatoldgicas, determinar o perfil de citocinas (IFN y, IL-10, TGF-,
TNF, IL-4 e IL-6) e enzimas (INOS e arginase) em 4h, 24h, 15, 30 e 50 dias pos-
infeccdo (dpi) em peles de hamsters infectados com L. (Viannia) braziliensis. Para
isso, utilizamos técnicas histopatoldogicas e PCR em tempo real. Também
detectamos igG anti-Leishmania por meio de ELISA. Fizemos analises em rede e
paramétrica desses biomarcadores e imunohistoquimica anti-Leishmania as 4h e
24h. Observamos que, o tempo de surgimento das lesbes foi inversamente
proporcional ao in6culo. Contudo, o aspecto e a mediana do tamanho das lesfes e
presenca de IgG foram diretamente proporcionais ao tempo de infeccdo e ao
in6culo. Até 15 dpi, o parasito se replicou ativamente sem sinais clinicos. O
aparecimento de lesdes coincidiu com o aumento de TGF- . A arginase aumentou
até 50 dpi, o que favoreceu a replicacdo parasitaria. Houve também aumento de
INOS na maior parte dos animais nesse periodo, o que ndo conteve a carga

parasitaria. Houve modulagéo positiva de IL-6, IL-10 e IL-4 nos animais dos inéculos



105 e 108, mas n&o nos inoculados com 10* parasitos as 4h. As 24h, houve inducdo
de IFN-y e TNF. Foram observadas as 4h antigenos de Leishmania fragmentados e
as 24h algumas amastigotas integras. A anélise multivariada mostrou que IFN-y foi a
Unica citocina que impactou na evolucéo clinica. As analises de rede mostraram que
os animais infectados com 10% promastigotas/20 pL e aqueles que,
independentemente da carga parasitaria evoluiram com controle da doenca tiveram

um maior numero de interagfes positivas.

Palavras-Chave: Leishmania (Viannia) braziliensis; Hamster dourado; Citocinas;
INOS; Arginase.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN PARASITIC BIOLOGY

Thais Braga Gomes Araujo

American cutaneous leishmaniasis (ACL) is a wide-incidence disease, mainly
caused by Leishmania (Viannia) braziliensis. Golden Hamster (Mesocricetus auratus)
has showed up as a promising model to study this disease. Previous results from our
group using increasing parasite (104, 10° and 108 L. braziliensis promastigote/20 uL)
inoculum in this model demonstrated that injuries’ size and severity were not
proportional to the inoculum, and that on the 50th day of infection, injuries induced by
10°% and 10° inoculum had similar development. This data suggests that particular
characteristics have an effect on ACL outcome and evolution. Thus, we aimed to
describe histopathological characteristics, and to determine the profile of cytokines
(IFN vy, IL-10, TGF-B, TNF, IL-4 e IL-6) and enzymes (iINOS and arginase) at 4h, 24h,
15 days, 30 days and 50 days post-infection (dpi) in hamster’s skin infected with L.
(Viannia) braziliensis. Therefore, we used histopathological techniques and real-time
PCR. Also, we detected anti-Leishmania igG through ELISA. At 4h and 24h post-
infection, we performed network and parametric analyses, and anti-Leishmania
immunohistochemistry. The time of injuries’ onset was inversely proportional to the
inoculum. However, aspect and size of injuries, and IgG presence were directly
proportional to the time of infection and inoculum. Until 15 dpi, parasite actively
replicated without any clinical signs. However, injurie’s onset coincided with TGF-3
increase. Arginase increased up to 50 dpi, which worked in favor of parasitic
replication. During this period, most animals presented an iINOS increase, which did
not prevent parasitic replication. There was positive modulation of IL-6, IL-10 and IL-
4 on models infected with 10° and 10° inoculums, but not on those inoculated with
10* parasites, at four hours post infection. Within 24h, there was IFN-y and TNF

Xii



induction. In addition, at 4h post-infection, we observed Leishmania fragmented
antigens, and at 24 hours, some intact amastigotes. Multivariate analysis showed
that IFN-y was the only cytokine that actually impacted clinical evolution. Network
analysis showed that animals infected with 10* promastigotes/20 pL inoculum, and
those who have evolved to disease control, regardless of parasite load, had a greater
number of positive interactions.

Keywords: Leishmania (Viannia) braziliensis; Golden hamster; Cytokines; iNOS;

Arginase.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas gerais das leishmanioses

1.1.1. Aspectos epidemiologicos das leishmanioses

A leishmaniose é uma doenca infecciosa que afeta milhares de pessoas ao
redor do mundo e esta incluida na lista de doencas negligenciadas da Organizagao
Mundial da Saude (WHO, 2018). Sua ocorréncia esta intimamente associada a
fatores socioecondmicos, tais como pobreza, desmatamento, urbanizacdo
acelerada, habitagBes precarias, movimentos migratérios, ma nutricdo, dentre outros
(WHO, 2018).

Anualmente, sdo reportados cerca de 900.000 - 1,3 milh&o de novos casos de
leishmaniose no mundo, sendo que 50.000 casos evoluem a o6bito, especialmente
decorrente da forma visceral da doenca, quando ndo tratados. Ha,
aproximadamente, 20 espécies de Leishmania spp. causadoras da doenca em
humanos e mais de 70 espécies animais constituem-se reservatorios do parasito
(WHO, 2018). Estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam sujeitas a
desenvolver a doenga, uma vez que esta é endémica em 102 paises ou territorios e
ha casos notificados nos cinco continentes (OPAS, 2019). Atualmente, as
leishmanioses estdo entre as seis doengas infecto-parasitarias de maior impacto
mundial. Dentre as doencas causadas por protozoarios, esta na segunda colocacéo
dentre as doencas notificaveis de maior importancia meédica, perdendo apenas para
a maléria em numero de mortes (Ghorbani; Farhoudi, 2018).

A Leishmaniose visceral (LV) é a forma mais grave da doencga, a qual, se ndo
tratada, levard o portador a 6bito em mais de 95% dos casos. Anualmente, ocorrem
cerca de 0,2 a 0,4 milhdo de novos casos de LV no mundo (Anversa et al., 2018).
Mais de 90% desses ocorrem nos seguintes paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia
india, Suddo do Sul e Sud&o. No Brasil, somente no ano de 2017 (ano mais recente
de vigilancia), foram reportados 4.103 casos de LV no Brasil, sendo que a maior
parte ocorreu na regido Nordeste (44,5%), em pacientes do sexo masculino (64,8%)
e 48,9% dos casos ocorreram em criancas de 0-9 anos. Outro dado importante é
gue 7,8% dos pacientes encontram-se coinfectados com o virus HIV (Ministério da
Saude, 2017a).



A Leishmaniose tegumentar (LT), por sua vez, destaca-se por representar a
grande maioria dos casos de leishmaniose e por ser uma doenca dermotropica de
grande impacto fisico e social. Ela é um agravo de saude publica em 85 paises, com
cerca de 0,7 a 1,3 milhdo de novos casos no mundo. A Figura 1 evidencia a
incidéncia da forma cutanea desta doenca a nivel global. No Brasil, entre os anos de
2001 a 2017, a média anual de novos casos foi de 55.317. A doenca afeta
majoritariamente o sexo masculino (72,7% dos infectados em 2017). Porém, ao
contrario da LV, apenas 8% dos casos ocorrem em menores de 10 anos,
constituindo-se uma doenca que tem caracteristicas ocupacionais. Estima-se que
0,7% dos pacientes diagnosticados com LT estejam coinfectados com o virus HIV
(Ministério da Saude, 2017b).

Nimare da novea casos de IO reportades, 2018
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Figura 1: DistribuicAo geogréfica da leishmaniose cutdnea no mundo. Fonte: Adaptado de
Organizacdo Mundial da Saude (WHO) (2018).

Em relacdo a Leishmaniose tegumentar americana (LTA), h4 trés padrdes
epidemiolégicos de transmissao bem definidos: 1. transmissao silvestre: zoonose em
animais silvestres que acomete o homem quando este adentra em éareas de
vegetacdo; 2. transmissdo ocupacional e de lazer: zoonose que ocorre quando ha
atividades de exploracdo da floresta para desenvolvimento de hidrelétricas,

pecuéria, instalacdo de povoados, treinamentos de cunho militar, ecoturismo, etc.; 3.
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transmissao rural e Peri urbana: transmissdo associada a migracdo e a construcao
de casas em centros urbanos proximos a matas residuais (Ministério da Saude,
2017b: OPAS, 2019).

1.1.2. Agente etioldgico e ciclo biologico

Os agentes causadores da leishmaniose séao parasitos do género Leishmania,
0s quais ocupam a seguinte classificagéo filogenética: Reino: PROTISTA, Sub-reino:
PROTOZOA, Classe: ZOOMASTIGOPHOREA, Ordem: KINETOPLASTIDA, Familia:
TRYPANOSOMATIDAE, Género: Leishmania, Subgéneros: Leishmania e Viannia,
(Rey, 2010). H4, aproximadamente, 22 espécies patogénicas aos humanos e 15
delas sdo encontradas nas Américas (WHO, 2018). Os parasitos do género
Leishmania sdo heteroxenos e possuem duas formas evolutivas durante o seu ciclo
de vida: promastigotas e amastigotas. Sdo dotados de uma organela chamada
cinetoplasto (por isso pertencem a ordem Kinetoplastida), a qual € bem evidente em
ambas as formas e uma Unica mitocondria presente nesses parasitos (Simpson,
1987; Stuart; Feagin, 1992). A forma promastigota é extracelular, possui flagelo livre,
corpo alongado e mede cerca de 14 a 20 um. Ja a amastigota € intracelular, ovoide,
imovel (apresenta flagelo internalizado) e possui entre 2,1 a 3,2 um de comprimento
(Pessoa; Martins, 1982).

Os vetores de Leishmania spp. sdo fémeas de flebotomineos infectadas.
Esses animais sdo pequenos insetos que pertencem a ordem Diptera, familia
Psycodhiae, subfamilia Phlebotominae, géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e
Lutzomyia (Novo Mundo) (Torres-Guerrero et al., 2017). O habito alimentar principal
desses animais é a fitofagia. Contudo, as fémeas necessitam da hemoglobina para
maturar seus ovos, apos a copula, e por isso buscam hospedeiros vertebrados para
obter sangue. E nesse momento que adquirem o parasito ou que o inoculam em um
novo hospedeiro (Pace, 2014).

Ao picar um hospedeiro infectado, essas fémeas adquirem o parasito na
forma amastigota. Estas migram para o intestino médio do inseto, aonde dao origem
a forma promastigota prociclica. ApGs, esta forma é convertida a promastigota
metaciclica, mais infectante, em um processo chamado metaciclogénese (Silva
Junior et al., 2015; Bates, 2018). Além do aumento da infectividade, durante este

processo, 0 parasito sofre mudangas morfolégicas, bioquimicas e de expresséo
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génica. Dentre as mudancas mais proeminentes, pode-se destacar a expressao da
metaloprotease de superficie GP-63, uma glicoproteina dependente de zinco
também conhecida como leishmaniolisina, a qual regula negativamente a atividade e
funcdo de células do sistema imune inato do hospedeiro. Outra molécula importante
gue é expressa € o lipofosfoglicano (LPG), que tem acdo negativa direta sobre a
funcdo dos macrofagos (Olivier et al, 2012). Essas mudancas estdo relacionadas
com uma maior viruléncia do parasito e maior capacidade de sobrevivéncia a acao
do sistema imunolégico (Sacks, 1989). De fato, promastigotas metacilcicas sdo mais
infectivas aos macréfagos e mais resistentes a lise mediada pelo sistema
complemento (Zakai et al., 1998). Por fim, a forma promastigota metaciclica podera
ser inoculada em outro hospedeiro durante um novo repasto sanguineo (Pace,
2014).

No hospedeiro vertebrado, a forma promastigota metaciclica é fagocitada por
células do sistema monocitico fagocitario, sobretudo macrofagos, onde ficam
abrigadas nos fagolisossomos e ddo origem a forma amastigota. Esta forma se
multiplica ativamente no interior dessas células por meio de divisdo binaria, o que
causa o seu rompimento. As amastigotas recém-formadas ficam entdo livres para
serem internalizadas por novos fagocitos. Caso esse hospedeiro seja novamente
picado por um flebotomo, este ira adquirir as formas amastigotas, reiniciando o ciclo
(Pace, 2014) (Figura 2).
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Figura 2: Ciclo bioldgico de Leishmania sp., ressaltando as formas evolutivas do parasito e os
hospedeiros humano e invertebrado. Fonte: Adaptado de CDC (2017).

