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RESUMO

PAPEL DA EXPOSICAO DE FOSFATIDILSERINA EM ISOLADOS DE
Leishmania amazonensis OBTIDOS DE PACIENTES DE LEISHMANIOSE
CUTANEA DIFUSA NA MODULACAO DA INFECCAO DE MACROFAGOS. A
Leishmaniose Cutinea Difusa (LCD) é uma manifestagdo clinica rara das
Leishmanioses, caracterizada pela presenca de inimeros macréfagos intensamente
parasitados e baixa reagdo inflamatoéria. No Brasil, a espécie envolvida em casos de
LCD ¢ a Leishmania (Leishmania) amazonensis. Tem sido descrito na literatura a
exposi¢do e o reconhecimento de fosfatidilserina (PS) na superficie de células
apoptoticas fagocitadas por macrofagos como mecanismo de desativagio de
macrofagos por uma via dependente de TGF-B; e PGE, (Fadok et a/. 1998). Foi
demonstrado por Barcinski e colaboradores que formas amastigotas de L.
amazonensis expdem PS em sua superficie, em um mecanismo chamado
“Mimetismo Apoptdtico”. Nesse contexto, nosso objetivo foi investigar a exposigdo
de PS na superficie de isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com LCD e
seu papel durante a infeccdo de macréfagos. Inicialmente, macréfagos peritoneais de
camundongos F1(BALB/c x C57BL/6) estimulados com tioglicolato foram
infectados com os diferentes isolados obtidos de pacientes com Leishmaniose
Cuténea Localizada (LCL) e LCD. A exposi¢do de PS na superficie das amastigotas
purificadas de macrofagos F1 foi determinada por citometria de fluxo. Os isolados
obtidos de pacientes com LCD apresentaram maior expressdo de PS do que os
isolados de pacientes com LCL apds 24 horas de infecgdo. Em seguida, avaliamos se
a diferenca observada na exposi¢io de PS em amastigotas estaria relacionada a
infectividade dos diferentes isolados. Os resultados indicaram que as amastigotas de
pacientes com LCD apresentaram maior porcentagem de macrdéfagos infectados e
indice de infecg¢do, quando comparados com amastigotas de pacientes com LCL.
Quanto ao mecanismo, o grupo infectado com os isolados de pacientes com LCD néo
apresentou diferenga em relagdo ao grupo LCL quanto a producdo de TGF-B1 e
6xido nitrico, sugerindo que outros mecanismos imunorregulatrios estejam
envolvidos. Os resultados em conjunto, sugerem que o aumento na exposi¢do de PS
nos 1solados de L. amazonensis de pacientes com a forma difusa pode representar um
mecanismo de adaptacdo importante para a sobrevivéncia e estabelecimento da
infec¢do. A elucidagdo de mecanismos supressores da LCD induzidos por isolados
de L. amazonensis podera ampliar o conhecimento sobre a imunorregulagdo dessa

patologia.

Palavras-chave: 1. Leishmaniose cutinea difusa; 2. L. amazonensis; 3. Mimetismo
apoptoético; 4. Fosfatidilserina.
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ABSTRACT

ROLE OF PHOSPHATIDYLSERINE EXPOSURE IN Leishmania amazonensis
ISOLATES OBTAINED FROM DIFFUSE CUTANEOUS LEISHMANIASIS
PATIENTS IN MODULATION OF MACROPHAGE INFECTION. Diffuse
Cutaneous Leishmaniasis (LCD) is a rare clinical manifestation of Leishmaniasis,
characterized by a number of macrophages heavily parasitized and low inflammatory
reaction. In Brazil, Leishmania (Leishmania) amazonensis 1s the main specie
involved in LCD cases. It has been described that the exposure and recognition of
phosphatidylserine (PS) on the surface of apoptotic cells phagocytosed by
macrophages is a macrophage deactivation mechanism dependent on TGF-B; and
PGE; (Fadok ef al. 1998). Morover, it was demonstrated by Barcinski and colleagues
that L. amazonensis amastigotes expose PS on its surface, in a mechanism called
"Apoptotic Mimicry." In this context, our goal was to investigate the exposure of PS
on the surface of L. amazonensis isolates obtained from LCD patients and its role
during the infection of macrophages. Initially, peritoneal macrophages from F1 mice
(BALB/c x C57BL/6) stimulated with thioglycolate were infected with different L.
amazonensis strains isolated from patients with Localized Cutaneous Leishmaniasis
(LCL) or LCD. The exposure of PS on the surface of amastigotes was determined by
flow cytometry using staining to annexin V and propidium iodide. Isolates from LCD
patients showed higher PS exposure than the isolates from LCL patients 24 hours
after infection. Then, we evaluated whether the differences of PS exposure in
amastigotes would correlate with the infectivity of different isolates. Percentage of
infected macrophages and infection index were higher in cultures using amastigotes
from LCD patients compared to the ones infected with amastigotes from LCL cases.
Furthermore, cultures infected with LCD isolates showed no difference to the LCL
isolates regarding TGF-B1 and nitric oxide production, suggesting that other
immuneregulatory mechanisms are involved in this process. These results suggest
that the increased exposure of PS in L. amazonensis isolates from patients with
diffuse form may represent an important mechanism for the establishment of
infection. The elucidation of the LCD suppressing mechanisms induced by L.
amazonensis strains may expand the knowledge about the immune regulation of this
disease.

Keywords: 1. Diffuse cutaneous leishmaniasis; 2. Leishmania amazonensis; 3.
Apoptotic mimicry; 4. Phosphatidylserine.
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3 INTRODUCAO
3.1 Caracteristicas Gerais e Ciclo da Leishmania

Os protozoarios do género Leishmania sdo parasitas flagelados pertencentes & ordem
Kinetoplastidae e a familia Trypanosomatidae. Estes protozodrios caracterizam-se pela
presenga de uma estrutura denominada cinetoplasto, formada de minicirculos e
maxicirculos de acido desoxirribonuciéico (DNA) altamente compactado dentro da
mitocdndria unica da célula (Stuart, 1983).

Existem aproximadamente 21 espécies de Leishmanias agrupadas em dois grandes
subgéneros: Leishmania e Viannia (Lainson ef al., 1987). As espécies também podem ser
classificadas de acordo com a distribuig8o geografica das 4reas endémicas como espécies
do Velho Mundo (Europa ¢ Asia) e do Novo Mundo (Américas). Com relagdo aos vetores,
o género Lutzomyia estd associado a transmiss@io de espécies de Leishmania do Novo
Mundo, enquanto que o género Phleboromos, transmite espécies do Velho Mundo
(Lainson et al., 1987).

Durante o seu ciclo de vida, o parasita apresenta duas formas evolutivas:
promastigotas, presentes em insetos vetores e amastigotas intracelulares, encontradas em
hospedeiros vertebrados (Figura 1). As formas promastigotas sdo transmitidas por fémeas
de insetos hematdfagos da subfamilia Phlebotominae (Diptera, Psychodidae), denominados
genericamente de flebétomos. A infecgdo do inseto ocorre no momento da alimentagio,
quando ele suga o sangue contendo amastigotas ou macrdfagos infectados. No trato
digestivo do vetor, ocorre rompimento da membrana dos macréfagos e as amastigotas
liberadas diferenciam-se na forma promastigota. Estas formas sio afiladas, apresentam

flagelo externalizados e sdo capazes de se multiplicar no intestino.
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Figura 1. Ciclo de vida do parasita. (Modificado de Chappuis ef al., 2007).

Apds a digestdo do sangue, as promastigotas migram para a regido anterior do
intestino e sofrem um processo de diferenciagdo, denominado metaciclogénese (Sacks &
Perkins, 1984). Durante a metaciclogénese, as promastigotas apresentam redugdo de
tamanho do corpo celular, tornam-se extremamente moveis e altamente infectivas,
passando a ser denominadas de metaciclicas. As formas metaciclicas migram para a
proboscide e sdo transferidas ao hospedeiro vertebrado no momento da picada, durante um
novo repasto sanguineo do inseto. No local da picada, as formas metaciclicas sdo

fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear presentes na derme. No interior
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dos fagossomas, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, células
arredondadas e com flagelo contido na boisa flagelar. Este periodo de diferenciagio pode
levar de 2 a 5 dias (Courret ef al., 2002). Os fagossomas que contém o parasita fundem-se
com vesiculas endociticas e com lisossomas. As amastigotas sdo resistentes as enzimas €
ao pH 4cido do fagolisossoma, conseguindo se multiplicar no interior de vaciolos
parasitoforos. Apds diversas multiplicagbes, os macréfagos ficam superinfectados e
rompem-se, liberando as amastigotas que s3o rapidamente fagocitadas por novos

macrofagos, estabelecendo e disseminando a infecgdo (Alexander & Russel, 1992).

3.2 Dados epidemiolégicos e clinicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

A leishmaniose é um problema grave de satide publica, sendo incluida entre as seis
mais importantes endemia do mundo. Estimativas da prépria OMS (Organiza¢do Mundial
de Saude) indicam que além dos 12 mithdes de individuos infectados em mais de 80
paises, existem ainda cerca de 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de contrair a

doenga (Desjeux 2004).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) apresenta ampla distribui¢do
com registro de casos em todas as regides brasileiras. Em 2004, foram registrados 28.569
casos, distribuidos em 1.926 municipios brasileiros (Manual de Vigilancia Tegumentar
Americana, Ministério da Saide, 2007). A LTA apresenta um amplo espectro de
manifestagdes clinicas (Barral-Netto er al., 1986). No meio do espectro, a leishmaniose
cutdnea localizada (LCL) representa a manifestagfio clinica mais freqliente. Nela, as lesdes
sdo exclusivamente cutdneas e tendem a cicatrizagdo. Os cortes histologicos revelam uma
reagdo inflamatodria tecidual do tipo crénico granulomatoso com auséncia ou escassez de
parasitas. No polo hiperérgico, a leishmaniose cutdnea mucosa (LCM), caracteriza-se por

escassez de parasitos na lesdo e reagdo imune exacerbada com intensa destrui¢do tecidual.
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E por tltimo, o p6lo anérgico conhecido como leishmaniose cutdnea difusa (LCD), com
presen¢a de inimeros macrofagos vacuolizados intensamente parasitados (Convit ef al.,
1972). As principais espécies, suas associagdes com a doenga em humanos e as

manifesta¢des clinicas apresentam-se demonstradas na figura 2.

Mucosa Cutanea Difusa

et
J

\
Leishmaniose Leishmaniose Leishmaniose ]

4

Figura 2. Principais espécies de Leishmania e aspectos imunolégicos observados na LTA. Ac:
Anticorpos; IFN-y: Interferon gama; IL-10: Interleucina 10; - auséncia; + Presenca ; + leve; ++moderada; +++
intensa; ++++ muito intensa. (Fonte: Manual de Vigilancia Tegumentar Americana, Ministério da Saude,
2007).

Dentro da LTA, as formas clinicas de LCM e LCD sdo afec¢des dermatologicas que

merecem mais atengdo devido a sua capacidade de produzir deformidades. O risco de
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ocorréncia de deformidades que pode produzir no ser humano e o envolvimento
psicologico, com reflexos no campo social e econdmico, fazem com que muitos casos
sejam considerados como uma doenga com caracteristicas estigmatizantes. (Manual de

Vigilancia Tegumentar Americana, Ministério da Saude, 2007).

3.3 Leishmaniose cutinea difusa

No Brasil, a LCD ¢ causada pela L. (L.) amazonensis, sendo a maioria dos casos
relatados no Maranhdo (40%); Para (20%); Bahia (12,5%); Mato Grosso (10%) e em

menor intensidade em estados do Norte do pais (Figura 3) (Saldanha et al., 2007).

— PE1(2,5%)

Estados com registro de
casos de LCD

Figura 3. Distribui¢iio geografica da Leishmaniose cutinea difusa no Brasil. Fonte: Costa ef al., 2005.
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Constitui uma forma clinica rara, porém grave, caracterizando-se por macigo
comprometimento dérmico, de natureza crdnica, com recidivas freqlientes e anergia ao
teste intradérmico de Montenegro (IDRM) (Convit er al.,, 1972). A maioria dos casos
origina-se de infecgdo adquirida na infancia, apresentando inicialmente lesSes unicas e ma
resposta ao tratamento (Saldanha er al., 2007). As lesdes observadas na LCD evoluem de
forma lenta com formag¢do de papulas, nédulos ou infiltra¢des difusas, de distribui¢do
simétrica na face, no tronco e nos membros, podendo disseminar-se para todo o corpo por

via hematogénica ap6s meses ou anos da infec¢do (Fonseca er al., 1981).

Histologicamente, as lesdes se caracterizam por um denso infiltrado dérmico de
macréfagos vacuolizados intensamente parasitados (Barral er al. 1995). Na maioria dos
casos, as lesdes involuem espontaneamente ou por agdo do tratamento quimioterapico.
Entretanto, as recidivas sédo freqiientes, podendo ser atribuida a reinfecgo ou alteragdes no
estado imunolédgico ou nutricional do paciente, ou ainda problemas com a farmacocinética

das drogas utilizadas (Barral er al., 1995; Costa et al., 1995).

Do ponto de vista imunoldgico chama aten¢io o teste de IDRM e transformagio
linfoblastica serem negativos, uma vez que culturas de células mononucleares do sangue
periférico estimuladas com antigenos de Leishmania, ndo respondem aos testes de
proliferagdo celular e produgdo de IFN-y. Apesar da auséncia de respostas celulares
especificas, os niveis de anticorpos anti-Leishmania circulantes sdo altos (Barral er al.

1995; Peterson et al., 1984).

O perfil de citocinas da resposta imune na LCD ¢ predominantemente do tipo Th2,
com baixa produgdo de IFN-y, TNF-a e IL-12 e niveis elevados de IL-4 e IL-10.
Entretanto, o perfil de citocinas pode variar de acordo como os diferentes estagios da
doenga. Células do PBMC de pacientes com lesdes em atividade apresentaram altos niveis

de expressio de mRNA para IL-2, IL-10 e IL-4, enquanto que ndo foram detectados
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expressdo de mRNA para IFN-y. Em contraste, alta expressdo de IFN-y e uma redugéo de
1L-10 foram observadas em pacientes com cura transitoria pds-tratamento (Bonfim ez al.,
1996). Nos casos em que houve recidiva da lesdo, houve redugdo na expressdo de [FN-y
com auséncia de IL-10. Alta concentra¢io de IL-10 foi encontrada no sobrenadante de
cultura de PBMC de pacientes com LCD estimulados com antigeno de Leishmania. Estes
dados demonstraram que uma das principais deficiéncias imunolégica em LCD estd na
inabilidade em produzir IFN-y e que IL-10 tem um importante papel na modulagdo

negativa na resposta de pacientes com LCD (Bonfim et a/., 1996).

3.4 Modelos de Suscetibilidade e Resisténcia a Leishmaniose

Diversos modelos murinos tém sido utilizados para estudar as caracteristicas clinicas,
imunoldgicas e bioquimicas da Leishmaniose. O modelo murino mais estudado de
resisténcia ou susceptibilidade a Leishmania é o da infecgio com a espécie Leishmania
major. Neste modelo, a dominancia de uma resposta de células T CD4+ com fendtipo Thl
geralmente resulta na cura da lesfo e eliminagdo do parasita, contrastando com a resposta
Th2, que se correlaciona com a susceptibilidade a4 doenca (Heinzel ez al., 1989, Sacks &
Noben-Trauth, 2002). Muitas linhagens de camundongos (C57BL/6, C3H, CBA)
desenvolvem lesSes autolimitantes com L. major, sendo a resolugio da infec¢do mediada
pelas células Thl, com a produgdo de IFN-y. Em contraste, a linhagem de camundongo
BALB/c desenvolve uma resposta do tipo Th2, sendo susceptivel a infec¢do com L. major
(Gumy ef al. 2004)

Diferente do que ocorre nos modelos de resisténcia e susceptibilidade em infecgdes
com L. major, a maioria das linhagens de camundongos ¢ susceptivel a infecgdo com L.
amazonensis. No entanto, essa susceptibilidade nfo esta relacionada a um perfil de resposta

Th2 bem estabelecido. Por exemplo, camundongos BALB/c so muito susceptiveis a
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infecgdo com L. amazonensis e apresentam uma produgdo importante de 1L-4 no decorrer
da infecgdo. No entanto, a quantidade de IL-4 produzida é insuficiente para polarizar a
resposta imune para um perfil Th2 e reduzir a sintese de citocinas como IFN-y e TNF-a
que sdo produzidas constantemente, caracterizando uma resposta mista entre o perfil Thl e
Th2 (Ji et al., 2002).

O que os modelos murinos de susceptibilidade a infecgdo com L. amazonensis sugerem
€ que a interag#o entre o hospedeiro e o parasita resulta em ineficiéncia de polarizagéo para
um perfil Thl. Camundongos C57BL/6 quando infectados com L. amazonensis,
desenvolvem lesdes que, embora diminuam de tamanho no decorrer das semanas,
raramente curam, tornando-se persistentes como uma infec¢do crénica. Em estudo
comparativo de infecgdo com L. major e L. amazonensis nestes camundongos, Ji e
colaboradores (2003) demonstraram que a susceptibilidade & L. amazonensis esta
relacionada a redugdo da produgdo de mediadores pré-inflamatdrios, bem como de seus
receptores, nas primeiras semanas apos a infecgdo. Estas alterag®es, juntamente com a
presenga de baixos niveis de citocinas do tipo Th2, previnem o desenvolvimento de células
Th1 especificas para o parasita. A susceptibilidade de camundongos C57BL/6 4 infec¢do
com L. amazonensis esta relacionada a baixa produgdo de IFN-y no decorrer da infecgdo e
produgfo de IL-4 apenas nos momentos iniciais, revelando que também nestes animais a
susceptibilidade estd mais associada a auséncia de resposta Thl do que a presenga de uma
resposta Th2 bem estabelecida (Afonso & Scott, 1993).

A citocina IL-10 parece estar relacionada com inibi¢do da resposta inflamatéria no
modelo de susceptibilidade a infec¢do com L. amazonensis. Camundongos C57BL/6 com
delegio do gene que codifica para esta citocina (IL-10 ) apresentam até 10x menos
parasitas nas leses quando comparadas s de camundongos C57BL/6 selvagens (Jones et
al., 2002; Ji et al., 2003). A auséncia de IL-10 nesta linhagem de camundongo induz a

produgdo de citocinas e quimiocinas antiinflamatdrias nos linfonodos drenantes e nas patas
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infectadas (Ji ef al., 2003). Além disso, a auséncia de IL-10 também induz o aumento da
atividade de iNOS na lesio, resultando em necrose do tecido infectado (Jones et al., 2002).
A citocina TGF-B parece contribuir para inibi¢o da resposta inflamatéria durante a
infec¢do com L. amazonensis e a produgdo desta citocina é aumentada em modelos de
infecgdo de macrofagos in vitro e em lesGes em camundongos BALB/c (Barral-Netto ef al.,
1992). O tratamento de camundongos BALB/c com anti-TGF-B pela L. amazonensis
impede o aparecimento de grandes lesGes e aumenta os niveis de mRNA para IFN-y nas
células do linfonodo drenante da lesdo. Desta forma, a indug&o da produgdo de TGF-p pela
L. amazonensis pode estar envolvida com controle da resposta imune, mantendo niveis
baixo de IFN-~y e favorecendo o estabelecimento da infec¢do (Barral-Netto et al., 1992).
Camundongos de linhagens resistentes & L. major apresentam, comparativamente,
produgdo mais baixa de IFN-y, quando infectados com L. amazonensis (Afonso & Scott,
1993; Jones et al., 2000). A falta da polarizagdo para Th2 em modelo de susceptibilidade
de camundongo BALB/c A L. amazonensis mostrou que concomitante a produgdo de IL-4,
ocorre uma produgdo baixa e continua de IFN-y no decorrer de toda a infec¢do (Ji et al.,
2002). Diferente da alta produgéio de IFN-y responsavel pela polarizagdo da resposta para
Thl e cura da lesdo em infec¢des com L. major, a presenga de concentragdes baixas desta
citocina durante a infec¢o com L. amazonensis pode favorecer a sobrevivéncia do
parasita. Comparativamente com outras espécies, L. amazonensis apresenta maior
resisténcia a ativagdo do macrofago (Scott & Sher, 1986). Qi e colaboradores (2004)
demonstraram que concentragdes de até 100ng/ml de IFN-y adicionados em culturas de
macrofagos infectados com L. amazonensis induzem maior proliferacdo das amastigotas
intracelulares, sugerindo que esta espécie pode ter evoluido mecanismos de subverter a

ativagfo macrofégica e as resposta imune do hospedeiro.
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3.5 Resposta intramacrofagica a infeccdo por Leishmania

Macréfagos sdo as células hospedeiras preferenciais para a infecgdo e proliferagdo de
parasitas do género Leishmania. Tanto o controle quanto o estabelecimento dos parasitas ¢
determinado pelo grau de ativagio dos macréfagos do hospedeiro, que por sua vez ¢
dependente de interagdes com células do sistema imune.

As vias de ativagdo macrofégica estdo centradas no metabolismo do aminoéacido L-
arginina. Os macrofagos apresentam duas vias metabdlicas que competem por este
aminodcido. A via de ati\}agﬁo classica € caracterizada pelo processamento da L-arginina
pela enzima Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS). Esta via é ativada por citocinas
caracteristicas de resposta imune do tipo Thl, como o IFN-y e o TNF-a. O aumento da
sintese da enzima iINOS induz maior produgdo de NO ativando os mecanismos
microbicidas. Por outro lado, a via alternativa envolve o processamento da L-arginina pela
enzima Arginase 1. Esta via ¢ ativada por citocinas caracteristicas de resposta imune do
tipo Th2 como IL-4, IL-10 ou prostaglandinas E> (PGEz) (Modolell et al., 1995; Mori &
Gotoh, 2000). A atividade da arginase 1 leva a produgdo de ornitina, um importante
precursor da via de poliaminas, que sio compostos que favorecem a. proliferagdo de
parasitas intracelulares (Vicendeau ef al., 2003).

A importancia da ativa¢fio da enzima arginase 1 para a sobrevivéncia de vérias espécies
de Leishmania foi demonstrada em modelos in vitro. Formas amastigotas de L. major e L.
infantum proliferam mais em macrdfagos incubados com citocinas do tipo Th2, IL-4, IL-10
e TGF-B, que induzem aumento da atividade da arginase 1 (Iniesta ef al., 2001).