1.1.3. Formas clinicas da leishmaniose

As formas evolutivas nas diferentes espécies de Leishmania sao
morfologicamente muito similares e, dependendo dos tipos celulares envolvidos na
infeccdo e da resposta imune do hospedeiro, podem causar as duas formas clinicas
ja citadas: leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose tegumentar. Na LV, o0s
parasitos, apos infectarem os macréfagos da pele e se multiplicarem, provocam sua
lise e se disseminam para a corrente sanguinea. Por via hematogénica, podem
entdo atingir células mononucleares fagociticas do reticulo endotelial de o6rgaos
como baco, figado e linfonodos (Wilson et al., 2005; Carrillo et al., 2014, Ibrahim et
al., 2014). Quando a infeccdo se restringe a pele e a mucosas, no entanto, a
manifestacdo da doenca ocorre na forma tegumentar (LT), uma vez que O0sS
macrofagos residentes repletos de parasitas sofrem lise celular e as amastigotas
formadas infectam apenas macrofagos vizinhos (Alexander; Russel, 1992). Vale

5



ressaltar que a inoculacdo do parasito ndo significa necessariamente que o
hospedeiro ira desenvolver leishmaniose, pois este pode tornar-se um individuo
assintomético, uma vez que o estabelecimento da doenca depende de fatores
inerentes ao parasito e também ao status imunolégico do paciente, isto €, depende
da interacao parasito-hospedeiro (Conceicéo-Silva; Morgado, 2019).

A LV é caracterizada por um periodo de incubacdo que varia de duas
semanas a oito meses. As principais espécies envolvidas na doenca sao L. infantum
e L. donovani. Os sintomas frequentemente observados incluem
hepatoesplenomegalia, perda de peso progressiva, febre, anemia e linfadenopatia.
No comeco da infeccdo, os sintomas sao inespecificos. Com a evolucédo da doenca,
observa-se persisténcia da febre associada a perda de peso, anorexia, palidez
cutanea, edema abdominal e hepatoesplenomegalia severa. Devido aos 6rgaos
afetados, pode haver a presenca de leucopenia, hipoalbunemia, trombocitopenia e
hipergamaglobulinemia (Sundar; Singh, 2018). Esse quadro clinico pode favorecer
hemorragias, 0 que associado a infec¢des oportunistas, pode agravar o estado geral
do paciente e leva-lo a morte. Por isso, o diagnostico diferencial e a intervencao
terapéutica precoce sdo de suma importancia. (OPAS, 2019).

A LT, por sua vez, pode ser subdividida em cinco apresentacdes clinicas:
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose
cutanea disseminada, leishmaniose cutanea atipica e leishmaniose mucosa (LM)
(Da-Cruz; Pirmez 2013).

O primeiro sinal da LC € a presenca de uma macula no local aonde o vetor
realizou o repasto sanguineo no individuo. Ao redor deste, ha uma regidao com
bordas mais claras, as quais sdo bem evidentes. Este sinal clinico é uma reacao
normal a saliva do inseto, ndo representando necessariamente que este esta
infectado. Com o passar do tempo, caso haja a presenca do parasito, a macula da
origem a uma papula que evolui, formando um nodulo arredondado e indolor, o qual
posteriormente sofre ulceracdo. Uma Ulcera tipica é indolor, apresenta fundo rosado,
tecido granulomatoso, arredondado, de bordas irregulares e elevadas (Gontijo;
Carvalho, 2003). Caso haja uma infec¢éo bacteriana secundaria, € possivel observar
a presenca de uma secrecao purulenta nas ulceras (Handler et al., 2015). As lesdes,
por sua vez, podem evoluir para a cicatrizacdo central e reativacdo nas bordas
(figura 3). O teste de Montenegro nesse estagio é positivo. Outro sinal que aparece

em concomitancia com os nodulos ou até mesmo antes destes, € a presenca de
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linfadenopatia, sobretudo nos ganglios linfaticos regionais. A doencga tem um periodo
de incubagcdo que varia de 2 semanas a 2 meses. Os agentes mais comumente
relacionados a essa forma clinica sdo: Leishmania braziliensis, L. panamensis, L.
peruviana, L. guyanensis, L. venezuelensis, L. mexicana, L. amazonensis e L.
pifanoi (Rey, 2010).

Figura 3: Diferentes estagios de evolucéo clinica da leishmaniose cutanea. A: pequeno nédulo
ulcerado, com bordas elevadas; B: Ulcera arredondada, com bordas elevadas, fundo granuloso e
eritematoso. C: lesdo cicatrizada, apresentando aspecto liso e brilhante, hipocrédmica ao centro e
hiperpigmentada na periferia. Adaptado de OPAS (2019).

A leishmaniose cutanea disseminada, por sua vez, € uma forma menos
comum da doenca, mas que vem sendo cada vez mais descrita, sobretudo na Bahia
(Silva et al., 2017). No inicio da infec¢do, o individuo apresenta lesdes tipicas de LC.
Com o passar do tempo, devido a disseminagdo linfatica e hematogénica, ha o
aparecimento de lesGes secundarias, geralmente longe das primarias (mecanismo
metastatico) e com aspecto que lembram acnes. Estas lesbes sao numerosas e
geralmente associadas a espécie L. braziliensis, L. panamensis, mas também sao
descritas sendo ocasionadas em infec¢des por L. amazonensis, L. guyanensis e L.
mexicana (Hashiguchi et al., 2016; Scorza et al., 2017; OPAS, 2019).

J4 a leishmaniose cutaneo-difusa € caracterizada por uma resposta
imunoldgica insuficiente frente & infec¢do. O individuo infectado apresenta lesdes
numerosas e repletas de parasitos. Na fase inicial, ha o aparecimento de placas ou
papulas em uma pequena superficie do corpo, que podem se estender para outras
areas em alguns poucos meses. As placas lembram lesbes de hanseniase
lepratomatosa. O tratamento dessa forma clinica é dificil e muitas vezes o paciente
apresenta diversas recaidas. A espécie comumente associada é a L. amazonenses,
além de L. mexicana (Goto; Lindoso, 2010; OPAS, 2019;).



A leishmaniose cutanea atipica, por sua vez, apresenta lesbes com um
padrdo diferenciado. Essas sao circulares, cronicas, ndo ulceradas e geralmente
associadas a espécie L. infantum. Esta forma clinica esta sendo descrita em
Honduras (Flores et al., 2020)

A leishmaniose mucosa é uma forma clinica grave, capaz de causar
deformacBes que comprometem o estado fisico e a interacdo social do paciente.
Geralmente, surgem cerca de dois a cinco anos apoés a infeccao primaria, aparente
ou assintomatica, uma vez que existem pacientes que apresentam lesdes mucosas
sem um histoérico da forma cutanea da doenca (Gontijo; Carvalho, 2003). Alguns
individuos, contudo, podem apresentar essa forma clinica juntamente com a leséo
cutédnea, e neste caso denominamos leishmaniose mucocutdnea. As lesbes
mucosas costumam surgir primeiramente na cavidade nasal. O paciente apresenta
obstrucdo nasal, eritema, edema, dentre outros sinais, que com 0 tempo irdo
aumentar de tamanho e evoluir. O septo nasal frequentemente é perfurado e a pele
do nariz pode se tornar espessa e edemaciada, dando origem a fascies
leishmanidtica, também conhecida como “nariz de anta ou tapir” (Lessa et al., 2007).
Pode haver comprometimento também da cavidade oral, faringe e laringe, o que
causa uma seérie de deformidades e mutilacdes, as quais podem impedir ou dificultar
a respiracao, fonacdo e alimentacdo. Em casos muito graves, o paciente pode vir a
Obito por asfixia, infeccbes oportunistas ou por pneumonia associada a
broncoaspiracéo (Bustos et al., 2016). Esta forma clinica geralmente esta associada
a L braziliensis, o que leva a inferir que fatores inerentes a esse parasito sao cruciais
para o aparecimento da infeccdo. A forma mucosa associada a L. guyanensis foi

descrita na regido Amazonica (Guerra et al., 2011, 2015).

1.1.4. O Modelo Experimental Hamster Dourado (Mesocricetus auratus)

A espécie animal Mesocricetus auratus, também conhecida como hamster
dourado ou hamster sirio, € uma espécie bastante (til as pesquisas biomédicas,
sobretudo devido as suas caracteristicas anatbmicas e fisiolégicas singulares.
(Valentine et al., 2012). Os hamsters possuem a bolsa julgal, uma invaginacdo nas
bochechas que Ihes serve para armazenar comida, mas que, por ser um sitio
imunoldgico privilegiado, também pode ser utilizada para estudos imunopatolégicos.

Dentre as aplicacbes ja descritas na literatura, estdo: estudos relacionados ao
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cancer (Garabalino et al., 2019), estudos de microcirculacdo (Castiglione et al.,
2018), pesquisas com doencas infecciosas e parasitarias (Arruda et al., 2002), teste
de fitoterdpicos (Koohi-Hosseinabadi et al., 2017), dentre outras.

O tamanho do hamster também favorece uma visualizacdo mais apurada dos
sistemas bioldgicos, incluindo o sistema reprodutor, quando comparado, por
exemplo, a camundongos. Eles sao relativamente livres de patdgenos naturais, mas
altamente suscetiveis a patdégenos experimentais (Valentine et al., 2012).. Além
disso, por ser um modelo outbread, isto €, que apresenta heterogeneidade genética,
desenvolve uma série de doencas hereditarias que se comportam de forma muito
semelhante as doencas humanas. Ademais, apresenta facil manuseio em
laboratério. Vérias doencas parasitarias tém sido estudadas nesse modelo
experimental, tais como doenca de Chagas (Cabrine-Santos et al., 2001),
leishmaniose (Santos et al., 2018; Silva et al., 2013; Ribeiro-Roméo et al., 2014),

amebiase (Nakda-Tsukui et al., 2018), Covid-19 (Sia et al., 2020), dentre outras.

1.1.5. O hamster dourado como modelo da Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA)

A LTA, como ja citada anteriormente, € uma doenca de ampla incidéncia no
territério nacional, tendo grande importancia epidemiolégica. Os estudos utilizando
animais experimentais sdo necessarios para entendermos 0s aspectos de sua
imunopatogénese e caracteristicas que levam a diferentes desfechos clinicos (o que,
devido a fatores éticos, ndo podem ser abordados em pacientes), bem como
investigar novas formulacdes de medicamentos e candidatos vacinais. A espécie de
Leishmania mais comumente associada a essa forma clinica é a L. braziliensis e
modelos animais, tais como roedores (camundongos e ratos) apresentam-se pouco
suscetiveis a essa espécie. Outros animais como cées e primatas ndo humanos sao
suscetiveis, porém, apresentam dificuldades no manuseio e alto custo de
manutencdo em laboratoério (Loria-Cervera, Andrade-Narvaez, 2014). Até mesmo o
BALB/c, espécie de camundongo mais suscetivel a L. braziliensis, apresenta lesbes
brandas, que evoluem para a resolucdo espontanea, dificultando estudos de longo
prazo e ndo mimetizando a doenga humana (Moura et al., 2005) (Figura 4).

O modelo hamster dourado, contudo, apresenta alta suscetibilidade a

L. braziliensis (Figura 4) e a outras espécies do subgénero Viannia, tais como
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L. panamensis (GOomez-Galindo; Delgado-Murcia, 2013) e L. guyanensis (Teixeira et
al.,, 2019). Além disso, esse modelo ja é utilizado h4 muitos anos no estudo das
leishmanioses, sobretudo ocasionadas pelas espécies L. donovani e L. infantum,
espécies associadas a forma clinica visceral (Kauffmann et al., 2016; Celeste et al.,
2017).