A sobrevivéncia e a proliferacdo da Leishmania dentro do macréfago também séo
dependentes da captagiio de ferro no vacuolo parasitéforo. O ferro na forma Fe’ é um ion
divalente essencial como co-fator para a atividade de diversas enzimas. Os macréfagos

internalizam o ferro por endocitose, na forma de Fe*" acoplado a glicoproteina transferrina.
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A partir da acidificagiio do endossoma o Fe®* ¢ liberado da transferrina e convertido em
Fe' por redutases endossomais. Os macrofagos previnem o acumulo de Fe® nos
endossomas através da atividade de bombas para o efluxo de ions divalentes chamadas
Nramp (Natural Resistance-associated Macrophage protein). Camundongos com delegio
para o gene que codifica o transportador Nramp 1 s@io mais susceptiveis a infecgdo com
Mycobacterium bovis (BCG), Salmonella typhimurium e Leishmania donovani, sugerindo
a importancia da disponibilidade de Fe** no interior do vactolo para a sobrevivéncia e
proliferagdo destes parasitas (Vidal ef al., 1995).

Formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis possuem um transportador de
Fe** na membrana plasmatica, denominado LIT1, que apresenta caracteristicas semelhantes
aos transportadores de ferro da familia ZIP, descritos em Arabidopsis thaliana (Huynh et
al., 2006). Dentro do vacuolo, as amastigotas tém que competir pelo Fe’" livre antes que
ele seja bombeado para o citoplasma do macrofago pelo Nramp. L amazonensis com
dele¢do do gene que codifica para o transportador LIT1 néo prolifera em macrofagos e ndo
¢ capaz de desenvolver lesdio em camundongos susceptiveis BALB/c. A expressdo de LITI
em amastigotas intracelulares sugere um mecanismo de adaptagdio da Leishmania para a
sobrevivéncia em um ambiente onde a concentragio de Fe* disponivel ¢ limitada (Huynh
et al., 2006).

O sucesso da infecgdo com Leishmania nio depende apenas da interagio entre o
parasita e a célula hospedeira. Macréfagos infectados s@io potenciais candidatos a
apresentarem antigenos do parasita para linfcitos T. Desta forma, peptideos do parasita
associados 4 molécula de MHC de classe Il expostas na superficie dos macréfagos podem
ativar células T CD4" especificas para Leishmania, potencializando a resposta imune.
Diversos trabalhos tém demonstrado que a infecgdo com Leishmania interfere
negativamente na apresentagdo de antigenos pelos macréfagos. Em infecgfio com L. major

e L. amazonensis os macrofagos tém a capacidade de apresenta¢do diminuida tanto para
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antigenos do parasita como para outros antigenos (Fruth et al., 1993, Prina et al., 1993).
Trabalhos do grupo de Jean-Claude Antoine demonstraram que moléculas de MHC de
classe I sdo retidas no vaclolo parasitéforo de L. amazonensis e L. donovani (Lang et al.,
1994a, Lang et al., 1994b). Utilizando inibidores de proteases este grupo conseguiu
observar que as formas amastigotas de L. amazonensis internalizam as moléculas de MHC-
IT do macréfago, degradando-as em organelas equivalentes aos lisossomos, denominadas
megassomas (De Souza Ledo er al., 1995).

Apds serem fagocitadas, os parasitos do género Leishmania se localizam em
fagossomas denominados vacuolos parasitoforos (VPs). Os VPs amadurecem fusionando
com vesiculas da via endocitica, endossomas tardios e/ou lisossomas. A morfologia e a
maturagdo de compartimentos contendo o parasito variam dependendo da espécie de
Leishmania. Amastigotas de espécies do Velho Mundo, como L. donovani e L. major,
sobrevivem em um vacuolo caracterizado como “justo” que apresenta vérios pontos de
contato com a membrana do parasita e em geral poucos amastigota em seu interior (Castro
et al., 2006). No entanto espécies do Novo Mundo, como L. amazonensis e L. mexicana
induzem a formagdo de vactolos parasitéforos com um limen grande, descritos como
“largos”, que podem apresentar varias amastigotas, aderidas 4 membrana
preferencialmente pela regido posterior (Benchimol & De Souza, 1981). Isto pode ser
resultado de processos distintos que controlam a fusio e fissdo de endossomas e organelas
aos vacuolos ou diferengas nas interagSes entre as espécies e a célula hospedeira (Antoine
et al., 1998).

Em conseqiiéncia da morfologia peculiar que os vacuolos das espécies de Leishmania
do Novo Mundo apresentam, had diversos trabalhos na literatura caracterizando a
composicdo ¢ a dindmica de formagdo destas estruturas. Vacuolos de L. amazonensis sdo
altamente fusogénicos com lisossomos, podendo depletar estas organelas do citoplasma da

c€lula infectada nas primeiras horas apés a infec¢do (Barbieri ef al., 1985; Antoine et al.,
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1990). Devido a esta dindmica, os vactiolos apresentam pH entre 4,74 e 5,26 (Antoine et
al., 1990) e diversas proteases lisossomais como as catepsinas B, H, L e D (Prina ef a/,,
1990). Além da fusdo com os lisossomas, os vactiolos desta espécie também adquirem
proteinas caracteristicas de endossomas tardios (Courret ef al., 2002).

Apesar da presenga do conteudo lisossomal no vacuolo de L. amazornensis, as formas
amastigotas desenvolveram diversas estratégias para sobreviverem neste ambiente de pH
acido. Devido a agdo de uma H” - ATPase na membrana das amastigotas, o pH é mantido
em torno de 6,36, o que ndo compromete a atividade das enzimas citoplasmaticas
(Marchesini & Docampo, 2002). Além disso, transportadores importantes para a aquisigdo
de nutrientes como prolina, glicose e poliaminas estdo presentes na superficie das formas
amastigotas € apresentam atividade 6tima em pH proximo ao do vactiolo parasitoforo
(Glaser & Mukkada, 1992; Burchmore & Hart, 1995; Basselin et al, 2000).

Mesmo apresentando caracteristicas altamente fusogénicas, a interagdo entre o vacliolo
de L. amazonensis com vesiculas da via endocitica ndo parece ser um processo aleatorio.
Veras e colaboradores (1992) demonstraram que vactolos contendo amastigotas podem
fundir com endossomas contendo zimozan, B-glicana e leveduras mortas pelo calor. Real e
colaboradores (2008) também demonstraram que vactiolos de macréfagos infectados com
amastigotas de L. amazonensis fundem com vacuolos recentes de uma nova infecgdo, tanto
de promastigotas como amastigotas. No entanto, a fusdo com endossomas contendo
particulas de latex, eritrocitos fixados e eritrocitos opsonizados com IgG ¢é inibida. A
bactéria Coxiella burnetti apresenta vaciolo morfologicamente semelhante ao de L.
amazonensis, também bastante fusogénico. Porém, diferente do observado para L.
amazonensis esta bactéria ndo parece controlar seletivamente a fusdo do vacuolo com as
vesiculas endossomais (Veras et al., 1992).

Os fatos apresentados mostram que a interagio da Leishmania com o macrofago € um

processo extremamente complexo e regulado. A sobrevivéncia do parasita dentro do
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vactolo envolve mecanismos de captagdo de nutrientes, de controle da ativagdo dos

macrofagos e da resposta imune mediada pelas células T.

3.6 APOPTOSE E PARASITISMO

3.6.1 Fendtipo Apoptético

O processo de morte celular programada (MCP) é um mecanismo dependente de uma
programagdo genética, com a participagdo de genes ativadores e repressores, que modulam
os eventos envolvidos nesse tipo de morte celular. Diversos estimulos podem ativar
diferentes vias de sinalizagdo celular que levam a MCP. Células sofrendo esse processo de
morte apresentam caracteristicas proprias que dependem do tipo celular envolvido e do
estimulo indutor da morte (Fadeel & Orrenius, 2005).

O fendtipo mais encontrado em células sofrendo MCP € a apoptose, que é
caracterizada por diversas modificagdes morfologicas e bioquimicas caracteristicas na
c€lula, iniciadas e efetuadas pelas enzimas da familia das caspases (Miller, 1997): cisteino
proteases que tem especificidade por seqiiéncias com acido aspértico na posigdo P1. Perda
do potencial de membrana de mitocondria, alteragdes estruturais de membrana, degradagio
oligonucleossomal do DNA, condensagdo da cromatina nuclear, formagao de extrusdes da
membrana plasmatica (blebs) e formag¢io de corpos apoptdticos sdo as principais altera¢des
que caracterizam o fendtipo apoptético (Fang et al., 1996; Ohyama er al., 1985,
Oberhammer er al., 1994; Tounekti er al., 1995; Daniel et al., 1999). No contexto de
manuten¢gdo da homeostasia, o reconhecimento e a rapida fagocitose das células
apoptdticas permitem que células auto-reativas, que ja& desempenharam sua fungdo, que

sofreram algum tipo de estresse fisico ou quimico, sejam reconhecidas e eliminadas sem



28

iniciar um processo inflamatério danoso ao tecido adjacente, ja que ndo ocorre liberagdo do

conteudo citoplasmatico no ambiente extracelular (Savill & Fadok, 2001).

3.6.2 Perda da assimetria de membrana durante a apoptose

Em células viaveis, os principais fosfolipidios que formam a bicamada lipidica da
membrana plasmatica séo fosfatidilcolina (PC), fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamida
(PE) e esfingomielina (SM). A localizagdo de cada fosfolipidio ¢ fundamental para o
desempenho de suas fungdes; esta localizagdo é controlada pela atividade de determinadas
enzimas. Aproximadamente 100% da PS e 80% da PE sd3o encontrados na face interna da
membrana e 75% da PC e 80% da SM sio encontrados na face externa da membrana (Diaz
& Schroit, 1996). Essa distribuigdo assimétrica é mantida através de enzimas denominadas
translocases, que catalisam o movimento vertical de fosfolipidios na membrana, chamado
flip-flop ou translocagéo, redirecionando as moléculas para o seu sitio habitual. Essas
enzimas s8o denominadas fosfolipidio-translocases, sendo que as flopases direcionam os
lipidios para a face externa enquanto que as flipases induzem o movimento contrério (Diaz
& Schroit, 1996).

Uma das modificagbes mais bem definidas em células apoptéticas € a perda da
assimetria da membrana plasmatica, que esta vinculada a inativagdo das translocases, e a
superexpressdo das enzimas fosfolipidio-escramblases que promovem a translocagdo
bidirecional dos lipidios, em um mecanismo dependente de calcio intracitoplasmatico e
ativagdo de caspases (Bevers, er al., 1999). A translocagdo dos lipidios leva a alguns
efeitos importantes para o processo de apoptose e reconhecimento das células alvo. Um
deles € a internalizagdo de SM, que ao chegar ao citoplasma, sofre a agdo de
esfingomielinases citoplasmaticas liberando ceramida que desempenha papel importante na

formagdo e liberagdo dos corpos apoptoticos (Tepper, 2000). A alterag¢do estrutural mais
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bem estudada na membrana plasmatica de células apoptdticas € a exposi¢do de PS (Fadok
et al.,1992;), fosfolipidio anidnico que é reconhecido por fagdcitos ou por moléculas
presentes no soro (van der Eijnde, 1998). Como a maior parte dos tipos celulares apresenta
a exposi¢o de PS na sua superficie externa quando em processo de apoptose, esse
fosfolipidio € utilizado como um marcador especifico de apoptose. Para tanto, o PS €, em
geral, marcado com a proteina anexina V, que tem alta afinidade por PS na presenga de

altas concentragdes de calcio (Tait & Gibson, 1992).

3.6.3 Reconhecimento de Fosfatidilserina

O reconhecimento de células apoptdticas ocorre devido & expressdo ou exposi¢do de
ligantes de superficie que interagem com as células fagociticas do sistema imune inato,
como macrofagos e células dendriticas, principais responsaveis pela endocitose e
eliminagdo destas células. Muitos destes ligantes, j4 foram caracterizados, sendo o PS o
mais estudado na literatura (Moreira & Barcinski, 2004).

Uma tentativa de identificagio dos mecanismos de reconhecimento do PS na
superficie das células apoptoticas foi pela caracterizagdo de receptores especificos
presentes na membrana dos fagécitos. O primeiro relato de um possivel receptor para PS
fo1 descrito por Fadok e colaboradores (2000). Neste trabalho os autores identificaram um
anticorpo policlonal que bloqueia a fagocitose de células apoptdticas de forma dependente
de PS. O epitopo reconhecido por este anticorpo foi isolado pela técnica de phage display e
o0 gene que codifica para esse epitopo foi identificado como sendo o receptor de PS (PSR).
O PSR foi descrito como uma proteina transmembrana e a expressdio deste receptor em
células ndo fagociticas aumentou a eficiéncia de fagocitose destas células (Fadok er al.,

2000). A partir da caracteriza¢do da estrutura protéica e génica do PSR, diversos grupos
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desenvolveram camundongos homozigotos com delegdo do gene psr (Li et al., 2003;
Kunisaki ez al., 2004; Bose et al., 2004).

Como consenso, foi observado que a delegdo deste gene é letal para os camundongos,
entretanto os artigos posteriores ao de Fadok e colaboradores (2000) indicaram
questionamentos sobre o receptor para PS inicialmente proposto, uma vez que
experimentos posteriores com substituigdo dos primeiros €xons do gene pst (de um total de
6 éxons) por um gene de resisténcia a neomicina levaram a resultados conflitantes entre
estes grupos.

Li e colaboradores (2003) observaram anomalias no pulmio, no sistema nervoso
central e reducdo da fagocitose de células apoptéticas por macrofagos derivados de
precursores retirados do figado de fetos homozigotos para a mutagdo, enquanto que as
altera¢des observadas por Kunisaki e colaboradores (2004) foram relacionadas com defeito
na eritropoiese, anemia intensa e atrofia timica, resultando em falhas no desenvolvimento
de linfocitos T. Além disso, os autores demonstraram aciimulo de células apoptéticas no
figado e no timo, porém sem a presenca de inflamag8o, sugerindo que a fagocitose destas
células nao estava inibida, e sim retardada.

Contrariamente a implica¢do do PS no reconhecimento e fagocitose de células
apoptoticas, Bose e colaboradores (2004) observaram que os camundongos mutados
apresentavam retardo na diferenciagdo de rins, intestino, pulmio, figado e olhos. No
entanto, ndo foi encontrado acumulo de células apoptdticas em nenhum destes 6rgéos e
macrofagos derivados do figado fetal ndo apresentaram dificuldades em fagocitar células
apoptoticas. Os autores concluiram entfo que o PSR possui fungdes essenciais durante a
embriogénese, mas que néo estd envolvido na fagocitose de células apoptéticas.

Mais recentemente, Mitchel e colaboradores (2006) desenvoiveram uma linhagem de
fibroblastos a partir de células de camundongos deficientes para o PSR. Os autores

demonstraram que auséncia do PSR nos fibroblastos ndo influencia no reconhecimento, na
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fagocitose ou na resposta as células apoptdticas, corroborando as observagdes anteriores de
Bose e colaboradores (2004). Em experimentos de fusdo do PSR com a proteina GFP os
autores demonstraram que a localizagdo deste receptor € nuclear. A localizagio nuclear do
PSR ja havia sido demonstrada anteriormente em céiulas de mamiferos (Cui et al., 2004) e
em Hydra (Cikala er @l.,2004) e foi descrita recentemente em Drosophila (Krieser et al.,
2007), contradizendo os resultados apresentados por Fadok e colaboradores (2000).

Até este momento ndo esta claro se existe um receptor especifico para o PS e qual
seria esse receptor, mas existe um consenso atual que o sistema de reconhecimento de
ligantes na superficie de células apoptéticas compreende vérios receptores na membrana de
fagécitos que atuam de modo redundante, otimizando a capacidade do organismo de
eliminar rapidamente essas células (Bratton & Henson, 2007). Devido a importéncia que o
reconhecimento e a rapida remogdo destas células apresentam para a manutengido da
viabilidade dos tecidos, é muito provavel que novos sistemas de reconhecimento para PS

sejam descritos no futuro.

3.6.4 Conseqiiéncias do reconhecimento de células apoptoticas.

O papel do reconhecimento de células apoptoticas ¢ mediar a rapida fagocitose destas
células e destrui-las através de digestdo intracelular, impedindo o extravasamento do
conteudo citoplasmatico de células mortas. As principais células responsaveis pelo
clearance de células apoptdticas sdo os macréfagos. Quando células apoptdticas sdo
fagocitadas, os macréfagos ndo sdo induzidos a gerarem uma resposta inflamatéria, o que €
absolutamente necessario para a manutengfo da homeostase do organismo (Kumar et al.
2005)

A fagocitose de células apoptdticas leva a supressdo da produgdo de TNF-a por

macrofagos ativados (Voll ef al., 1997) e a indugdo da produgdo de TGF-3, PGE2 e PAF
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(Fadok et al., 1998). A produgdo de quimiocinas pré-inflamatérias como IL-8, MIP-1c
(macrophage inflammatory protein-1c), MIP- 2 e 6xido nitrico por macréfagos € modulada
negativamente pelo reconhecimento de c€lulas apoptéticas (McDonald er al., 1999) A
produgdo de TGF-B € fundamental na modulagdo da resposta macrofagica, conforme foi
demonstrado pela adigdo dessa citocina & cultura, o que mimetizou os efeitos causados pelo
reconhecimento de células apoptéticas. Anticorpos que bloqueiam TGF-p revertem o

fendtipo dos macréfagos que endocitaram células apoptéticas (McDonald et al., 1999).

3.6.5 Mimetismo Apoptético

Formas promastigotas de L. amazonensis morrem por apoptose quando submetidas a
choque térmico. Isto foi observado em experimentos de transferéncia dos parasitos da
temperatura de crescimento in vitro, para a temperatura de crescimento in vivo (de 22°C
para 37°C, respectivamente) (Moreira et al.,1996). Durante este processo, 0s parasitas
apresentam mudangas morfolégicas caracteristicas de uma célula apoptdtica como
fragmentagfio da cromatina e clivagem de DNA. Formas amastigotas desta espécie quando
purificadas de lesdes cutdneas na pata de camundongos expdem PS na sua superficie. No
entanto, estas células sdio viaveis, altamente infectivas e replicam em macréfagos apés a
infec¢do, o que sugere que ndo estdo morrendo por apoptose (De Freitas Balanco et al.
2001). Os autores observaram que, semelhante ao que ocorre durante o reconhecimento de
células apoptoticas, o reconhecimento destas amastigotas pelo macréfago induz um
fenétipo antiinflamatdrio, com produgdo de TGF-B, IL-10 e inibigio de NO. Esse

mecanismo foi denominado de “Mimetismo Apoptético” (De Freitas Balanco et al., 2001)

(Figura 4).
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Figura 4. Mimetismo apoptoético em amastigotas de Leishmania amazonensis.
(Figura cedida por Jodo Luiz Mendes Wanderley).

Assim, a expressdo de PS na superficie das formas amastigotas de Leishmania
amazonensis ¢ um fator de viruléncia, pois funciona como um ligante, mediando o
reconhecimento destes parasitas por macréfagos (De Freitas Balanco er al., 2001). O
bloqueio da sinalizagdo por PS diminui a internalizagdo e a proliferagdo intracelular das
formas amastigotas de modo especifico (De Freitas Balanco ef al., 2001). Estes resultados
mostram que a exposi¢do de PS por formas amastigotas, além de torna-las mais infectivas
induz uma permissividade macrofagica para o crescimento do parasita.

Este mecanismo ou mecanismos semelhantes parecem operar em outras infecgdes
parasitarias, como tem sido mostrado em alguns trabalhos. A infec¢@o ativa de macrofagos
pelo parasita Toxoplasma gondii inibe a produgdo de 6xido nitrico, e esta inibigdo depende
da exposicdo de PS pelo parasita. Bloqueando PS na superficie do parasita, através da
incubagdo com anexina V, ou bloqueando-se TGF-B; com um anticorpo monoclonal

especifico este efeito € abolido (Seabra e al., 2004).
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As formas tripomastigotas de Trypanossoma cruzi, que sdo infectivas para as células
do hospedeiro vertebrado, parecem ser as Unicas formas evolutivas deste parasita que
apresentam exposi¢@o de PS, mesmo quando provenientes de formas axénicas de cultura
(DaMatta et al., 2007). O reconhecimento dessa molécula na superflcie das tripomastigotas
também estd relacionado & inibi¢do da produgdo de NO em macrofagos infectados.

Recentemente Mercer ¢ Helenius, demonstraram que uma forma infectiva nfo
envelopada do virus Vaccinia expde PS na superficie (Mercer & Helenius, 2008). O
reconhecimento desta forma do virus induz sua internalizagdo pelo processo de
macropinocitose. Esta internalizagdo ¢ dependente do PS exposto pelo virus e este
mecanismo também foi descrito como Mimetismo Apoptdtico (Mercer & Helenius, 2008).
Estes resultados sugerem que a habilidade em induzir uma resposta antiinflamatdria
utilizando caracteristicas de células apoptéticas parece ser um mecanismo comum entre
patogenos intracelulares, que precisam lidar com mecanismos microbicidas das células

hospedeiras.
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4 JUSTIFICATIVA

A progressdo cronica da LCD ¢ atribuida a falta da imunidade mediada por células
especifica para antigeno de Leishmania e predominincia de uma resposta do tipo Th2.
Neste sentido, mecanismos imunossupressores podem ser modulados por moléculas do
proprio parasita durante a interag@o com a célula hospedetra.

Trabalhos de Barcinski e colaboradores vém descrevendo a exposigdo e o
reconhecimento de PS na superficie de amastigotas de L. amazonensis como mecanismo de
desativagio de macréfagos por uma via dependente de TGF-B,.

Neste projeto, a avaliagdo do papel de PS na superficie de isolados de L.
amazonensis obtidos de pacientes com forma cutinea difusa, comparando com isolados da
cutdnea localizada, nos permitira inferir se existe uma modulagdo positiva da expresséo de
PS em cepas de difusa que justificaria em parte a desativagdo macrofagica associada a

LCD.
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5 HIPOTESE
Os isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com LCD apresentam maior
exposi¢do de PS em comparagio com a forma LCL e isto contribui para desativacio do

macrdfago favorecendo a replicagio do parasita.