Baseado nisso, nosso grupo vem realizando estudos no sentido de entender
a histéria natural da infeccdo por L. braziliensis neste modelo, que foi apontado
como adequado para tais estudos (Mears et al., 2015). Silva e colaboradores (2013),
demonstraram que este modelo apresenta semelhanca com a doenca humana em
diversos aspectos, sobretudo na evolucdo e no grau de integridade dos tecidos.
Andlises histopatolégicas demonstram a presenca de Ulceras, reacgdo
granulomatosa, bem como tendéncia a visceralizagdo em animais mais graves
(Ribeiro-Romao et al, 2014), assim como observado em humanos

imunocomprometidos (Gontijo et al, 2002; Silva et al, 2002)
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Figura 4: Comparacédo entre a evolucdo das lesdes causadas por Leishmania (Viannia) braziliensis
no modelo Balb/C (A) e no hamster dourado (B), mostrando que neste Ultimo as lesdes apresentam
curso crénico e progressivo Fonte: Adaptado de Moura et al. (2005) e Ribeiro-Roméao et al. (2014).
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Ribeiro-Roméo e colaboradores (2014), demonstraram a relacdo entre o
indculo inicial com o tempo de surgimento das lesbes. Neste trabalho, os hamsters
foram infectados com diferentes e crescentes in6culos (104, 10° e 10°) de
L. braziliensis. Na ocasido, foi visto que o tempo de surgimento de lesdes foi
inversamente proporcional a concentracdo de parasitos utilizada para infecta-los.
Assim sendo, animais infectados com o inéculo de 108 parasitos desenvolveram
lesdes mais precocemente do que os que foram infectados com os inéculos de 10°e
10%. No entanto, foi visto que o tamanho e gravidade das lesdes néo foi proporcional
ao tamanho do in6culo em todos os animais de estudo, havendo alguns que foram
infectados com um pequeno inéculo e desenvolveram lesdes tdo ou mais graves do
gue aqueles que foram infectados com mais parasitos e vice-versa. Outro dado
intrigante € que, aos 105 dias de infecgéo, as lesbes ocasionadas pelos inoculos de
10° e 105 a despeito da grande diferenca no nimero de parasitos, evoluem
clinicamente de forma semelhante. O mesmo achado foi encontrado por Vieira
(2017), porém aos 50 dias. Esses resultados talvez sugiram que a resposta imune
desencadeada nas fases iniciais da doenca, bem como o in6culo e fatores
intrinsecos ao parasito e ao hospedeiro contribuam para o desfecho em fases mais
tardias.

Outros grupos tém estudado a evolucdo da leishmaniose causada por
L. braziliensis nesta espécie (Santos et al., 2018; Régo et al., 2019; Montoya et al.,
2018), contudo, a falta de insumos imunoldgicos, tais como anticorpos monoclonais
para uso em imunohistoquimica ou citometria de fluxo, seja um fator preponderante

para a ndo consagracao do modelo.

1.1.6. Resposta Imune Inicial na Leishmaniose Tegumentar Americana e

Imunopatogénese no modelo hamster

A resposta imune frente aos antigenos de Leishmania € um processo
complexo que envolve participacdo tanto de células do sistema imune inato quanto
do adaptativo. Logo apds a inoculacdo do parasito pelo fleb6tomo na pele do
hospedeiro, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por uma variedade de
células residentes, principalmente células dentriticas e macrofagos, onde ficam
localizadas nos fagolisossomos (Von Stebut; Tenzer, 2017). Logo ap6s, h4d um

recrutamento de neutrofilos para o local de infecgdo. Esse recrutamento se da
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primeiramente pelo dano tecidual causado pela insercdo da proboscite na pele e
também pela prépria saliva do animal, que contém fatores anti-hemostéaticos
(vasodilatadores e anticoagulantes) (Peters et al., 2008; Peters; Sacks, 2009). H&
evidéncias de que neutréfilos jA sdo encontrados nos primeiros 30 minutos de
infeccdo e os parasitos sdo detectados nessas células até 18h apos infeccéo
(Bruschi et al., 2018; Peters et al., 2008). O papel desses neutrofilos parece ser
bastante controverso. Os neutrofilos sdo células fagociticas do sistema imune que
tém atividade microbicida principalmente através da producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs). No entanto, o parasito desenvolveu mecanismos de evasao do
sistema imune. No interior dos neutrofilos, eles podem escapar para compartimentos
ndo liticos, além de expressar nucleases, que inibem NETS (do inglés Neutrophil
extracellular traps, isto €, armadilhas extracelulares com funcdo microbicida
produzidos por neutréfilos) (Chagas et al.,, 2014). Por fim, ainda exploram a
fagocitose de neutrofilos apoptéticos por macréfagos, o que faz com que esses
neutréfilos sirvam de “cavalo de tréia” para infeccdo de macréfagos (Ritter et al.,
2009). Esse termo se refere ao fato de o parasito utilizar os neutréfilos como um
artificio silencioso para infectar outras células, sobretudo macréfagos. De fato,
estudos conduzidos por Peniche e colaboradores (2017) demonstraram que na
infecgdo por L. panamensis utilizando o modelo hamster, ha um primeiro infiltrado
neutrofilico importante no periodo de 2h-6h pés infeccdo e depois uma segunda
onda entre 16 e 22 dias apo0s a infeccdo. A presenca dessas células no sitio da
infeccdo, em nenhum dos periodos, foi suficiente para conter a infec¢cdo ou controlar
a carga parasitaria.

Em momentos mais tardios, ocorre o recrutamento de macréfagos e
monocitos para o sitio de infeccdo. Esse recrutamento ocorre em parte pela
degranulacdo de neutrofilos infectados e também por fatores quimiotaticos
produzidos por eles, tais como a MIP-1 (proteina inflamatérias de macréfago1pB, do
inglés macrophage inflamatory protein 1B) (Von Stebut et al., 2003; Meira; Gedamu,
2019). Esses macrofagos constituem-se as principais células hospedeiras. Dentro
dos macrofagos, as promastigotas se diferenciam em amastigotas e se replicam
ativamente dentro dos fagolisossomos. Estas amastigotas causam a ruptura do
macroéfago, liberando-as no meio extracelular, onde estas podem ser revestidas por
imunoglobulinas e capturadas por outros fagocitos através do receptor FC, uma

estratégia que parece favorecer a sobrevivéncia do parasito (Wetzel et al., 2012).
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Figura 5: Recrutamento da resposta imune inata durante a infeccéo por Leishmania.

IL-1B3: interleucina 1 beta; IL-8: interleucina 8; MIP-1[3: proteina inflamatéria de macréfago 1 beta,
qguimiocina que atrai macrofagos; TNF-a: fator de necrose tumoral alfa; Adaptado de Meira e Gedamu
(2019).

A interacdo entre as diferentes células do sistema imune do hospedeiro e
fatores do parasito parecem ditar qual sera o desfecho da infeccdo. A participacdo
do sistema imune adaptativo se da pela ativacdo de diferentes tipos de células T. A
diferenciacéo de células TCD4+ em células T helper do Tipo 1 (TH1) esta associada
com uma resposta predominantemente pro-inflamatoria, que esta relacionada a
secrecao de citocinas como IFN-y, TNF, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18, IL-23. Essas ativam
os macréfagos, aumentando a producdo de EROS e de espécies reativas de
nitrogénio, o que esta relacionado com a destruicdo parasitaria. Ja a diferenciacéo
dessas células em um perfil T helper do tipo 2 (TH2), estd associada com a
producdo de citocinas anti-inflamatorias, tais como IL-4, IL-13, IL-5, que estdo
associadas a replicacdo e sobrevivéncia do parasito no macréfago. No entanto, a
ativacao exacerbada de células Thl pode levar a danos no tecido do hospedeiro,
assim como a producdo moderada de citocinas anti-inflamatérias pode mitigar as
reacOes inflamatdrias e acelerar o processo de cura. As células T regulatérias (Treg),
também apresentam papel crucial na infec¢do, produzindo citocinas regulatorias, tais
como TGF- e IL-10 que podem contribuir para a progresséo da doenca ou retracao,
dependendo da espécie de Leishmania associada e de fatores genéticos do
hospedeiro. (Maspi et al., 2016; Bahrami et al., 2018) (Figura 5).
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A producédo de o6xido nitrico (NO) e de outras espécies reativas de oxigénio
por macrofagos € um mecanismo bastante eficiente de eliminacdo do parasito.
Macréfagos M1 séo caracterizados por uma resposta efetora aos antigenos de
Leishmania. Eles expressam a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), que
metaboliza o substrato L-arginina em oxido nitrico (NO) e citrulina. Ja macrofagos
M2 sao caracterizados pela expressdo da enzima arginase, a qual hidrolisa a L-
arginina em ornitina e ureia. Como essas duas enzimas competem entre si pelo
substrato L-arginina, fica claro que, devido a inducdo da produgédo de NO, a INOS
estad relacionada com um maior controle da infeccdo, enquanto a arginase, a

sobrevivéncia do parasito (Rath et al., 2014; Gogoi et al., 2016) (figura 6).
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Figura 6. Resumo da resposta imune celular e producéo de citocinas na infeccdo por Leishmania spp.
Fonte: Adaptado de Maspi et al. (2016) e Meira e Gedamu (2019).

1.2. Justificativa

Atualmente, grande parte do que jA se sabe sobre a LTA ocasionada por
L. braziliensis advém do estudo com pacientes. No entanto, investigar a doenca em

humanos na fase subclinica muitas vezes nao € possivel, pois o paciente s6 procura
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auxilio médico apos a lesédo ja ter sido estabelecida. Nesse sentido, utilizar modelos
animais pode ser bastante Util para estudar, com maior precisdo, o desenvolvimento
da doenca. Para isso, é necessario que o animal seja suscetivel a infeccdo e
apresente curso clinico semelhante ao observado em humanos. Nosso grupo vem
demonstrando no modelo hamster-L. braziliensis que a lesdo cutanea tende a
cronificar com o tempo, o que também é reportado na infeccao humana. Além disso,
por ser um modelo ndo isogénico, mimetiza a diversidade genética e de desfechos
clinicos observada nos seres humanos. Esse Ultimo fator apresenta especial
relevancia, pois identificar que fatores individuais levam a progressao da doenca e
guais levam a cura espontanea pode ser util para formular novas estratégias de
tratamento, além de ser fundamental para o estabelecimento de prognéstico e de
estratégias vacinais. Por esta razdo este projeto tem o propdsito de realizar analises
in situ das lesbes experimentais de leishmaniose cutanea, visando identificar
padrdes histoldgicos e de citocinas que influenciam no controle e na progressao da

doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Identificar, por analise histologica e perfil de citocinas, padrdes de estrutura
tecidual em lesdbes de pele de hamsters dourados causadas por
Leishmania (Viannia) braziliensis que evoluiram para a cura espontanea ou para a

cronificacao.

2.2.0Objetivos especificos

e Descrever as caracteristicas histoldgicas do infiltrado inflamatério observadas
nas fases iniciais (4h e 24h), precoces (15 e 30) e tardias (50 dias) da infeccéo
desafiadas com diferentes inéculos (104, 10° e 109 do parasito em lesdes de
pele, visando identificar o grau de comprometimento tecidual associado as
diferentes cargas infectivas;

e Determinar se o perfil de citocinas (IFNy, IL-10, TNF, TGF-B, IL-6, IL-4) e de
enzimas (INOS e arginase) expresso nas lesdes cutaneas de animais que
tiveram capacidade de controlar a infeccédo difere daqueles que evoluiram com

lesé@o progressiva;

e Detectar a presenca do parasito em fragmentos de pele nas fases iniciais (4h e
24h) da infeccdo em animais desafiados com diferentes inéculos (104, 10° e
109) de L. braziliensis, com o objetivo de identificar as rotas de disseminacéo

do parasito nesses tempos iniciais;
e Utilizar andlises multiparamétricas para identificar uma assinatura clinico-

laboratorial que permita propor mecanismos imunopatolégicos que sejam

importantes na evolucdo da infeccao.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado com amostras biologicas provenientes de dois
protocolos de pesquisa: 1) Analise de amostras obtidas no contexto do projeto de
pesquisa do qual fez parte a dissertacdo de mestrado de Vieira (2017, Programa de
Pé6s-graduacdo em Biologia Parasitaria) (itens 3.1 a 3.5); 2) Amostras biolégicas
obtidas no projeto de pesquisa relativo a esta dissertacdo (itens 3.6 em diante).
Foram utilizados dados clinicos, parasitologicos, histolégicos e imunolégicos obtidos
previamente. A figura 7 sumariza o desenho experimental do presente trabalho.
Esses estudos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais sob
licenga niumero 10C 032/15 (CEUA-IOC) e LW11/11 (CEUA-FIOCRUZ).

Desenho experimental - .
- I
| - LS
104, 105 e 10° promastigotas ' d p
Leishmania (V.) braziliensis P -
et
| —
Eutanasia Eutanasia Eutanasia Eutanasia
96 animais o E— : |
16 animais FASE INICIAL FASE PRECOCE FASE TARDIA
controle
104
108

Figura 7. Desenho experimental do presente estudo.

3.1. Parasitos utilizados para infecgcéo

Foi utilizada a cepa (MCAN/BR/98/R619) de L. (V.) braziliensis, proveniente
de um mesmo lote de congelamento, cultivada em meio Schneider (Sigma Chemical
Co., Saint Louis, MO, EUA) acrescido de L-glutamina (Immol L), antibidtico
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(penicilina: 200u mL?; estreptomicina: 200ug mL 1), soro fetal bovino (20%) (Cultilab,
Campinas, BR) e 2% de urina humana masculina filtrada, em temperatura de 27°C,
durante 4-5 dias, até que os parasitos atingissem a fase estacionaria de

desenvolvimento da terceira passagem in vitro.

3.2. Animais de experimentacao

Utilizou-se hamsters do sexo feminino, com idade entre 6 e 8 semanas e peso
aproximado de 90 g, provenientes do Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ). Os animais foram alocados no biotério de
experimentacdo animal do Pavilhdo Carlos Chagas IOC/Fiocruz, em gaiolas
apropriadas para hamsters em numero de quatro animais por gaiola.

Foram utilizados 96 animais infectados (quatro/grupo): a) um experimento
para 4 e 24 horas pos-infeccao (dpi); b) dois experimentos para 15, 30 e 50 dias
pos-infeccdo (dpi). Doze animais inoculados com tampéo fosfato-salino (PBS,

Phosphate Buffered Saline) foram utilizados como controle.

3.3.Infeccdo experimental dos hamsters por Leishmania (Viannia)

braziliensis

Os animais passaram por um periodo de aclimatacao no biotério durante uma
semana. Apos esse periodo, foram inoculados no dorso da pata posterior direita com
formas promastigotas de L. braziliensis na fase estacionaria de crescimento,
suspensas em PBS estéril, nas concentracdes de 104 10° e 10° parasitos por
inéculo, num volume de 20 pL por via intradérmica, com o auxilio de seringa e
agulha hipodérmica Ultra-fine de 8 mm x 0,3 mm (30 G) (Becton, Dickinson and
Company, EUA). Os animais controles foram inoculados apenas com 20 pL de PBS

estéril.

3.4.Caracteristicas clinicas e morfometria das patas dos hamsters pos

infeccdo por Leishmania (Viannia) braziliensis

Com a finalidade de avaliar a evolucdo clinica das lesGes cutaneas apos a

infeccdo, as mesmas foram acompanhadas quanto as suas alteracbes
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macroscopicas. Nos tempos de 15, 30 e 50 dias poés-infeccdo, a espessura das
patas foi mensurada semanalmente com o auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo
America Corporation, Sao Paulo Brasil). O resultado foi expresso como incremento
em milimetros (mm) do tamanho da pata, obtido pela diferenca entre a pata
infectada e a contralateral ndo infectada. Os aspectos clinicos das lesdes foram
gualificados com um sistema de escores, como enunciado na tabela a seguir. Esses

valores foram somados para a determinacado do escore clinico total de cada animal.

Tabela 1: Avaliacdo em escores dos parametros clinicos de hamsters dourados
infectados com L. (Viannia) braziliensis.

Avaliacdo em Escores?

Escore 0 Auséncia de lesao
Escore 1 Edema
Escore 2 P4pula discreta
Escore 3 Papula moderada
Escore 4 Nodulo discreto
Escore 5 Nodulo moderado
Escore 6 No6dulo amplo
Escore 7 Nédulo muito amplo
Escore 0.5 Ulcera inicial
Escore 1 Ulcera
Escore 1.5 Ulcera com crosta
Escore 2 Ulcera profunda

Fonte: Yang et al, 2013
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3.5.Procedimentos para realizacdo de eutanasia nos animais

A eutanasia dos hamsters foi realizada pela administracdo de medicacfes
pré-anestésicas associadas: cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (nas
doses de 200 mg Kg! e 10 mg Kg?, respectivamente), injetadas por via
intraperitoneal no quadrante inferior esquerdo do abdémen, com o auxilio de uma
seringa de 1 mL e agulha hipodérmica 24 G (12 mm), inserida em um angulo de 45°.
A eficacia da medicacdo anestésica foi anuida por meio da auséncia de reflexos.
Apobs a sedacdo dos animais, foi injetado tiopental sddica na dose de 150 mg Kg*
também por via intraperitoneal. A morte do animal foi confirmada pela constatacéo

da parada cardiaca.

3.6.Processamento dos tecidos para avaliacdo histopatolégica e coloracéo
histolégica pela técnica de hematoxilina-eosina

Fragmentos de pele dos hamsters inoculados foram fixados em uma solucao
de paraformaldeido a 4% e processados para inclusdo em parafina. Apos a inclusao,
a pele foi cortada em se¢cbes com 5 um de espessura, que foram aderidas em
laminas previamente tratadas com poli-L-lisina. As laminas foram coradas por 20
minutos com hematoxilina de Mayer (Merk, Alemanha) e por 2 minutos em eosina
(Merck, Alemanha), com posterior desidratacdo em concentracfes crescentes de
alcool a 70%, 90%, 95% e 100% e diafanizacdo em trés banhos de xilol para
posterior montagem com laminula. As analises foram feitas em microscépio 6ptico
em objetivas com aumento de 20, 40 e 100 vezes (20 x; 40 x; 100 x). Também foi
utilizada uma avaliacdo semiquantitativa em escores (intensidade de ocorréncia) de
alteracdes histopatoldgicas, variando desde a ndo ocorréncia (escore 0), leve
(escore 1), moderada (escore 2) e intensa ocorréncia (escore 3), conforme tabela 2
(Yang et al. 2013, Ribeiro-Roméo et al. 2014). As seguintes alteracbes
histopatoldgicas foram avaliadas: presenca de infiltrado inflamatério, hemorragia,
congestdo de vasos, macréfagos vacuolizados, amastigotas, granuloma,

corpusculos de Schaumann e ocorréncia de necrose.
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Tabela 2: Avaliacdo em escores dos parametros histopatolégicos de hamsters

dourados infectados com L. (Viannia) braziliensis.

Avaliacdo Semiquantitativa em Escores?

Escore 0 Sem alteragcdes
Escore 1 Alteragao leve
Escore 2 Alteracdo moderada
Escore 3 Alteracéo intensa

Fonte: Yang et al, 2013

3.7.Deteccéo de antigenos de Leishmania (Viannia) braziliensis na pele dos

hamsters por imunohistoquimica

Para a andlise de imunohistoquimica, fragmentos de pele do dorso da pata
direita dos animais inoculados foram embebidos em O.C.T. (“ornithine carbamyl
transferase compound”; Tissue Tek, lllinois, EUA) e acondicionados no gelo seco
ainda no biotério. Para conservagcdo até o momento de processamento, os tecidos
foram alocados em ultrafreezer (-80°C). Esses tecidos congelados foram entdo
cortados na espessura de 4 a 5 um em criostato (Leica Microsystem, Wetzlar,
Alemanha), na temperatura média de -22°C. Os cortes foram aderidos em laminas
tratadas com poli-L-lisina, o material foi fixado com acetona P.A. (Merck, Darmstadt,
DE) por 10 minutos e depois armazenados a -20°C.

As laminas foram hidratadas por 5 minutos em tampéao Tris-Triton 0,1%. Apos,
foi realizado o bloqueio de ligacfes inespecificas com peroxido de hidrogénio a 0,6%
(VETEC, Duque de Caxias, RJ, Brasil) por 10 minutos seguidas por trés lavagens
em tampéao Tris-Triton 0,1% e incubagdo com albumina sérica bovina (BSA) (Sigma,
USA) a 4% por 10 minutos. Depois, para a deteccdo de antigenos de Leishmania foi
utiizado soro de camundongos BALB/c infectados com L. (L.) infantum
(IFLA/BR/1967/PH8), na concentracdo de 1:100. As laminas foram incubadas
durante a noite em camara Umida, conforme padronizagdo realizada previamente

por nosso laboratério. O kit Polymer Detection System for Human Tissue (Abcam,
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Cambridge, UK foi utilizado para a imunohistoquimica conforme as instrucbes do
fabricante. No lugar do anticorpo secundario, foi utilizado um polimero especifico
para camundongo associado a peroxidase (Dako Envision, DakoCytomation,
Califérnia, EUA) por 30 minutos (amplifier + HRP polimero). Para a revelacdo da
reacdo, foi utilizado o 3-amino-9-etil-carbazol (AEC, Sigma, EUA), que produz um
precipitado de cor vermelha nas areas marcadas. Finalmente, os nucleos foram
corados com hematoxilina de Harris (Merk, Darmstade, Alemanha) e as laminas
foram montadas com meio gelatina/glicerina e laminula. Como controle negativo, foi
omitido o anticorpo primario da reacdo. Para a obtencao dos resultados, a marcacgao
pela imunohistoquimica foi avaliada por microscopia Optica. As estruturas ou células
gue exibiam imunoprecipitagdo vermelha foram consideradas positivas e 0s
resultados foram expressos qualitativamente. As imagens foram capturadas em

camera digital acoplada ao microscopio optico.

3.8.Quantificacdo de imunoglobulinas anti-Leishmania

Apés a confirmacdo da morte dos animais, o sangue foi obtido por puncéo
cardiaca e armazenado em tubos contendo anticoagulante heparina (BD-Becton,
Dickinson and Company, Franklin Lakes, EUA). Posteriormente, foi realizada a
separacdo do plasma apos a centrifugacdo a 670 x g durante 10 min a 20°C. O
plasma foi armazenado em aliquotas de 1 mL, a -20°C até o momento da avaliagao.

Os niveis de imunoglobulinas anti-Leishmania I1gG foram determinados nas
amostras de plasma por meio de um ensaio imunoenzimatico (ELISA - do inglés
“Enzyme-linked imunosorbent assay”) padronizado pelo nosso laboratério (Silva et al
2013). Para isso, antigenos soluveis de L. (V.) braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903)
em uma solucéo de 50 pug mL* de PBS foram adicionados em placas de poliestireno
de 96 pocos (Nunc — Immuno Plate, Roskilde, DenmarK) em volume de 50 uL por
poco, e estas foram incubadas durante a noite em uma camara umida. Apos
lavagem, 50 pL das amostras de plasma de animais infectados e n&o infectados
(controles negativos, n=5) em concentracdo de 1:50 foram adicionados em triplicata
e a placa foi entdo incubada a temperatura ambiente. Como sistema de deteccéo, foi
utiizado o anticorpo de cabra anti-lgG de hamster (1:5.000) (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), conjugado a uma peroxidase de rabanete
silvestre (horseradish peroxidase (HRP)). Os resultados foram obtidos por
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espectrofotometria em absorbancia a 490 nm e expressos em indice ELISA, obtido
pela razdo entre a média das absorbancias das amostras e a média das
absorbancias dos controles negativos. A linha de corte foi determinada pela curva
ROC (do inglés, receiver operator characteristic curve) baseado na melhor relacéo

entre sensibilidade e especificidade.

3.9.Andlise da expressao génica de citocinas, iINOS e arginase por ensaio

de PCR em tempo real
3.9.1. Extragdo de &cidos nucleicos e transcricdo reversa

Os fragmentos de pele obtidos do local da infecgcdo foram conservados em
RNA later (Ambion by Life Technologies, Carlsbald, CA, EUA) e armazenados a

-20°C até o momento da extracdo dos acidos nucleicos. Para obtencdo do RNA, as

amostras de tecido foram lisadas em 1 mL de Trizol® (Life Technologies, California,
EUA), com auxilio do homogeneizador de tecidos Ultra-Turrax Dispenser (IKA,
Wilmington, EUA). Os lisados de tecido foram tratados com proteinase K (Invitrogen
Corporation, Califérnia, EUA) a 56°C por 30 minutos. Apos a adicao de 200 yL de
cloroférmio, as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas por 18 minutos a
10.000 XG, para a separacao das fases organica e aquosa. O RNA total foi extraido
a partir da fase aquosa, utilizando o RNeasy mini Kit (Qiagen, Austin, Texas, EUA),
conforme as especificacdes do fabricante. Apés remocdo da fase aquosa, a
precipitacdo sequencial com etanol 100% extraiu o DNA a partir da fase organica,
para quantificacdo da carga parasitaria. O DNA foi precipitado em 0,3 mL de etanol a
100%. ApOs precipitacao por centrifugacdo por 18 minutos a 10.000 XG, o DNA foi
lavado duas vezes em 1 mL de solucéo de citrato de sodio (0,1 M) em etanol a 10%
(com intervalo de 30 minutos entre cada lavagem). Em seguida, o DNA foi lavado
em 1,5 mL de etanol a 75%, e o pellet foi seco ao ar e dissolvido em 400 uyL de
solucéo de hidroxido de sodio (8 mM). O RNA e DNA foram armazenados a -80° C e
-20° C, respectivamente até a sua utilizacao.

O RNA foi quantificado por espectrofotometria em um Picodrop P200
(Astranet Systems, UK) e, posteriormente, tratado com DNase | (Promega
Corporation, Madison W1, EUA) para remoc¢do de possiveis resquicios de DNA. A
transcricdo reversa foi realizada a partir de 2,0 ug de RNA tratado, utilizando o High
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Capacity Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA), conforme

especificacdes do fabricante. O cDNA resultante foi dosado por fluorometria, no

equipamento Quibit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, EUA), utilizando o kit single strand
DNA (ssDNA).