6 OBJETIVO GERAL
Avaliar a exposigdo de PS em cepas de L. amazonensis de pacientes com LCL e

LCD e qual o papel imunossupressor dessa molécula durante a infec¢do de macréfagos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1. Comparar a exposi¢do de PS na superficie de promastigotas de L. amazonensis

isolados de pacientes com LCL e LCD;

2. Comparar a exposigdo de PS na superficie das amastigotas de L. amazonensis

obtidos de pacientes com LCL ¢ LCD;

3. Auvaliar a carga parasitéria, produgfo de TGF-f, e 6xido nitrico durante a infec¢do

in vitro de macrofagos peritoneais com isolados de pacientes com LCL ¢ LCD.
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7 MATERIAL E METODOS
7.1 Animais

Foram utilizados camundongos F1 (resultante do cruzamento entre camundongos
das linhagens BALB/c e C57BL/6), machos de 6-8 semanas, mantidos no setor de biotério
da Coordenagdo de Pesquisa no Instituto Nacional do Cancer (INCa-RJ), sob condigdes
controladas de temperatura, iuminosidade, umidade e alimentados com &agua e ragio
comercial balanceada ad libitum. Os ensaios experimentais nessa tese estdo de acordo com

o Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) sob nimero de licenga L-0036/08.

7.2 Parasitas

Foi utilizado um total de 14 cepas de Leishmania (Leishmania) amazonensis, cuja
caracterizagio por zimodemas foi realizada no servigo prestado pela Colegdo de
Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC) sob a responsabilidade de Dra. Elisa
Cupolillo (FIOCRUZ-RJ). As cepas foram isoladas a partir de lesdes de pacientes com
Leishmaniose Cuténea Difusa (n=7): (MHOM/BR/1986/BA106),
(MHOM/BR/1989/BA199), (MHOM/BR/1989/BA276), (MHOM/BR/1990/BA336),
(MHOM/BR/1997/BA700), (MHOM/BR/1999/BA760), (MHOM/BR/2002/BA820) e
Leishmaniose Cuténea Localizada (n=6): (MHOM/BR/1985/BA69),
(MHOM/BR/i985/BA73), = (MHOM/BR/1987/BA113), (MHOM/BR/1987/BAl15),
(MHOM/BR/1987/BA125) e a (MHOM/BR/1973/M2269), cepa de referéncia
internacional da Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Para armazenar as cepas,
aliquotas foram congeladas em meio RPMI completo contendo 10% de soro fetal bovino
(SFB - Gibco, California, EUA) e 1% de DMSO. Todas as cepas sdo mantidas congeladas
em nitrogénio liquido no Laboratério Integrado de Microbiologia e Imunorregulagio e
foram cedidas por Dra Aldina Barral. A cepa de L. amazonensis LV79 (MPRO/BR/72/M

1841-LV-79), isolada de um caso de LCL de primata, foi cedida por Dr. Marcello
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Barcinski ¢ ¢ mantida no Instituto Nacional do Cancer (INCa-RJ). Para este estudo, os
parasitas foram descongelados, cultivados em meio NNN e expandidos in vitro em meio
Schneider contendo 10% de SFB, pH 7,2 a 25°C, até atingirem a fase estaciondria de

crescimento.

7.3 Sincronizaciio das culturas de promastigotas de Leishmania

Formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em garrafas de cultura
de 2Scm2, no volume de 5 ml em meio Schneider com 10% de soro bovino fetal (SBF).
Para sincronizagéo do cultivo, as cepas foram repicadas de dois em dois dias em um total
de trés repiques sucessivos, adicionando-se 10% (500pl) da cultura inicial ao novo repique.
Para obtengfio de promastigotas em fase logaritmica foram realizadas passagens, onde o
niimero inicial de parasitas foi fixado em 10°/ml. O ntmero de promastigotas nos dias
subseqiientes foi determinado por contagem em cidmara de Neubauer e acompanhado até a

fase estacionaria.

7.4 Obtencdo de macréfagos peritoneais

Camundongos F1 foram inoculados com 3 ml de tioglicolato (Sigma, Saint Louis,
EUA) na concentragdo de 3% diluido em PBS (Gibco, California, EUA). Apds 5-7 dias os
camundongos foram sacrificados ¢ foi feito o lavado peritoneal com HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution — Sigma, Saint Louis, EUA) contendo 2mM de EDTA
(Ethylenediaminetetraacetic acid - Sigma, Saint Louis, EUA). As células foram
centrifugadas por 5 min & 1200 rpm em temperatura ambiente, ressuspendidas em meio

DMEM contendo 10 % de SBF (Gibco, California, EUA) e mantidas no gelo até o uso.

7.5 Infecgdo de macraéfagos

As células do lavado peritoneal de camundongos F1 foram contadas e plaqueadas

em diferentes concentra¢des de acordo com cada experimento. Apos 2 horas de incubagio
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em estufa a 34°C e 5% de CO,, as monocamadas foram lavadas 2 x com PBS para a
retirada de células ndo aderentes e permaneceram em estufa por um periodo de 12 horas.
As infecgdes com os isolados de L. amazonensis foram realizadas nas proporgdes de 3:1
(promastigota: macrdéfago). Apods 2 horas de interagdo, as culturas foram lavadas com
PBS para a retirada dos parasitas nfo internalizados da cultura. Os macréfagos infectados
permaneceram em meio DMEM contendo 10% de SFB e em estufa 34°C, 5% CO, para

analise de distintos pardmetros em diferentes intervalos de tempo.

7.6 Purificacdo de amastigotas intracelulares

Para obtengdo de formas amastigotas foi utilizado protocolo previamente
padronizado por Wanderley e colaboradores (2006). Macréfagos isolados da cavidade
peritoneal de camundongos F1 foram plaqueados em garrafas de cultura de 25cm’® na
concentragio de 2x10° e em seguida infectados com formas promastigotas de L.
amazonensis er.n fase estaciondria. Apds diferentes intervalos de infecgdo, as culturas
foram lavadas com 5 ml de PBS e foi adicionado 3 ml de tampio de lise (Hepes 20 mM,
Sacarose 0,25 M, EDTA 5 mM, Aprotinina 0,3 uM, E-64 10 pM, Pepstatina 1 uM, pH 7,2)
nas garrafas que permaneceram sobre gelo durante 5 min. Apds este periodo, os
macréfagos foram raspados da garrafa e lisados mecanicamente em um homogeinizador de
vidro. As células foram centrifugadas a 50 g durante 5 min. para retirada de macréfagos
ndo lisados. O sobrenadante contendo as amastigotas foi centrifugado a 300 g por 17 min.
a 4°C. O pellet de amastigotas foi ressuspendido em meio DMEM contendo 4% de SFB e
os tubos permaneceram 2 horas sob agitagio a 34°C. Ap6s esse periodo, os parasitas foram

lavados 2 vezes com PBS, antes da utiliza¢do nos ensaios de exposi¢do de PS.
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7.7 Avaliagdo da exposicdo de PS

A avaliagdo da exposigdo de PS foi realizada segundo protocolo adaptado de
Wanderley e colaboradores (Wanderley er al, 2006). Em resumo, 2x10° formas
promastigotas ou amastigotas purificadas de macrofagos de camundongos F1 foram
marcadas com anexina V conjugada a fluoresceina (Molecular Probes, Oregon, EUA) em
20ul de tampao contendo 2,5 mM de calcio e 0,7pug/ml de iodeto de propidio (PI - Sigma,
Saint Louis, EUA), que é um marcador vital, para garantir que as células PSP*/PI"*® nio
estavam mortas ou com a viabilidade comprometida. Os parasitas foram analisados por
citometria de fluxo (FACScalibur® — BD Biosciences, California, EUA) através do

programa Cell-Quest Pro®.

7.8 Determinacio do indice de infectividade

Macréfagos na concentragdo de 2x10° foram plaqueados em laminulas redondas de
vidro estéreis em placa de 24 pogos e infectados com os diferentes isolados de L.
amazonensis em fase estacionaria. Apds diferentes tempos de infecc¢do, as culturas foram
fixadas em metanol 100% e coradas com Giemsa (Merck, Darmstadt, Germany). Apds
uma série de desidratagdo em acetona: xilol (10:90, 30:70, 70:30 e 100% acetona), a
laminula foi montada em Entelan. A porcentagem de macréfagos infectados foi
determinada através da contagem de no minimo 200 macréfagos por laminula em
microscopio 6ptico, utilizando objetiva de imersdo (100x). Foram avaliados o percentual
de macréfagos infectados e o indice de infectividade, que foi determinado a partir da
seguinte férmula: Indice de Infectividade = porcentagem de macréfagos infectados X

numero de amastigotas por macréfago/100 (Wanderley et al., 2006).
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7.9 Quantifica¢do da sintese de TGF-p,

Para determinagdo dos niveis de produgdo de TGF-B; os macréfagos foram
plaqueados na concentragdo de 2X10° em placas de 24 pogos e infectados com
promastigotas de L. amazonensis em meio DMEM suplementado com 1% de Nutridoma-
SP (Roche -~ USA). A analise da produg@o de TGF-B; foi realizada nos tempos de 24, 48,
72 € 96 horas apos a infecgdo. Vinte horas antes da coleta do sobrenadante os macréfagos
foram tratados com 100 ng/ml de LPS de Escherichia coli, serotipo 026:B6 (Sigma-
Aldrich). Os niveis totais de TGF-B; foram mensurados usando a técnica de ELISA
(DuoSet Kit; R&D Systems). Brevemente, os sobrenadantes das culturas de macréfagos
estimulados com LPS apenas ou infectados com L. amazonensis foram acidificados e
posteriormente neutralizados de acordo com as especificagdes do fabricante do Kit. A
concentragdo de TGF- B; em cada experimento foi determinada pela compara¢do com a

curva padrdo e os resultados expressos em ng/ml de proteina.

7.10 Quantificacio da producdo de é6xido nitrico

Para a determinagdo da producio de NO, macréfagos infectados e ndo infectados
foram estimulados com 100 ng/ml de LPS de E. coli, serotipo 026:B6 (Sigma-Aldrich) e
50 ng/ m! de IFN-y murino recombinante (Prepotec), 20 horas antes da coleta do
sobrenadante. A concentragdo de NO foi determinada indiretamente pela reagdo de Griess
(Green er al., 1982) (Sigma-Aldrich) e os valores comparados com uma curva padrio

contendo concentragdes crescentes de nitrito de sédio (NaNO3).
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7.11 Microscopia de luz

Preparagdes coradas com Giemsa de macréfagos infectados por diferentes isolados
de L. amazonensis foram fotografadas em objetiva de imersdo no microscépio Olympus
XL59 no aumento de 40X e as imagens adquiridas utilizando o software ImageProPlus. Os
pardmetros avaliados por esta técnica foram a porcentagem de macrofagos infectados e o

indice de infecgdo.

7.12 Analise estatistica

Para determinar a significincia estatistica das diferengas entre os grupos
experimentais, analises de varidncia (Kruskal-Wallis) foram realizadas utilizando o
programa Prism 5.0 (Graphpad Software, CA). Apoés analise de significdncia Kruskal-
Wallis foi utilizado o pds-teste de Dunn’s. As analises de associagdo entre alguns
pardmetros foram plotadas em um diagrama de dispersdo e utilizamos o coeficiente de
correlagdo de Spearman (r) e o valor de p para validar a existéncia de correlagdo. Valores

de p < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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8 RESULTADOS

8.1 Descricdo clinico - patologica

Os casos de leishmaniose cutanea difusa (LCD) causados por L. amazonensis possuem
aspectos clinicos e imunopatoldgicos bem distintos da Leishmaniose cutdnea localizada
(LCL). Nesse estudo, nds utilizamos cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com
LCD e LCL, apresentando manifestagdo clinica compativel com as classifica¢des da
doenga.