3.9.2. Analise da expressdo génica por transcriptase reversa-PCR
quantitativa (RT-gPCR)

A quantificacdo da expressdao génica por RT-gPCR foi previamente
padronizada por nosso grupo para sequéncias de citocinas e moléculas ja descritas
para a espécie M. auratus e consideradas importantes na imunopatogénese da
leishmaniose tegumentar humana, listadas a seguir: IFN-y, TGF-B, TNF, IL-10,
arginase, iNOS, IL-4, IL-6 e os genes de referéncia GAPDH e y-actina, pelo método
do Ct (limite do ciclo, do ingles cycle threshold) comparativo (AACt), utilizando
iniciadores ja descritos na literatura (Ribeiro-Roméao et al. 2016). Para a reacdo de

RT-gPCR, para cada alvo foram utilizados 20 ng de cDNA (10 ng pL?) por poco,

utilizando Power SYBR Green® PCR Master Mix (Life Technologies, EUA), em

volume final de 10uL por poco, em duplicata. Os ensaios foram realizados em placas

de 384 pocgos, no equipamento ViIATM 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, EUA), que integra a plataforma FIOCRUZ de PCR em Tempo Real
(RPTO9A), sob a coordenacdo dos doutores Milton Moraes e Otacilio Moreira
Moreira (I0C). As condi¢cdes da PCR foram as seguintes: um ciclo de 10 minutos a
95°C seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Apos a
amplificacéo, a curva de dissociagéo foi realizada com uma desnaturagao inicial a
95°C por 5 segundos, seguidos de 15 segundos a 50°C e aquecimento continuo de
0,1°C/s a 90°C. A especificidade dos produtos amplificados foi confirmada através
da presenca de um unico pico nas curvas de dissociacdo. Os iniciadores foram
utilizados nas concentragdes de 100 nM Fw X 100 nM Rv, exceto IL-4, que foi
utiizado 200 nM X 200 nM. A quantificacdo relativa da expressdo génica foi

calculada usando o método do Ct comparativo (AACt), como previamente descrito

(Livak et al., 2001), com limite de 0.02. Os resultados foram expressos em 2-AACt
(nimero de vezes de aumento ou diminuicdo - fold change), e amostras

provenientes de animais controles (ndo infectados) foram utilizadas como
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calibradores. O software de expressdo génica Suite (Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, USA) foi utilizado para as analises.

Tabela 3: Alvos e sequéncias de iniciadores desenhados para quantificacdo de
citocinas, INOS e arginase de hamster utilizados nos ensaios de RT- gPCR em

Tempo Real.
Tamanho
Alvo Sequéncia do Referéncia
amplicon

GAPDH Fw 5-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 69 pb Ribeiro-Romao
Rv 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' et al. (2014)
Fw 5-ACA GAG AGA AGA TGA CGC AGA TAA N

Y Actina TG-3' 70 pb Espitia et al.

, , (2010)

Rv 5-GCC TGA ATG GCC ACG TAC A-3

Ny Fw 5-TGT TGC TCT GCC TCA CTC AGG-3 130 pb Espiia et al.
Rv 5'-AAG ACG AGG TCC CCT CCA TTC-3' (2010)

TGF-B Fw 5-GGC TAC CAC GCC AAC TTC TG-3' 81 pb Espitia et al.
Rv 5-GAG GGC AAG GAC CTT ACT GTA CTG-3' (2010)

TNF Fw 5-TGA GCC ATC GTG CCA ATG-3' 79 pb Espitia et al.
Rv 5-AGC CCG TCT GCT GGT ATC AC-3' (2010)

IL-10 Fw 5-GGT TGC CAA ACC TTA TCA GAA ATG-3' 194 pb Espitia et al.
Rv 5-TTC ACC TGT TCC ACA GCC TTG-3' (2010)

IL-a Fw 5'-CCA CGG AGA AAG ACC TCA TCT G-3' 72 pb Zivcee et al.
Rv 5-GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAA-3’ (2011)

IL-6 Fw 5-GGA CAA TGA CTA TGT GTT GTT AGA A- 99 pb Ribeiro-Romao et
3 al. (2016)
RV 5- AGG CAA ATT TCC CAA TTG TAT CCA G-
3

_ Fw 5'-TGA GCC ACT GAG TTC TCC TAA GG-3’ _

INOS Rv 5-TCC TAT TTC AAC TCC AAG ATG TTC 93 pb Osorio et al.
163 (2012)

Arginase W 5-ACC TAT GTG TCATTT GGG TGG A-3' 163 pb Osorio et al.

Rv 5-GCA GAT ATG CAG GGA GTC ACC-3’

(2012)

IL — interleucina; TGF-B — fator de crescimento transformador (transforming growth fator); INOS —
oxido nitrico sintetase induzivel (inducible nitric oxid synthetase), Pb- pares de bases, FW - forward,

RV - reverse
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3.10. Quantificacdo da carga parasitaria por PCR quantitativo (QPCR)

A afericdo da carga parasitaria foi efetuada por quantificacdo absoluta, tendo
por base uma curva padrdo produzida a partir da contaminacao artificial de amostra
de fragmento de pele de hamster (ndo infectado) com formas promastigotas de
L. braziliensis. Para isso, foram adicionadas 10° promastigotas de L. braziliensis a 3
mg de pele obtida do dorso da pata posterior direita dos animais e o DNA de ambos
foi extraido como descrito anteriormente. Foram feitas diluicdes seriadas com
tampédo Tris-EDTA na concentracdo de 1:10 para produzir os sete pontos da curva
padrdo variando entre 10 a 0.5 equivalentes de parasitos, ou de 3 a 3 X 10® mg
equivalentes de pele. Para realizar a quantificacdo do parasito, foram utilizados
iniciadores que amplificam a regido conservada dos minicirculos de kDNA, a 50 nM
e 50 nM (iniciadores direto e inverso, respectivamente). Previamente ao ensaio de
gPCR, foram diluidas amostras de DNA de hamster na concentracdo de 1:500 para
gue houvesse melhor adaptacdo a curva padrdo do DNA parasito. As reacdes foram
efetuadas no equipamento ViIATM 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA), pertencente a plataforma FIOCRUZ de PCR em Tempo Real
(RPTO9A), em colaboracdo com o Dr. Otacilio Moreira (LABIMDOE - IOC/FIOCRUZ),
com 5 yL do Power SYBR Green® PCR Master Mix (Life Technologies, CA, EUA),
em um volume final de 10 yL por poco. A reacdo de PCR foi realizada sob as
seguintes condi¢des: um ciclo de 10 minutos a 95°C seguido por 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 64°C por um minuto. Terminada a amplificacdo, a curva de
dissociacdo foi efetuada com uma desnaturacdo inicial a 95°C por 5 segundos,

seguidos de 15 segundos a 50°C e aquecimento continuo de 0,1°C/s a 90°C.

3.11. Clusterizacdo de amostras e elaboracédo do gréafico intensidade de

cores (heatmap)

A representacdo da expressdo génica por mapa de intensidade de cores
“‘heatmap” foi utilizada para avaliar os padrboes diferenciais de expressado génica.
Para isso, por meio do software online Heat mapper® (Wishart Research Group,
University of Alberta, EUA) foi desenhado um heatmap a partir de uma planilha
contendo o AACt das amostras. O método de clusterizacdo usado para analise foi o

average linkage (média de ligacdo) e o método de medi¢cédo de distancia aplicado foi
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o Euclidiano. Foram feitas clusterizacdes por linhas e colunas. O espectro de cores
foi utilizado para identificar os padroes de expressdo génica: a cor vermelha
representa baixo AACt, o que significa alta expresséo génica e a cor verde, alto
AACt, o que significa baixa expressado génica: a cor preta significa que a expressao

génica esta abaixo do limite de deteccdo do método.

3.12. Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo ou em mediana e
intervalo interquartil. Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software
GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
EUA). Grupos experimentais foram comparados utilizando a analise unilateral de
variancia (ANOVA). Testes paramétricos ou ndo paramétricos foram selecionados de
acordo com a distribuicdo dos dados brutos, seguidos pela aplicacdo de pos testes
de multiplos grupos, conforme o apropriado. Diferencas estatisticas significativas
foram consideradas quando os valores de p foram < 0.05.

Todos os ensaios de RT-gPCR e qPCR foram realizados em quintuplicatas
biolégicas e duplicatas ou triplicatas experimentais. Testes estatisticos derivados

dos valores de ACT (teste t de estudante ou teste de soma de classificacdo de

Mann-Whitney e andlise de variancia) foram realizados com o software GraphPad
Prism versédo 6.00 para Windows (GraphPad Software, EUA) ou SigmaPlot versao
12.0 (Systal Software, Inc).

Uma matriz de correlagdo de Spearman foi feita utilizando o software
GraphPad Prism versao 6.00 para Windows (GraphPad Software, EUA), usando os
valores de ACT para expressdo génica. A rede de interacbes foi feita com o
software Cytoscape versédo 3.7.2, a partir de correlacdes que apresentaram nivel de
significancia <0.05. Estas analises contaram com a colaboracdo do Dr. Adriano
Gomes Silva (Laboratério de Pesquisa Clinica em Micobacterioses, INI, FIOCRUZ)

A andlise estatistica multivariada foi feita através de regressdo mdultipla linear
(software SPSS, versao 9.0) para determinar a influéncia de variaveis intervenientes.
O modelo de regressao linear multipla que foi selecionado pelo método Stepwise
relacionando o tamanho da lesdo (TL) e a carga parasitaria com as variaveis
independentes. Todas estas andlises foram realizadas pelo Dr Hermano Lathema
(Laboratério de Transmissores de Hematozoarios, IOC, FIOCRUZ).
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4. RESULTADOS

4.1. Aspectos clinicos e histopatoldgicos

A cinética de desenvolvimento da lesdo desde as primeiras horas até a fase
tardia (50 dias pos infeccdo (dpi)) (Figura 8B), confirmou um curso progressivo de
evolucao em direcdo a fase cronica, conforme esperado para este modelo animal.
Independentemente do indculo, sinais clinicos de inflamag&o, como eritema, ja foram
observados aos 15 dpi em alguns animais. A relacéo inversa entre a concentracao
do in6culo do parasito e o tempo de inicio da lesdo foi reproduzida (Figura 8A)
(Ribeiro-Roméo et al. 2014). Aos 50 dpi, a mediana do tamanho da lesdo nos
animais infectados com inoculo de 10° parasitos/20 puL (grupo 10°) foi
significativamente maior (1,00 mm [0,86 - 1,51 mm]) quando comparada com 0s
inoculados com 10* parasitos/20 pL (grupo 104 (0,24 mm [0,08 - 0,88 mm]), mas
inferior ao grupo 108 parasitos/20 uL (grupo 10°) (1,59 mm [1,39 - 1,93 mm)).
Nenhum dos animais dos grupos inoculados com 10° e 10% parasitos/20 pL
evoluiram com resolugcédo espontanea das lesdes.

Um padréo variavel de incremento da leséo foi observado especialmente nos
50 dpi. Nesse momento, a maioria dos animais infectados com um inoculo de 10*
parasitos/20 uL (6 de 8) apresentava inchago menor que 0,5 mm. No entanto, dois
animais tiveram lesGes tdo grandes quanto as observadas nos grupos 10° ou 10°.
Por outro lado, 1 em cada 8 animais infectados com um inoculo de 108 parasitos/20
pL desenvolveu leséo menor (0,65 mm) do que a mediana desse grupo (1,6 mm)
(Figura 8B). As lesdes da maioria dos animais do grupo 10* foram menos graves do
gue a dos animais infectados dos grupos 10° e 108 (Figura 8C). Curiosamente,
apesar das diferencas no tamanho das lesbes, esses dois grupos apresentaram
semelhantes escores de sinais clinicos, com predominio de lesGes nodulares e
ulceradas, o que foi considerado um desfecho com mais destruicdo tecidual.
Padrdes semelhantes também foram observados para os escores histopatolégicos
(Figura 8D).
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4.2.Cinética de anticorpos igG anti-Leishmania ap0s infeccéo por diferentes

in6culos de Leishmania (Viannia) braziliensis

Os niveis de IgG2 anti-Leishmania foram quantificados em amostras de
plasma e expressos como indice Elisa (Figura 8F). A producéo de 1gG2 relativa aos
antigenos de Leishmania foi observada em todos os grupos (104, 10° ou 10°) aos 15
dpi. Aos 30 dpi, enquanto a maioria dos animais do grupo 10* (0.63 [0.34-0.76]) e
10° (0.93 [0.70-1.25]) manteve os niveis de 1gG2 anti-Leishmania abaixo do limite de
deteccdo, (exceto um Unico animal infectado com um inoculo de 10° parasitos/20
uL), a maior parte dos animais infectados do grupo 10° j4 soroconverteu neste
tempo de avaliacdo (2.33 [1.51-3.99]). Aos 50 dpi, a mediana dos niveis de IgG do
grupo 10* foi positiva (1.79 [1.11-4.37]), mas significativamente menor do que a do
grupo 10° (6.03 [3.65-6.28]). Ndo houve diferenca significativa nos niveis de IgG2
entre os grupos 10° e 10°. E importante ressaltar que aqueles animais que aos 50
dpi apresentaram IgG2 abaixo do limite de detecg&o foram 0os mesmos com tamanho
de lesdo menor que 1.0 mm (Figura 8B) e carga parasitaria menor que 10° MEq
(Figura 8E).

4.3.Carga parasitaria e associacdo com a expressao de arginase e iNOS

Aos 15 dpi, ndo houve diferenca significativa na expressdao do DNA do
parasito nas lesdes: grupo 10% - 13,6 [2,15 - 86,7]; grupo 10° - 39,4 [3,82 - 88,6];
grupo 108 - 223 [5,84 -687] Eq / mg pele (Figura 8E). Em 50 dpi, os animais do grupo
10* apresentaram quantidades variaveis de carga parasitaria. Os grupos 10° e 106
tiveram um padrdo semelhante, porém com menor variabilidade em comparacao
com o grupo 104 Para evitar resultados equivocados, o experimento ndo foi
realizado nas 4 e 24 horas apos a infeccdo, uma vez que os parasitos do indculo
experimental ainda poderiam estar presentes na pele. Em vez disso, foi realizada
histologia e imunohistoquimica para detectar o parasito ou seus antigenos.
Surpreendentemente, nenhum parasito integro foi visto na analise histopatologica
em 4 horas pos infeccdo (hpi), mas observamos uma coloracdo avermelhada difusa
espalhada por toda a derme. Em 24 hpi a coloracdo estava mais concentrada e
grupos de amastigotas foram vistos, em geral proximos a foliculos pilosos (Figura 9).

Em ambos os tempos ndo houve reacao inflamatéria, mostrando que a presenca do
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parasito ou o0 trauma ocasionado pela agulha ndo foram suficientes para causar
alteracdes teciduais. Chamava a atencdo o ingurgitamento dos vasos linfaticos,
provavelmente devido a drenagem do liquido do in6culo.
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Figura 8: Aspectos clinicos, parasitolégicos e imunolégicos da infeccdo por Leishmania (Viannia)
braziliensis em hamster dourado nas fases precoces e tardia. Os animais foram infectados com um
inoculo de 10* promastigotas de L. braziliensis/20 pL (grupo 10%, 10° promastigotas de
L. braziliensis/20 uL (grupo 10° e 10° promastigotas de L. braziliensis/20 uL (grupo 10°) e
acompanhados nas fases iniciais (4 e 24h), precoce (15 e 30 dias) e tardia (50 dias) da infec¢éao.
Cada simbolo representa um animal; a linha em cada grupo representa a mediana e o intervalo
interquartil. A linha pontilhada indica o valor de corte para a quantificacdo de 1gG2 anti-Leishmania.
nivel de significancia estatistica — p < 0.05
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4h

24h —

Figura 9: Deteccao de antigenos de Leishmania por imunohistoquimica nas fases iniciais da infeccéo
por Leishmania (Viannia) braziliensis. Os animais foram infectados com 10° promastigotas de
L. braziliensis/20 uL e os tecidos foram obtidos com 4 e 24 horas pos-infeccdo. Os tecidos
representados nos painéis A e C séo os controles negativos da reagdo, em que foi omitido o anticorpo
primario; nos tecidos representados nos painéis B e D foi utilizado anticorpo primario anti-Leishmania.
As imagens A, B, C e D possuem aumentos de 200X. No tecido representado no painel D, o insert
possui aumento de 400X e a seta vermelha aponta para uma amastigota no tecido. As setas pretas
destacam vasos linfaticos dilatados.

A arginase, uma enzima produzida por macrofagos e encontrada também em
todas as cepas de Leishmania, estimula a replicacdo do parasito e também inibe a
funcdo do oxido nitrico (Pessenda; Silva 2020). As 4 horas pds infeccdo (hpi), a
expressao basal de arginina € elevada na pele de hamster (Ribeiro-Romao et al
2016). Em 4 hpi, a expressédo de arginina foi regulada positivamente, em relacéo a
pele normal, nos grupos 10° e 10°%, mas ndo no grupo 10* Porém, apds 24 hpi,
observamos um aumento de arginina também no grupo 10%. Todos os trés grupos de
in6culos mostraram um aumento na expressao de arginase em cerca de 5 vezes aos
15 e 30 dpi, e cerca de 10 vezes aos 50 dpi (Figura 10A). Este ambiente foi
acompanhado por elevada carga parasitaria (Figura 8E).

A funcao microbicida do macréfago foi avaliada pela expressao génica de

INOS (Figura 10B e 11A). A expressao basal de INOS foi baixa e modulada
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negativamente ou até mesmo foi ausente (cor cinza) nas primeiras horas (4 e 24 hpi)
e em 15 dpi, independente do in6culo. Em 30 dpi, uma tendéncia semelhante foi
observada para animais do grupo 10* e em metade dos animais do grupo 10° mas o
grupo 108 teve uma expressao elevada desta enzima. Em 50 dpi, foi detectada uma
alta expressédo de iINOS em metade dos 8 animais do grupo 10* e em todos os
animais dos grupos 10° e 10° (Figura 11 A). No entanto, o aumento da expressao
génica de iNOs néo foi associada ao controle da carga parasitaria.

4.4. A carga parasitaria de Leishmania (Viannia) braziliensis esta

relacionada com o padrao de citocinas induzido pelo parasito

A expressao génica basal encontrada em animais nao infectados, varia entre
os alvos: IFN-y e IL-10 — baixa expresséo (Ct maior que 31); TNF, IL-6 e IL-4 —
expressao intermediaria (Ct entre 23 e 30); e TGF-B — alta expressao (Ct menor que
31) (Ribeiro-Roméo et al., 2016). Assim sendo, quanto menor o Ct, maior a
expressao do gene e vice-versa. Levando isso em consideragao, foram analisadas
as alteracGes no Ct para expressao génica de peles infectadas em relacdo as néo

infectadas.

No momento da infeccdo os promastigotas de Leishmania encontraram um
ambiente no qual o gene TGF-B era altamente expresso (Figura 10H), enquanto os
genes TNF (Figura 10E), IL-6 (Figura 10F) e IL-4 (Figura 10C) apresentavam uma
expressao basal intermediaria.

No grupo 10%, a presenca de promastigotas ndo desencadeou a expressao do
gene IL-4 em 4 hpi (Figura 10C). Os niveis os basais ou mesmo reduzidos de
expressao de IL-4 foram mantidos até 30 dpi, e apenas em 50 dpi foi observada um
pequeno aumento da expresséo (Figura 10C). No entanto, uma onda de IFN-y e TNF
foi observada em 24 hpi (Figura 10D e 10E). Nesse grupo 104, IL-6 e IL-10 também
foram moduladas positivamente em 24 hpi e essa expresséo foi mantida ou mesmo
aumentada aos 50 dpi (Figura 10F e 10G). O aumento da expressdo de TGF-B foi
observado aos 15 dpi e 50 dpi (Figura 10H).

No grupo 108, observamos uma ligeira inducéo do gene de IL-4 logo apds a
infecgéo (Figura 10C), enquanto IL-6 e IL-10 aumentaram cerca de duas a 10 vezes

(Figura 10F e 10G). Além desses genes, IFN-y, TNF e TGF-f foram mantidos
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altamente expressos durante a fase inicial (15 e 30 dpi) e na fase crbénica, quando
infectados com 108 promastigotas (Figura 10D, 10E e 10H). O grupo 10° tendeu a
seguir o padrdo do grupo 108, mas as alteracdes tenderam a demorar mais para
ocorrer. Uma caracteristica dos trés grupos experimentais foi o aumento da
expressao de todos os genes de citocinas na fase crénica. No entanto, a intensidade
do gene IL-4 foi muito menor no grupo 10* em comparacdo com o grupo 10° e 108
(Figura 10C). Essas diferengas nos levaram a investigar possiveis perfis de genes

de citocinas associados ao desfecho da doenca.
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Figura 10: Alteracdes na expressao génica de citocinas, arginase e iNOS. Foi analisado o aumento
ou reducdo dos AACt dos genes alvo detectados na pele de hamsters infectados com L. (V.)
braziliensis em relacdo aos animais ndo infectados. A expressdo de RNA mensageiro na pele foi
determinada por RT-gPCR em diferentes momentos pés-infeccdo. A linha pontilhada indica a
expressdo basal da pele ndo infectada. A barra representa a mediana e a linha, os intervalos
interquartis. As andlises estatisticas se referem as comparagbes dos valores dos AACt. p
Significancia estatistica.104, 105, 10° - nimero de promastigotas usados para infeccao.
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A analise multivariada da expressdo génica de IFN- y demonstrou que
essa citocina foi a Unica que influenciou no tamanho da lesdo, apesar de nao

ter exercido efeito sobre a carga parasitéaria

Os fatores subjacentes a evolucdo clinica da doenca também foram analisados.
Para tal analise, foram consideradas variaveis dependentes (expressdo do gene de
lgG anti-Leishmania, citocinas, arginase e INOS) e variaveis independentes
(tamanho da lesdo e carga parasitaria cutanea). A expressao do gene de IFN-y foi
positivamente correlacionada com o tamanho da lesdo. Nenhuma variavel

dependente influenciou a carga parasitaria.

4.5. A assinatura génica das citocinas parece estar relacionada com a baixa

carga parasitéria, mas néo a progressao da doenca

Um mapa de calor, (heatmap), foi utilizado para comparar a intensidade da
expressao génica de citocinas na pele dos hamsters nos 5 diferentes tempos de
avaliacao (Figura 11A). Os animais foram agrupados nos clusteres 1A1, 1A2, 1B,
2A, 2B1 e 2B2, de acordo com o padrao génico das citocinas (Figura 11B). O cluster
1A1 agrupou os animais 4h e 24h pos-infec¢do, sem que se observasse qualquer
segregacao relacionada aos diferentes inéculos. Os clusters 1A2 e 1B agruparam a
maioria dos animais aos 15 dpi (19 de 23), 4 animais aos 30 dpi (3 deles do grupo
10% e 1 do grupo 10°), e trés animais aos 50 dpi do grupo 10*. Mesmo considerando
essa heterogeneidade, os animais desses dois agrupamentos apresentavam apenas
discreto edema na pata (Figura 12B), além de discreto infiltrado inflamatério (Figura
12C). No entanto, com excec¢ao de um animal, todos 0s outros apresentaram carga
parasitaria igual ou inferior a 102 Eq / mg de pele, incluindo os animais com 30 e 50
dpi (Figura 12D).

O cluster 1Al foi caracterizado por apresentar comparativamente uma
intensidade de expressdo mais elevada do gene de IL-4 (Figura 11B). No cluster
1A2, no entanto, os genes de TGF- e IL-10 tiveram uma expressao comparativa
mais elevada e os de IL-4 foram ligeiramente mais reduzidos. No cluster 1B, a
maioria dos animais apresentou expressdo comparativa mais elevada de TGF-.
Quatro animais do cluster 1B (todos do grupo 104, um de 30 dpi e trés de 50 dpi) em

gque o TGF-B estava baixo, apresentaram alta expressdo de IL-10. Entdo, pelo
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menos dois perfis de genes de citocinas parecem definir essas clusterizacdes. A
assinatura de citocinas do cluster 1A2 pode ter alguma relagdo com a carga
parasitéria mais elevada (embora néo significativa) quando comparada com o cluster
1B (Figura 12D). Todavia, maior variabilidade em termos de carga parasitaria foi
observada neste ultimo grupo.