Os critérios utilizados para classificar os pacientes como LCD foram os estabelecidos
por Convit em 1972. Sdo eles: presenga de lesdes nodulares acometendo grandes areas
corporeas; riqueza de parasitas nas lesdes; nimero intenso de macréfagos parasitados;
auséncia de comprometimento visceral; intradermorreagdo de Montenegro (IDRM)
negativa; evolu¢do cronica da doenga; dificil resposta ao tratamento e refratariedade
(Convit et al., 1972). Para classificar os pacientes com a forma LCL os critérios adotados
foram os descritos por Guimardes em 2005. Sio eles: lesdo (Ses) ulcerada (s) de bordas
elevadas com um fundo geralmente granuloso e IDRM positiva. (Guimaraes ef al., 2005).

A avaliacdo clinica dos pacientes foi feita nos postos de saude do municipio onde os
mesmos residem por uma equipe de médicos coordenada por Dr. Jackson Costa e Dra.
Aldina Barral. Esses individuos fazem parte do programa de controle da Leishmaniose
Tegumentar Americana, tendo acompanhamento médico durante todo o curso da infecgdo
e pos-tratamento. As fichas clinicas nas quais constam informagdes a respeito da evolugéo
da doenga foram disponibilizadas para este estudo, sendo alguns dos dados relevantes

sobre os pacientes com LCD listados na tabela I e LCL na tabela II.



Lesdes

Distribuicdo das lesGes no corpo

Paciente Sexo Inicioda Idadeno Tempoda IDRM Noédulos Ulceras Numero Face MS Ml Abdémen Tdrax
(N°) doenca  inicio da doenca
doenga (anos)
1 M 1990 23 05 Neg. +4+++ 0 >500 +H++ A+ 4+ e+
2 M 1976 06 12 Neg. +++ 6 51 ++ ++ +++ - -
3 M 1985 20 15 Neg. +4+ 0 168 ++ ++ +++ +++ ++
4 M 1980 04 23 Neg. ++ 0 20 ++ ++ ++ - -
5 F 1997 07 15 Neg. +++ 0 140 +++ ++ +++ ++ +
6 M 1993 22 10 Neg. +++ + 68 +++ +++ ++ + +
7 M 1999 41 03 Neg. ++ 0 22 ++ +++ ++ - +

Tabela 1. Pacientes com LCD dos quais foram isolados as cepas de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. Todos os pacientes
possuiam a descrigdo segundo Convit, 1972 para serem classificados como portadores de Leishmaniose cutinea difusa. A tabela consta do sexo,
inicio da doenga, idade do inicio da doenga, tempo da doenga, Reagdo Intradérmica de Montenegro (IDRM), tipo da lesdo, nimero das lesdes e
distribuigdo das lesdes no corpo dos pacientes. — ausente; + Leve; ++ moderado; +++ intenso; ++++ muito intenso. MS = Membros superiores. MI=

Membros Inferiores.



LesOes

Distribui¢do das lesdes no corpo

Paciente  Sexo idadeno Tempoda IDRM  Noédulos Ulceras Numero Face MmS Ml Abdomen Torax

{N°) inicio da doenga
doenga (meses)

8 M 64 04 +32mm 0 + 8 - + + - -

9 M 54 01 +25mm 0 + 2 + - - - -

10 M 70 02 +10mm 0 + 1 - + - - -

11 F 08 03 +12mm 0 + 5 + - - - -

12 M 27 06 +25mm 0 + 1 + - - - -

Tabela 11. Pacientes com LCL dos gquais foram isolados as cepas de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. Todos os pacientes
possuiam a descri¢do segundo Guimardes, 2005 para serem classificados como portadores de Leishmaniose cutinea localizada. A tabela consta do
sexo, idade do inicio da doenga, tempo da doenga, Reagdo Intradérmica de Montenegro (IDRM), tipo da lesfio, nimero das lesdes e distribuigdo das
lesdes no corpo dos pacientes. —ausente; + Leve; ++ moderado; +++ intenso; ++++ muito intenso. MS = Membros superiores. MI= Membros

Inferiores.



48

8.2 Identificacéo dos isolados de Leishmania amazonensis

Para fins de confirmagdo de diagndstico, as cepas utilizadas nesse estudo foram
isoladas a partir de fragmentos de bidpsias de pacientes contendo a lesdo ativa. Apés a
confirmacdo do crescimento em meio axénico de formas promastigotas de Leishmania, as
culturas foram expandidas em meio Schneider suplementado com 10% de SFB. A
caracterizag@io das diferentes cepas de Leishmania foi realizada por Eletroforese de Enzimas
Multilocus (MLEE) (Cupolillo er al.,1994), na Colegdo de Leishmania do Instituto Oswaldo
Cruz (CLIOC) - Fundagdo Oswaldo Cruz-RJ, sob coordenacdo de Dra. Elisa Cupolillo. O
resultado da fenotipagem confirma que todas as cepas pertencem a espécie Leishmania
amazonensis. O relatorio com o perfil de isoenzimas avaliada encontra-se no anexo I.

A lista com o cddigo de todas as cepas apresentadas neste trabalho estd na tabela III,
onde estdo correlacionadas a identificagfio parasitaria com a procedéncia e patologia das 14

cepas.
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Numero Cepa Codigo Internacional (») Orlgem Patologia
1 BA106 MHOM/BR/1986/BA106 BA LCD
2 BA199 MHOM/BR/1989/BA199 MA LCD
3 BA276 MHOM/BR/1989/BA276 MA LCD
4 BA336 MHOM/BR/1990/BA336 MA LCD
5 BA 700 MHOM/BR/1997/BA700 MA LCD
6 BA 760 MHOM/BR/1999/BA760 MA LCD
7 BA 820 MHOM/BR/2002/BA820 MA LCD
8 BA 69 MHOM/BR/1985/BA 69 BA LCL
9 BA 73 MHOM/BR/1985/BA 73 BA LCL
10 BA 115 MHOM/BR/1987/BA115 BA LCL
11 BA125 MHOM/BR/1987/BA125 BA LCL
12 BA113 MHOM/BR/1987/BA113 BA LCL
13 M2269 MHOM/BR/1973/M2269 PA LCL
14 LV-79 MPRO/BR/72M 1841-LV-79 BR LCL

Tabela III. Isolados de Leishmania amazonensis utilizados nesse estudo. A caracterizagdo
fenotipica dos isolados foi feita por eletroforese de enzimas (CLIOC-FIOCRUZ-RIJ). (+) Cddigo
recomendado para nomenclatura de cepas de Leishmania, que inclui os seguintes dados: Hospedeiro,
pais de origem, ano quando foi isolada e codigo original (WHO, 1984).

8.3 Exposicdo de PS em formas promastigotas de L. amazonensis isolados de casos de

LCD e LCL

A exposi¢do de PS na superficie de Leishmania major tem sido considerada como um fator
de viruléncia na forma promastigota, influenciando no estabelecimento da infec¢do (van
Zandbergen et al., 2006). Para determinarmos se a exposi¢cdo deste fosfolipidio participa
como fator diferencial na infectividade dos diferentes isolados de L. amazonensis, nos
analisamos inicialmente a exposi¢do de PS na forma promastigota ao longo da curva de

crescimento em culturas axénicas.
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Para isso, cepas isoladas de pacientes com LCD (BA 106, BA 199, BA276, BA336, BA700,
BA760 e BAB20) e de pacientes com LCL (BA 113, BAI25 e a M2269) foram submetidas a
trés repiques sucessivos com intervalos de dois dias, de modo a gerar culturas sincronizadas
em fase logaritmica de crescimento. As curvas de crescimento de promastigotas foram
acompanhadas até o sétimo dia de cultivo, sendo avaliada a exposi¢do de PS na superficie dos
parasitas.

A cepa LV79 de L. amazonensis foi utilizada como controle intemo do experimento, uma
vez que seu perfil em ensaios relacionados a exposi¢do de PS ja havia sido caracterizado
previamente (Wanderley ef al., 2006). A exposi¢do de PS foi avaliada por citometria de fluxo
a partir da marcagfio com anexina V e iodeto de propidio.

Como observado no grafico 1, ndo houve diferenga significativa de exposi¢do de PS na
forma promastigota entre as cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com LCD e LCL
ao longo dos sete dias de cultura. Entretanto, observamos um discreto aumento na exposi¢io

para ambos os grupos no sétimo dia de cultura.
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Grifico 1. Cinética de exposicio de PS em promastigotas de L. amazonensis. Cepas
isoladas de casos de LCL: BA113, BA125, M2269, LV 79 (O0) e LCD: BA106, BA199, BA
276, BA336, BA700, BA760, BAB20 (M) foram mantidas em cultura axénica, a 23°C durante
sete dias. A exposi¢do de PS foi avaliada pela marcagdo com anexina V diariamente, por
citometria de fluxo. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados
sdo referentes & mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem ¢ representativa de dois
ensaios independentes,
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8.4 Exposicdo de PS em formas amastigotas de L. amazonensis isolados de casos de LCD

e LCL

O conceito de Mimetismo Apoptético foi descrito inicialmente para formas amastigotas de
L. amazonensis, em que os autores demonstraram que a exposi¢do de PS € importante para
modular a atividade leishmanicida do macréfago (De Freitas Balanco et al., 2001). Dentro
desse contexto, foi avaliada a exposi¢do de PS na superficie das amastigotas de L.
amazonensis obtidos de pacientes com forma cuténea localizada e cuténea difusa. Para isso,
macréfagos de camundongos F1 (BALB/c X C57BL/6) foram infectados in vitro com formas
promastigotas em fase estaciondria com a proporgédo de trés parasitas para cada macréfago. A
cada 24 horas de infecgéo, os macrdéfagos foram lisados e a exposigdo de PS na superficie das
amastigotas purificadas foi determinada através de citometria de fluxo.

Nossos resultados demonstram que no tempo de 24 horas de infecgdo, as cepas isoladas de
pacientes com LCD (BA106, BA276, BA336, BA 700, BA 760) apresentam maior expressao
de PS em formas amastigotas quando comparadas com as cepas isoladas de casos com LCL
(BA69, BA73, BA115, BA 125, M2269 ¢ LV 79) (Gréfico 2). Os pontos de 48, 72 e 96 horas
foram analisados com as cepas representativas dos grupos LCD e LCL. A partir de 48 horas
de infeccdo a exposi¢io aumentou gradualmente para os dois grupos, permanecendo em
niveis similares até 72 horas e tornando a aumentar em 96 horas. O grafico 2 mostra a
diferenca entre as médias de intensidade de fluorescéncia dos parasitas marcados e ndo
marcados para anexina V. Este niimero indica a quantidade de PS que estd exposto na
membrana externa do parasita, sendo os parasitas positivos para iodeto de propidio excluidos

da anélise.
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Griafico 2. Cinética de exposicao de PS em amastigotas de L. amazonensis.
Macrofagos peritoneais de camundongos F1 foram infectados com L. amazonensis
isolados de diferentes casos de LCL: BA69, BA73, BAI115, BA 125, M2269, LV 79
(O) e LCD: BA 106, BA 276, BA 336, BA 700, BA 760 (M). As amastigotas foram
purificadas e a exposicéo de PS foi determinada por andlise de citdmetro de fluxo
utilizando anexina V e Iodeto de Propidio. A MFI representa a diferenga da média de
intensidade de fluorescéncia entre os parasitas marcados e ndo marcados com Anexina
V. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Qs dados mostrados sdo
referentes 4 mediana dos valores dentro de cada grupo A figura é representativa de trés
ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pés- teste de Dunn's. «.p
<0.01

8.5 Caracterizacdio da infeccio de macrofagos in vitro com L. amazonensis isolados de

casos de LCD e LCL

Em paralelo as analises de exposi¢do de PS em amastigotas de LCD e LCL, nds
avaliamos também a resposta macrofagica durante a infec¢do entre os grupos. Para isso,
macrofagos peritoneais de camundongo F1 foram plaqueados e infectados por L.
amazonensis isolados de diferentes casos de LCD (BA 276, BA336, BA700 e BA820) e LCL
(BA125, M2269 e LV79) com uma relagdo de infecgdo de trés parasitas para cada macréfago.
Ap0s 5, 24, 48 e 72 horas, as células foram fixadas e coradas. A porcentagem de macréfagos

infectados e o indice de infectividade foram determinados por microscopia dptica.
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Nossos resultados indicam que a porcentagem de macrdéfagos infectados foi similar entre
os isolados de LCD e LCL no tempo Inicial de 5 horas de infec¢do. Porém, apds 24 horas, as
cepas de LCD mantiveram a infecg¢do, enquanto as cepas de LCL tiveram a infec¢do reduzida
pela metade, mantendo este padrdo 48 e 72 horas pds-infecgdo (Grafico 3). Essa diferenga foi

estatisticamente significante no tempo de 72 horas.

8 80-
3 - :
—

©  60- -
2 0h | ™ ] =
c | ——
- m] n [] ™ T
% 404 ™ - .

o
© ]
3§ —— o
o 201
© [m]
E
R

5 24 48 72

Tempo (horas)

Grifico 3. Porcentagem de macréfagos de camundongos F1 infectados com L.
amazonensis. Macrofagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis isolados
de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 (O) e LCD: BA 276,
BA 336, BA 700, BA 820 (). A cada 24 horas apds a infec¢do, as laminulas foram
fixadas, coradas em Giemsa ¢ a porcentagem de macréfagos infectados foi
determinado apos contagem cega de no minimo 200 células. Cada ponto representa
uma cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados sfo referentes 4 média dos valores
dentro de cada grupo. A imagem é representativa de trés ensaios independentes. Foi
utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pds- teste de Dunn's. «p < 0.05

Com relagdo ao indice de infectividade, nossos resultados mostraram que o perfil de
proliferagdo das amastigotas difere entre os grupos LCD e LCL. No tempo inicial de infecgdo
¢ observada a taxa de internalizag@o do parasita, j4 que nesse tempo ndo ocorre multiplicacdo
intramacrofagica. A internalizagdo de promastigotas de L. amazonensis obtidas de casos de
LCL e LCD foram semelhantes no tempo de 5 horas. Contudo, a partir de 24 horas, o indice

de infectividade de ama-LCL foi reduzido em comparag@o & taxa de internalizagdo no tempo
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de S horas, enquanto que para ama-LCD ocorreu uma tendéncia de aumento nos niveis de
infecgdo ao longo da cinética. Assim, quando comparamos a taxa de internalizagdo em 5
horas com o indice de infectividade no tempo de 72 horas, percebemos que houve um
aumento estatisticamente significante (p < que 0,05) na quantidade de amastigotas

intracelulares apenas no grupo infectado com cepas de LCD (Grafico 4).
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Grifico 4. indice de infectividade em macréfagos de camnndongos F1 infectados com
L. amazonensis. Macrofagos peritoneais foram infectados com L. amazonensis isolados de
diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79 (O) e LCD: BA 276, BA 336,
BA 700, BA 820 (W). A cada 24 horas ap6s a infecgdo, as laminulas foram fixadas,
coradas em Giemsa e o indice de infectividade (porcentagem de macrofagos infectados x
niumero de amastigotas por macrofago/100) foi determinado apds contagem cega de no
minimo 200 células. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Os dados
mostrados sdo referentes 4 média dos valores dentro de cada grupo. A imagem ¢
representativa de trés ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pds-

teste de Dunn's. « p < 0.05

Para determinar se existe uma associacdo entre a exposicdo de PS em amastigotas de
ambos os grupos estudados (LCD e LCL) no tempo inicial de 24 horas ¢ a resposta
macrofagica a infecgfo no tempo de 72 horas, representamos os valores em um diagrama de

dispersdo e utilizamos o coeficiente de correlacdo de Spearman ( r ).
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Como se pode observar no grafico SA, existe uma tendéncia de correlagdo entre a
expost¢do de PS e a porcentagem de macrofagos infectados. O coeficiente de correlagdo neste

caso foi r = 0,756 com p = 0.066, sugerindo que o grau de correlagdo entre tais varidveis ¢

forte, embora néo seja significativa.

Entretanto, fazendo esta mesma andlise com o indice de infec¢fo, obtivemos r = 0,942
com p = 0.016 , confirmando que existe uma correlagdo positiva entre esses pardmetros €
verdadeira, ou seja, & medida em que aumenta os niveis de PS exposto na superficie das

amastigotas, aumenta o numero de parasita intracelular (Grafico SB).
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Grifico 5. Relagdo entre a porcentagem de macréfagos infectados e indice de infectividade
com a exposiciio de PS, Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis de ambos os grupos,
LCL ou LCD. Os dados mostrados no eixo X sfo referentes aos valores da exposi¢do de PS no
tempo de 24 horas e no eixo Y sfo referentes 4 porcentagem de macréfagos infectados (A) e ao
indice de infectividade 72 horas pés-infecgdo (B). Para analise de associagdo entre os pardmetros de
exposicio de PS e indice de infectividade foram utilizamos o coeficiente de correlagio de Spearman
(r ) e o valor de p para validar a existéncia de correlagdo. Utilizamos uma curva quadritica
polinomial para evidenciar a tendéncia da correlagdo. Valor de p < 0.05 foi considerado

estatisticamente significativo.

A visualizagdo por microscopia dptica da infecgfo entre os diferentes isolados de L.
amazonensis de pacientes com forma LCD e LCL pode ser observada na figura 5.

Comparando as figuras 5A (LCD-5h) e SC (LCL-5h) ¢é possivel observar que nio houve
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diferenga nos grupos quanto a internalizagdo do parasita. Ao passo que as figuras 51B (LCD-
72h) e 5D (LCL-72h) mostram claramente que tanto a porcentagem de macréfagos infectados
quanto o nimero de amastigotas intracelulares foram maiores para o grupo infectado com os
isolados de pacientes com LCD. Além disso, no tempo de 72 horas, existe uma diferenga
visivel quanto ao tamanho dos vacuolos induzidos por cepas LCD em comparagdo as cepas

LCL (analise morfométrica esta em andamento).

5h 72h

LCD

LCL

Figura 5. Fotomicrografia de macréfagos de camundongos F1 infectados com L.
amazonensis. Imagem representativa de macréfagos peritoneais infectados apés 5 e
72 horas com isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD (cepa BA 336) e
LCL (cepa BA 125). As laminulas foram fixadas e coradas em Giemsa. A imagem é
representativa de trés ensaios independentes. Objetiva 40X. Barra, 10pum.
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8.6 Avaliacio da produgio de TGF-B; e oxido nitrico (NO) no sobrenadante de

macréfagos infectados com L. amazonensis isolados de casos de LCD e LCL

Para avaliar se a infecgdo de isolados de L. amazonensis de LCD e LCL modulam
distintamente a atividade inflamatdria da célula hospedeira, quantificamos os niveis de
produ¢do de TGF-B; no sobrenadante de macréfagos peritoneais de camundongos
FI(BALB/c x C57BL/6) infectados. O TGF- B, total secretado foi avaliado apos 24, 48, 72 €
96 horas pos-infecgdo de macréfagos. Como observado no grafico 6, ndo houve diferenca
entre os grupos LCD e LCL quanto & produgdo de TGF-B; no sobrenadante das culturas em
nenhum dos pontos avaliados na cinética, Contudo quando comparamos a produ¢do de TGF-
B1 dentro dos grupos notamos que houve uma tendéncia de aumento gradativo para ambos ao

longo da cinética.
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Grifico 6. Produg¢do de TGF-B; por macréfagos de camundongos F1
infectados com L. amazonensis. Macréfagos peritoneais foram infectados com L.
amazonensis isolados de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79
{(O) e LCD: BA 276, BA 336, BA 700, BA 820 (M). Os macrofagos foram
ativados com 100 ng/ml de LPS por um periodo de 20 horas antes de cada ponto
experimental. O TGF-B1 foi dosado por ELISA no sobrenadante da cultura. Cada
ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Os dados mostrados sdo referentes 3
mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem é representativa de trés
ensaios independentes. Foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e o pds- teste de
Dunn's.
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Uma das principais moléculas Jeishmanicida produzida por macréfagos ¢ o dxido
nitrico (NO). Para determinar se a infecgdo com os isolados de LCL e LCD induzem
diferentes niveis da produgdo de d6xido nitrico, macrofagos peritoneais de camundongos F1
foram cultivados com formas promastigotas em fase estacionaria das diferentes cepas de L.
amazonensis. O sobrenadante das culturas foi obtido apos 24, 48, 72 e 96 horas pos-infecgio e
a quantidade de NO foi medida através da reagdo de Griess. Como pode ser visto na grafico 7,
ndo houve diferen¢a na capacidade de producdo de NO entre os macrofagos infectados com
isolados de pacientes com LCD e LCL. Porém quando comparamos a produgdo de NO dentro
dos grupos observamos que tanto para os isolados de L.CD quanto para os de LCL, houve uma

redugdo apos 48h que € mantida até o ponto de 96 horas.
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Grifico 7. Produ¢io de NO por macréfagos de camundongos F1 infectados
com L. amazonensis. Macréfagos peritoneais foram infectados com L.
amazonensis isolados de diferentes casos com LCL: cepas BA 125, M2269, LV 79
{00) e LCD: BA 276, BA 336, BA 700, BA 820 (®). Os macrofagos foram ativados
com 50 ng/ml de INF-y ¢ 100 ng/ml de LPS por um periodo de 20 horas antes de
cada ponto experimental. Apds 24, 48, 72 e 96 horas de infec¢do a produgio de
NO na cultura de macrofagos foi quantificada pela ReagBio de Griess no
sobrenadante. Cada ponto representa uma cepa de L. amazonensis. Os dados
mostrados sdo referentes & mediana dos valores dentro de cada grupo. A imagem ¢
representativa de trés ensaios independentes. Foi utilizado Kruskal-Wallis ¢ o pés-
teste de Dunn's.
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9 DISCUSSAO

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria com amplo espectro clinico. Porém, ndo existe
uma associagdo direta entre as possiveis manifestagbes e as diferentes espécies de
Leishmania. Assim, ndo é possivel identificar o parasita a partir da clinica do hospedeiro, ja
que diferentes espécies de Leishmania podem causar doengas clinicamente similares e uma
lunica espécie pode produzir um amplo espectro de manifestagdes clinicas. Nesse contexto,
Leishmania amazonensis ja foi associada a todas as formas de leishmaniose tegumentar e
eventualmente, a forma visceral (Barral ez al., 1991). No presente estudo, a fenotipagem dos
isolados de L. amazonensis confirmou que se trata de um mesmo agente etioldgico para as
formas LCD e LCL (tabela II). Apesar disso, ndo podemos descartar que exista uma sub-
especiagdo para L. amazonensis. Nesse sentido, ja foi sugerido que para Leishmania
braziliensis existe mais de trés subespécies relacionadas 4 LCL e a Leishmaniose

Mucocutinea (Walton, 1987; Kahi er al., 1990).