O cluster 2, especialmente 2B2, agrupou a maioria dos animais na fase tardia
da infeccdo (50 dpi) ou infectados com in6culos mais altos (Figura 11B). Como
esperado, 0os animais deste cluster apresentaram lesdes mais graves, maior carga
parasitaria e maiores quantidades de IgG anti-Leishmania quando comparados ao
cluster 1 (Figura 12B, 12D e 12E). No entanto, houve uma variabilidade consideravel
de todos os parametros avaliados. A carga parasitaria foi a principal distingdo entre
os subclusteres 2B1 e 2B2 (Figura 12D). Os animais do subcluster 2B1 (tridngulos
pretos) apresentaram carga parasitaria significativamente menor do que os do
subcluster 2B2 (p = 0,0005) (Figura 12D). Outra diferenca marcante entre esses dois
subclusteres foi a expressdo comparada mais reduzida de todas as citocinas, sendo
o fenbmeno pronunciado para IL-4 e IL-6 no subcluster 2B1 quando comparado com
0 2B2 (Figura 11B). E importante remarcar que, a excecdo da carga parasitaria, as
assinaturas de citocinas dos subclusteres 2B1 e 2B2, ndo foram eficientes em definir
um padréao imunolégico associado a status clinico da infeccdo nessa ultima fase da
infeccdo, uma vez que houve uma grande variagdo em termos de gravidade clinica
dos animais com relacdo a tamanho e aspecto da lesédo (Figura 12A e 12B), e
intensidade de comprometimento histologico (Figura 12C) e niveis de IgG anti-
Leishmania (Figura 12E). Isso nos levou a aprofundar nossas analises na tentativa
de identificar que fatores poderiam estar influenciando as diferencas de
comportamento e as distintas evolugdes clinicas observadas entre os trés grupos.
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Figura 11: Mapas de intensidade de calor de expressdo génica em lesdes de pele de hamstere ocasionadas por Leishmania (V.) braziliensis. (A) Os
animais foram agrupados por tempo pdés-infecgéo (4 e 24 horas; 15, 30 e 50 dias) e diferentes indculos (104, 10° e 10° promastigotas). (B) Os animais foram
agrupados por assinatura de expressao génica. Cada linha representa uma molécula e cada coluna representa um animal. A cor vermelha indica maior
expressdo génica e a cor verde, menor expressdo. A cor cinza significa expressdo génica abaixo do limite inferior de deteccéo.
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Figura 12 — Caracteristicas clinicas, parasitolégicas e imunolégicas dos animais infectados por
Leishmania (Viannia) braziliensis, de acordo com a assinatura de expressao génica. Os animais
foram agrupados pelo programa em clusteres (clusters: 1A1, 1A2, 1B, 2A, 2B1 e 2B2) utilizndo o
software Heat mapper® (Wishart Research Group at the University of Alberta) conforme demonstrado
na Figura 10B. Cada simbolo representa um animal;
representam mediana e intervalo interquartil;

Clusteres (Figura 4B)

As linhas

foram considerados os significativos os valores de p < 0.05.
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4.6.Uma intensa rede de interacdo positiva entre as citocinas € mantida

entre os animais capazes de controlar a doenca

Para avaliar globalmente o estado imunopatolégico conjuntamente com as
caracteristicas clinico-laboratoriais dos animais, foi feita uma analise em rede da
matriz de correlacdo, incluindo todos os parametros bioldgicos estudados (Figura
12). Em 15 dpi, as interacdes de rede aumentaram diretamente com o aumento do
nimero de promastigotas inoculadas. O grupo 108 apresentou o maior nimero de
correlagdes positivas entre os genes das citocinas, principalmente para IFN-y versus
expressao dos genes IL-10, TGF-3, TNF e IL-4.

Aos 30 dpi, o grupo 10* apresentou aumento das correlacdes positivas
guando comparado aos 15 dpi, principalmente para expressao de TGF-. No grupo
10%, o gene TNF estabeleceu o maior nimero de interacdes, com correlagées fortes
e positivas com a expressao de TGF-f3, IL-10, IL-6 e arginase em comparacdo aos
15 dpi. O grupo 10° diferiu no conjunto de interacdes em comparacdo aquelas
observadas aos 15 dpi, mas manteve multiplas interacdes com IFN-y, e também com
IL-6 e arginase. Esse grupo perdeu a correlacdo positiva entre IFN-y e citocinas
regulatérias (IL-10 e TGF-B), da mesma forma como ocorreu para TNF e IL-6.

Aos 50 dpi, o grupo 10* apresentou uma intensa rede de correlacdes positivas
em comparacgdo ao escasso nimero de interagdes observadas nos grupos 10° e 1068.
Isso incluiu numerosas e fortes correlagbes positivas envolvendo IFN-y e citocinas
regulatérias (IL-10 e TGF-B), bem como TNF ou IL-6 com citocinas antiinflamatoérias
(IL-4). Esse padrao foi associado a animais que apresentavam controle parcial da
carga parasitaria (Figura 8E) ou tamanho da leséo (Figura 8B).

Para certificar se o controle da doenca estava associado a uma intensa
interacdo na rede, dividimos os animais de 50 dpi em dois grupos, de acordo com o
tamanho da lesado, independente do inéculo: os que controlaram da doenca (lesdes
menores que 1mm e carga parasitaria <10?); e os que evoluiram com progressédo da
doenca (lesGes maiores que 1 mm e carga parasitaria > 102). A assinatura
observada em 50 dpi para o grupo 10* foi reproduzida pelo grupo de “controle da
doenga”, com um espectro ainda mais intenso de interacdes fortes e positivas
(Figura 14). Por outro lado, o grupo de progressdo da doenca apresentou uma rede

com menor namero de interacdes, que foram moderadas e positivas, ou moderadas
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e negativas (Figura 14), sustentando a hipdtese de que a imunopatogénese esta
associada a resposta imune modulada negativamente.

Nossos resultados demonstraram que o ambiente de citocinas encontrado
pelo parasito no momento da infeccdo tem um predominio de arginase e por
expressdo basal de citocinas como IL-4, IL-6 e TGF-B, que sao fatores que
favorecem a replicagdo da Leishmania. Com relagdo, a intensa destruicdo de
parasitos que ocorre logo apés a infeccao, os parasitos que escaparam da resposta
imune inata sdo internalizados e sobrevivem em um ambiente intracelular. A
guantidade de parasitos no inéculo influenciou a inducdo de citocinas, sendo estas
mais intensas nos grupos 10° e 10, em relacdo ao grupo 10%, reforcando a hipétese
de que a carga infectiva influencia a evolucdo da infeccéo. A infeccdo com baixos
inéculos (10% promastigotas/20 uL) causou uma inducdo de citocinas. A expressao
comparada menos intensa de IL-4 e IL-6 parecem ter impactado na assinatura de
citocinas que foi associada a carga parasitaria mais baixa. Entretanto, mais que o
efeito da acdo de uma outra citocina especifica, a interacédo entre esses fatores e a
interrelacdo entre elas, € o mecanismo apresentado pelos animais que tiverem uma

evolucdo mais benigna das lesdes cutaneas.
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Figura 13. Redes de biomarcadores envolvidos nas fases precoces e tardia do curso da infec¢éo por
Leishmania (Viannia) braziliensis em hamsters. Os animais avaliados aos 15, 30 ou 50 dias apés a
infeccdo com diferentes in6culos de promastigotas (10* promastigotas/20 pL, 10° promastigotas/20 pL
ou 108 promastigotas/20 uL). As correlagbes de Spearman significativas foram consideradas quando
p < 0,05 e representadas por uma linha conectando os nés do circulo. A for¢ca do indice de correlagao
foi representada pela espessura da linha de conexdo. Foram utilizadas linhas continuas para as
correlagBes positivas (que variam entre fortes, moderadas ou fracas de acordo com a espessura) e
linhas pontilhadas para as correlagbes negativas (que variam entre fortes, moderadas ou fracas de
acordo com a espessura). PL: carga parasitaria; LS: tamanho da lesdo; HS: pontuacao
histopatolégica dos escores; ARG: arginase; INOs: 0xido nitrico sintase induzivel.
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Figura 14. Redes de biomarcadores envolvidos nos hamsters que controlaram a infeccdo e nos que
evoluiram com doengas progressiva. As interacdes das redes de hamsters avaliadas nos animais
com controle da doenca (lesGes menores que 1mm e carga parasitaria <102 promastigotas/20 uL) ou
progressio da doenca (lesdes maiores que 1mm e carga parasitaria> 10? promastigotas/20 plL).
Correlagbes de Spearman significativas foram consideradas quando p < 0,05, e foram representadas
por uma linha conectando os nés do circulo. A for¢a do indice de correlacdo foi representada pela
espessura da linha de conexao. Foram utilizadas linhas continuas para as correlacdes positivas (que
variam entre fortes, moderadas ou fracas de acordo com a espessura) e linhas pontilhadas para as
correlagBes negativas (que variam entre fortes, moderadas ou fracas de acordo com a espessura). As
correlagBes relacionadas com o controle da doenca estdo representadas na rede a esquerda,
enguanto aquelas relacionadas com a progresséo da doenca estdo representadas na rede a direita.
PL: carga parasitéria. LS: tamanho da lesdo. HS: pontuagdo histopatologica dos escores. ARG:
arginase. INOs: 6xido nitrico sintase.
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5. DISCUSSAO

Em um trabalho anterior, Vieira e colaboradores (2017) estudou a
imunopatologia de animais inoculados com 10% 10° e 10°®° promastigotas de
L. braziliensis, nos tempos de 15, 30 e 50 dias pos-infec¢éo, e verificou que a baixa
inducdo de IL-4 e TGF-B era associada a carga infectiva, tendo importante papel no
controle da doenca. Entretanto, varios aspectos ainda ficaram por ser elucidados.
Ficou claro que a andlise binaria de comparacdo entre parametros biologicos néo
era suficiente para entender a complexidade do fenédmeno, ndo sendo, assim,
suficiente para explicar o impacto das diferencas das cargas infectivas na evolucao
da infeccdo. Também encontramos uma grande variabilidade de comportamento
clinico e imunopatoldgico, o que era esperado, ja que lidamos com um modelo néo
isogénico. Por outro lado, também verificamos que, do mesmo modo que foi visto no
modelo experimental camundongo, as interacdes que ocorrem nas fases logo apos a
infeccdo deveriam impactar substantivamente o curso clinico da leishmaniose
cutanea experimental no modelo hamster. Assim, neste trabalho, nés reanalisamos
0s resultados obtidos por Vieira e colaboradores (2017), utilizando avaliagbes
multiparamétricas, bem como estendemos os estudos do curso da lesdo no modelo
hamster-L. braziliensis para as fases iniciais logo apos a infeccdo. Dessa forma,
esperamos estabelecer como se d4 o comportamento desse modelo desde o
periodo pré-patente, ou seja, antes do inicio das lesbes até as fases precoces e
tardias da doenca.

Na infeccdo natural por L. major € sugerido que um flebétomo transfere
menos de 600 promastigotas ao hospedeiro, embora inéculos maiores do que
100.000 promastigotas também possam ocorrer (Kimblin et al., 2008), conforme
observado para outras espécies de Leishmania (Giraud et al., 2019). A carga
parasitaria influencia na gravidade da doenca, uma vez que altos inéculos aceleram
processos patogénicos (Kimblin et al., 2008; Bretscher et al., 1992; Ribeiro-Romé&o
et al., 2014). Por outro lado, uma menor carga parasitaria parece estar associada ao
autocontrole da infeccdo, um desfecho comum em areas endémicas (Andrade-
Narvaez et al., 2006)

No presente estudo, os trés diferentes in6culos de L. braziliensis encontraram
um ambiente altamente favoravel na pele para a sua replicacdo: altas taxas de

arginase e TGF-B, além de uma expressao intermediaria de IL-4 e baixas taxas de
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INOS. Em 4 hpi, ndo foram observados parasitos intactos, mas antigenos de
Leishmania foram detectados espalhados na derme, sugerindo que grande parte
deles foi destruida in situ pela imunidade inata. As 24 hpi, pouquissimas amastigotas
foram vistas dentro de células, como ja demonstrado em estudos de outros autores
(Peniche et al., 2017). E bastante plausivel inferir que, mesmo com a destruicio em
massa dos parasitos, aqueles infectados com os maiores nimeros de promastigotas
tiveram também maior sobrevivéncia de parasitos para darem inicio aos processos
patogénicos.

O tempo de inicio da lesdo e o incremento do tamanho das lesdes também
estiveram diretamente relacionados ao tamanho do in6culo. A carga parasitaria
também aumentou com o tempo, apontando para uma replicacdo continua dos
parasitos. Durante a fase inicial, nenhum sinal clinico de lesao foi visto até os 15 dpi,
porém uma quantidade consideravel de parasitos ja foi detectada no local da leséo
nesse periodo. Essa evolucdo se encaixa no conceito de “fase silenciosa” descrita
na infecgdo por L. major no modelo C57BL-6, na qual o estabelecimento de um pico
de carga parasitaria na derme ocorreu mesmo na auséncia de lesdo ou quaisquer
alteracdes histopatologicas evidentes no local, ou seja a replicacdo parasitaria
antecedeu o aparecimento das lesdes (Belkaid et al 2000). Barral e colaboradores
também identificaram parasitos no linfonodo antes do surgimento das Ulceras (Barral
et al 1995). Apds 30 dpi, a carga parasitaria variou de 10 a 10° Eq parasito/mg pele
na maioria dos animais dos trés grupos. Mesmo assim, 75% dos animais do grupo
10* (6 de 8) apresentaram lesdes de tamanho muito pequeno (abaixo de 0,5 mm) e
escores histopatologicos baixos. Isso indica claramente que esses animais foram
capazes de controlar o dano tecidual, mas néo a replicacao do parasito in situ.

Aos 50 dpi, o in6culo mais baixo foi 0 mais frequentemente associado com o
controle das lesdes cutaneas. Na maioria dos animais do grupo 10%, as lesdes foram
pequenas ou mesmo ausentes, mas a carga parasitaria, embora mais baixa, nao foi
significativamente diferente em relacdo aos grupos 10° e 108. Os grupos 10° e 10°
apresentaram similaridade nos seguintes parametros: aspecto da lesdo, grau de
dano tecidual, bem como similares cargas parasitarias. No entanto, isto ndo ocorreu
em todos os animais, resultando em um perfil clinico e parasitolégico muito
heterogéneo aos 50 dpi. Os parametros associados ao aspecto de leséo, o escore
histopatolégico, a carga parasitaria e os anticorpos IgG anti-Leishmania também

aumentaram com o tempo, mas tornaram-se semelhantes nos grupos 10° e 10° aos
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50 dpi. Nosso grupo demonstrou, em estudos anteriores, que apos 102 dias de
infeccdo, esses grupos apresentaram um desfecho similar (Ribeiro-Roméo et al.,
2014). No presente trabalho, o curso clinico do grupo 10° também se tornou
semelhante ao grupo 108 apés a fase inicial. Considerando a grande diferenca nos
inéculos iniciais (900.000 promastigotas), ndo era esperado que os grupos 10° e 10°
apresentassem comportamento semelhante. Curiosamente, em humanos, a carga
parasitaria nas lesdes de leishmaniose cutanea nédo parece ser um bom preditor da
progressao da doenca (Pereira et al., 2017). O mecanismo que direciona a evolugéao
clinica da lesdo do grupo 10° em direcédo ao grupo 10° parece estar presente no final
da fase inicial de infeccdo. Um atraso no desenvolvimento da doenga observado no
grupo 10° sugere que 0s mecanismos imunoldgicos anti-Leishmania foram
inicialmente acionados, mas nao foram suficientes para conter os efeitos da carga
parasitaria. Outras ferramentas para andlise de lesdes, como mudancas da
assinatura espectral, recentemente descritas para o0 modelo hamster infectado com
L. braziliensis irdo estender nossa compreensdo acerca da formacdo e
desenvolvimento das lesdes cutaneas (Montoya et al 2019). A interagdo de
promastigotas com o sistema imune da pele antes delas adentrarem as células
hospedeiras resulta em uma estimulacéo local do sistema imune inato. Observamos
gue os genes de IL-10 e IL-6 foram induzidos na pele dos animais infectados dos
grupos 10° e 10°, enquanto ndo foram observadas mudancas para TGF-B. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de humanos saudaveis estimuladas
por promastigotas também tiveram a producédo de IL-10 aumentada, mas néo de IL-
6, enquanto TGF-B foi até mesmo negativamente modulado (Gomes et al., 2014). E
sabido que IL-6, juntamente com IL1-B e IL-17, aumentam as moléculas de adesao
nas células endoteliais, permitindo a migracdo de leucdcitos para o sitio inflamatorio
(Goebel et al., 2000; Acosta-Rodriguez et al., 2007; Boaventura et al., 2010). E
possivel que o numero de parasitos que desafiam o sistema imunolégico tenha
conduzido esses fendbmenos, uma vez que nenhum aumento na indu¢do de citocinas
foi observado no grupo 10* em 4 hpi. Por outro lado, é importante ressaltar que
somente o grupo 10% avaliado as 24 hpi, apresentou uma regulacédo positiva dos
genes TNF e IFN-y, o que possivelmente esta relacionado com as amastigotas
recém transformadas intracelularmente. Essa onda poderia ter exercido alguma

influéncia nas etapas seguintes de infeccéo.
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A inducdo do gene de IL-4 também foi bem distinta nos trés grupos de
animais infectados. Uma sutil regulacdo positiva desse gene foi observada nos
grupos 10° e 105 em 4 e 24 hpi, mas nédo no grupo 10%. Juntamente com a auséncia
de uma modulac¢éo positiva dos genes de TGF-B, IL-6 ou IL-10, apontando para um
ambiente menos permissivo para a proliferacdo do parasito. Por outro lado, uma
expresséo basal de IL-4 foi confirmada na pele de hamsters em estudos conduzidos
anteriormente (Ribeiro-Roméao et al., 2014). Ja foi observado que essa citocina &
produzida pela ativacdo de mastécitos cutaneos (Oliveira et al., 2005; Descatoire et
al., 2017) ou queratindcitos (Ehrchen et al., 2010). A producdo precoce de IL-4 se
destaca como um importante mediador para a ativacdo e diferenciacdo de células
dendriticas residentes (Hurdayal et al., 2013; Govender et al., 2018), necessarias
para a ativacdo futura de uma resposta Thl efetora (Biedermann et al., 2001;
Hurdayal et al., 2013). No entanto, a inducéo de IL-4 durante fases mais tardias de
infeccdo pode estar relacionada a uma resposta Th2, a qual contribui para a
progressao da leishmaniose cutanea (Biedermann et al., 2001). Aos 50 dpi, todos os
genes de citocinas foram modulados positivamente no grupo 104, com destaque
para a expressdo de IL-4, que apresentou quantificagdo relativa muito menor,
guando comparada aos grupos 10° e 1068.

Durante a fase silenciosa, observamos uma regulacédo positiva de TGF-B ja
em 15 dpi, quando espera-se que os efeitos de uma resposta de células T induzida
por Leishmania devam estar comecando a ocorrer. Nesse momento, as lesdes
tornaram-se aparentes e foi observado um aumento do infiltrado de macrofagos. No
modelo hamster infectado por L. panamensis, essas células também apareceram
apés 10 dpi (Peniche et al., 2017) e aos 15 dpi (Montoya et al., 2018). Em
macrofagos de BALB/c, TGF-f aumentou a replicagdao de L. braziliensis, que, por
sua vez, também produziu seu produto biologicamente ativo assim como também foi
observada uma exacerbacdo in vivo das lesdes de leishmaniose, que relacionaram a
presenca de IL-10 e nado de IL-4, devido a inducdo de uma regulacédo negativa da
resposta imune (Barral et al., 1993).

A estimulacdo com amastigotas de L. braziliensis aumenta em 10 vezes a
inducéo de TGF-B em humanos saudaveis, e também aumenta a indugdo do RNA
mensageiro de IL-10, IL-6 e IL-18 em menor intensidade. Esses autores
demonstraram que sua estimulacdo foi seguida pela liberagdo de citocinas por

cultura de PBMC (Gomes et al., 2014). Ja foi demonstrado também que seis cepas
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de L. braziliensis induziram diferentes genes de citocinas inflamatorias e regulatérias
aos 30 e 60 dpi, com excecao de IL-6 (Régo et al., 2019). Como utilizamos em todos
0S experimentos parasitos provenientes do mesmo lote de congelamento, a
influéncia da heterogeneidade do background genético do hospedeiro no resultado
da infeccéo pode ser claramente observada.

A clusterizacdo de citocinas pelo mapa de calor (heatmap) permitiu separar,
ao menos nas fases iniciais, os animais de acordo com o tempo de evolugdo, uma
vez que todos os animais avaliados as 4 e 24 hpi (CL 1A) e a maioria dos analisados
aos 15 e 30 dpi (CL 1A e CL 1B) foram agrupados juntos. Todavia, o CL 2, incluindo
principalmente os animais em fase inicial e cronica, apresentaram maior expressao
de citocinas. Como mencionado anteriormente, IL-4, TGF-B e IL-6 pareceram ser
responséveis pela evolugdo da doenca. Nao obstante, a analise multivariada
mostrou que o gene de IFN-y, que foi altamente expresso durante a fase cronica, foi
a Unica varavel que influenciou positivamente no tamanho da lesdo, apontando para
o papel deletério da resposta proinflamatéria desregulada (Oliveira et al., 2014).
Embora nenhuma citocina tenha influenciado na carga parasitaria, o CL 2B1
apresentou menor carga parasitaria quando comparado ao CL 2B2. Os genes das
citocinas IL-4 e IL-6 foram claramente expressos de forma diferenciada nesses
clusteres, tendo sido menos expressos no cluster 2B2. E importante pontuar que a
IL-6 foi positivamente regulada desde o inicio da infeccao, especialmente nos grupos
10° e 108. Tomados em conjuntos, estes resultados apontam para um possivel papel
da IL-6, além da IL-4, na replicagdo do parasito nesse modelo.

A inter-regulacdo entre as citocinas ja foi demonstrada na leishmaniose
humana ocasionada por L. braziliensis (Oliveira et al.,, 2014). Esses autores
observaram, em estudos in vitro utilizando células humanas, que IL-10 e TGF-
regularam negativamente a produgcédo de TNF e IL-17, enquanto IFN-y e TNF
induziram positivamente uma a outra, reciprocamente. Contudo, a neutralizacdo de
IFN-y, mas ndo de TNF, induziu a liberagdo de IL-10. Logo, o equilibrio entre a
expressdo das citocinas, mais que seus niveis quantitativos absolutos, parece
impactar de forma mais expressiva o desfecho clinico. A analise por rede dos
parametros clinicos e da expressdo génica de citocinas envolvidas na patogénese
demonstrou que hamsters com a capacidade de controlar a doenca aos 50 dpi
parecem ter adaptado sua resposta imunoldgica a uma expressao geral mais baixa

de citocinas, a qual foi associada a um equilibrio de expressao entre elas. Essas
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condicbes provavelmente mantiveram a regulacdo das funcbes efetoras das
citocinas, possivelmente com producdo de quantidades proporcionais de fatores
sollveis antagdnicos. Essa assinatura harménica envolvendo as diferentes citocinas
observadas em animais que controlaram a leishmaniose cutanea experimental pode
ser traduzida pela intensa rede de numerosas interacdes, baseadas em correlacdes
de Spearman fortes e positivas. Nessa rede, a auséncia de correlacdes negativas
também reforca a ideia de uma resposta imune bem modulada (Maucher et al.,
2011; Vinhaes et al., 2019). Diferentemente, aqueles animais com progressao de
doenca, apresentaram um numero reduzido de relacbes entre as expressdes
génicas de citocinas 0 que aponta para um ambiente de baixa imunomodulacao.
Ademais, uma correlagao inversa da expressao génica de IFN-y com a progressao
da doenca, juntamente com uma expressao constante de IL-4 ao longo do tempo
foram também consideradas para definir a assinatura molecular imunolégica

associada com o controle da leishmaniose cutanea em hamsters.
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6. CONCLUSOES

1) No modelo L. braziliensis-hamster, a baixa carga parasitaria esta associada
com lesBes menos graves, mas a susceptibilidade individual pode subverter

0S mecanimos de controle imunopatogénico.

2) A IL-4, IL-6, IL-10 e o TGF-[ foram associados com a progressao da infeccao,

enquanto que o IFN- y parece estar relacionado ao dano tecidual.
3) Mais que os niveis de citocinas, a intermodulagéo entre elas deve ser o que

leva ao equilibrio entre a resposta efetora e a regulatéria, propiciando um

melhor controle da infec¢&o e reducao dos danos ao tecido.
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7. PERSPECTIVAS

Pretendemos avaliar os fatores de viruléncia da cepa (MCAN/BR/98/R619) de
L. (V.) braziliensis, a qual utilizamos para a infeccdo dos hamsters no presente
estudo. A principal molécula de interesse relacionada a viruléncia é a
leishmaniolisina ou GP63, proteina de superficie das promastigotas que é crucial
para a infeccdo, uma vez que medeia importantes processos, como a ligacdo e
internalizagdo dos parasitos pelos macréfagos e sua sobrevivéncia dentro dos
fagolissomos. Também gostariamos de avaliar se a proporcdo de células TCD4+ e
TCD8+ nos animais que conseguem controlar a infeccdo difere daqueles que
evoluem com lesdo progressiva. Além disso, também pretendemos realizar a
guantificacdo de moléculas relacionadas ao estresse oxidativo, a fim de investigar se
a producdo de espécies reativas de oxigénio pelos macrofagos e a expressao de
proteinas relacionadas ao equilibrio redox (como a glutationa reduzida e a catalase)
€ mais efetiva em animais que conseguem conter a infec¢cdo do que nos animais que

tendem a cronificacao.
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