No Brasil, Leishmania amazonensis é a espécie majoritaria associada & LCD, sendo a
maioria dos casos clinicos relatados no Maranhdo, local de onde foram isoladas as cepas
utilizadas no nosso estudo (Costa, 1998). Com rela¢do aos isolados de pacientes com LCL,
foram utilizadas casos clinicos da Bahia, disponiveis em nosso banco de cepas de Leishmania
(FIOCRUZ-BA). Ambos os grupos apresentaram aspectos clinicos, imunolégicos,
parasitologicos, anatomopatoldgicos e terapéuticos caracteristicos das distintas manifestagdes
clinicas, LCL ¢ LCD (Convit er al., 1972; Guimardes et al., 2005). Também foi incluida
nesse estudo a cepa de L. amazonensis referéncia da Organizagio Mundial de Saude e a cepa
utilizada pelo grupo de Dr. Marcello Barcinski, j& caracterizada quanto a exposigio de

fosfatidilserina (PS), ambas isoladas de casos de LCL.
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A LCD ¢ uma manifestagdo rara da leishmaniose, caracterizada pela presenga de
macrofagos intensamente parasitados e imunossupressdo da resposta imune celular especifica
para antigeno de Leishmania. Na maioria dos casos os pacientes sdo resistentes ao tratamento
especifico e apresentam inumeras recidivas (Costa et al, 1992; Convit et al., 1972). Os
isolados de L. amazonensis aqui utilizados foram obtidos de pacientes na fase ativa da
doenga, apresentando os pardmetros clinicos e imunolégicos da LCD estabelecidos por
Convit (Tabela I) (Convit er al.,1972). Os fatores determinantes da LCD permanecem sem
esclarecimentos definitivos, podendo estar associados tanto a eventos imunoldgicos e
genéticos do paciente quanto a fatores patogénicos relacionados ao parasita e ao vetor
(Barral-netto et al., 1986; Liew, 1992; Carvalho er al., 1994; Bomfim et al., 1996). Nesta
dissertagdo, buscamos avaliar a exposi¢do de PS como um fator do parasita que poderia
coptnbuirr  durante a interagio parasita-hospedeiro coma  possivel mecanismo

imunossupressor da LCD.

A exposi¢do e o reconhecimento de PS na superficie de amastigotas de L. amazonensis
ttm sido implicados na desativacdo de macrofagos, fendmeno que foi denominado de
“Mimetismo Apoptdtico” (De Freitas Balanco et al. 2001, Wanderley et al. 2005). Dentro
desse contexto, nossa hipétese € que as cepas de L. amazonensis isoladas de pacientes com
LCD modulariam positivamente a exposi¢do de PS na superficie dos parasitas, favorecendo
sua infecglio e sobrevivéncia na célula hospedeira. Para testarmos nossa hipotese,
comparamos a exposi¢do de PS na superficie de isolados de L. amazonensis obtidos de
pacientes com forma cutdnea difusa ¢ cutdnea localizada e a resposta deflagrada pela

interagdo desses isolados com macréfagos peritoneais murinos.

Inicialmente investigamos se existia alguma diferencga entre as cepas isoladas de casos
com LCL e LCD com relagfo a exposi¢do de PS na superficie das formas promastigotas.

Apesar de ndo termos observado diferenga na exposi¢do de PS entre os diferentes isolados
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durante os sete dias de cultura, houve um discreto aumento para ambos os grupos, LCL e
LCD, no ultimo dia de analise (Figura 5). Essa observagdo sugere que a exposi¢do de PS faz
parte do processo de morte das promastigotas apds alcangarem a diferenciagdo em formas
estaciondrias metaciclicas. Nesse sentido, van Zandbergen e colaboradores demonstraram que
promastigotas apoptoticas de L. major, em um comportamento altruista, permite a
sobrevivéncia intracelular dos parasitas viaveis (van Zandbergen er al, 2006). O
comportamento altruista tem sido descrito como mecanismo de sobrevivéncia para varias
outras populagdes de organismos unicelulares, como Dictyostelium discoideum (Kaiser,

1986) e para o Bacillus subtilis (Kaiser, 1993).

Wanderley e colaboradores apontam o PS como a molécula responséavel para este tipo de
comportamento (Wanderley er a/., 2009). Os autores demonstraram que o reconhecimento
das células PSP* pelos macréfagos estimula os processos de internalizagdo e inibe a atividade
microbicida, facilitando a sobrevivéncia e a proliferagdo das formas PS™® no interior da
célula. A importancia deste mecanismo de cooperagdo entre as duas populagdes foi
confirmada em modelo de infecgdo in wvivo. Camundongos infectados com formas
metaciclicas PS?® ou PS™® isoladamente nio desenvolvem lesdio ou apresentam lesdes
significativamente menores que aquelas infectadas com as duas formas do parasita
(Wanderley et al., 2009). Apesar de nfo termos observado diferenga quanto & exposigio de
PS na superficie dos promastigotas de L. amazonensis isolados de pacientes com LCL e LCD,
esse parece ser um mecanismo geral que constitui um fator de viruléncia importante no

estabelecimento da infec¢do por esse parasita.

Os mecanismos pelos quais a exposi¢do de PS favorece a infecgdo da Leishmania
diferem entre as duas formas evolutivas do parasita. Enquanto que, em formas promastigotas
esta exposigdo parece ser conseqiiéncia da progressio na diferenciagdo do parasita, a

exposigdo de PS em formas amastigotas é modulada pelo hospedeiro (Wanderley er al.,
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2006). Assim como para as formas promastigotas, a exposi¢do de PS nas formas amastigotas
também representa um importante fator de viruléncia (De Freitas Balanco ef al. 2001).
Semelhante ao que ocorre durante o processo de morte celular por apoptose, formas
amastigotas de L. amazonensis expdem PS na sua superficie, no contexto de “Mimetismo

Apoptotico” (De Freitas Balanco ef al., 2001).

A exposi¢io de PS pode ser fundamental para o reconhecimento e fagocitose do parasita
durante a interagdo com a célula hospedeira, uma vez que amastigotas podem expor PS na
superficie sem evoluirem necessariamente para a morte por apoptose. Amastigotas de L.
amazonensis purificadas de lesdes de camundongos, mantidas em cultura axénica a 34°C, na
auséncia de células hospedeiras, morrem apds alguns dias de cultura, apresentando
fragmentagio de DNA, caracteristica do processo de morte por apoptose (Moreira &
Barcinski, 2004). No entanto quando cultivadas na presenga de macréfagos, estas amastigotas
sdo altamente infectivas e sustentam a infecgdo por varios dias, ndo apresentando evidéncias

de que estejam em processo de morte (Moreira & Barcinski, 2004).

Existem outros trabalhos na literatura demonstrando que a exposi¢do de PS na superficie
de células eucaridticas nem sempre estd relacionada ao processo de morte celular. A
exposi¢do deste fosfolipidio ¢ um fendmeno que antecede a degradaciio de DNA (Verhoven
et al., 1995) que pode ser revertido antes do comprometimento da célula (Yang ef al., 2002) e
pode estar envolvido em processos de sinalizagdo durante as interagdes celulares. Hemécias
senescentes, por exemplo, podem expor PS na superficie por um longo periodo de tempo e
esta exposigdo facilita a remogdo destas células pelo sistema monocitico-fagocitario no bago
(Connor et al.,1994). Esses dados sugerem que o PS exposto na superficie das amastigotas de
pacientes com LCD e LCL ndo esta relacionado ao processo de morte, mas de fato ao

mecanismo descrito como “Mimetismo Apoptético”.
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Wanderley et al. (2006) demonstraram que em modelos murinos de infecgfio por L.
amazonensis, a exposi¢do de PS foi dependente do perfil genético de susceptibilidade
(BALB/C) ou resisténcia (C57BL/6), induzindo respectivamente alta ou baixa expressdo de
PS com conseqiiéncias diferenciais para a resposta imune na eliminagfo do parasita. Este fato
sugere que em camundongos BALB/c, a exposigdo de PS pode participar do desenvolvimento
da doenga mais severa quando comparados a camundongos C57BL/6 (Wanderley et
al.,2006). Tendo em vista a possibilidade da exposi¢do de PS ser modulada por diferentes
hospedeiros, em nossos ensaios de interagdo parasito-hospedeiro, utilizamos macrdfagos
peritoneais de camundongos F1 (cruzamento de BALB/c e C57BL/6) com a intengdo de

anular uma possivel modulagdo diferencial da exposi¢@o de PS pelo hospedeiro.

Para determinarmos se existe diferenga na exposigdo de PS entre as formas amastigotas
dos isolados de L. amazomensis obtidos de pacientes com LCL e LCD, infectamos
macrofagos peritoneais de camundongos F1 com os diferentes isolados. Nossos resultados
demonstraram que no tempo de 24 horas pos-infec¢do, amastigotas de cepas isoladas de
pacientes com LCD apresentaram maior positividade de exposigdo de PS quando comparadas
com as cepas isoladas de casos de LCL (figura 6). A diferen¢a encontrada para os valores de
PS no tempo de 24 horas pds—infecgio pode ser decorrente de uma modulagdo positiva na
exposigdo deste fosfolipidio pelo hospedeiro do qual foram isolados e que possivelmente ndo

¢ mantida durante a cinética de infecgdo in vitro.

A diferenca na exposigéo de PS nos isolados de L. amazonensis de LCL e LCD observada
no tempo de 24 horas refletiram na resposta macrofagica durante o curso da infec¢éo tanto na
porcentagem de macrofagos infectados (figura 7) bem como no indice de infectividade
(figura 8). Apesar dos valores semelhantes na avaliagdo do tempo inicial de 5 horas, apds 24
horas se observa uma manuten¢édo da infecgfo pelas cepas de LCD enquanto que ocorre uma

redugdo nas cepas de LCL. Esta diferen¢a no tempo de 72 horas foi diretamente relacionada a
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maior exposi¢do de PS na superficie das ama-LCD no tempo de 24 horas em relagfo as ama-
LCL (Figuras 9 e 10). Nossos dados sugerem que as conseqiiéncias do reconhecimento de PS
interferem no curso da infec¢do nos momentos tardios e que a maior exposi¢do de PS nas
cepas LCD possa estar associada a mecanismos de desativagdo do macréfago mediados por
PS, que possibilitariam a manutengdo da infecgdo e o crescimento intramacrofagico
exacerbado. Nesse sentido, ja havia sido demonstrado que formas amastigotas de L.
amazonensis sdo capazes de inibir a atividade microbicida de fagécitos através da exposi¢do e
do reconhecimento de PS na sua superficie, o que favorece a replicagdio do parasita (De

Freitas Balanco ef al., 2001).

Nossos resultados indicam que isolados de uma mesma espécie de Leishmania,
proveniente de diferentes formas clinicas apresentam variagdes que determinam diferengas no
curso da infecgdo. Akuffo e colaboradores (1987) demonstraram que culturas de células
mononucleares de sangue periférico de pacientes, quando estimuladas com antigeno solavel
de Leishmania aethiopica (agente etioldgico da LCL e da LCD na Etidpia) respondem menos
ao antigeno de Leishmania obtido de paciente com LCD, nos testes de prolifera¢do celular e
producdo de IFN-y, do que aos antigenos de Leishmania obtido de paciente com LCL
(Akuffo er al., 1987). Além disso, estudos anteriores do nosso grupo mostraram que cepas de
L. amazonensis isoladas de diferentes formas clinicas promovem padrdes diferentes de lesdo
no curso da infec¢do em camundongos BALB/c, sugerindo que devam existir diferengas sutis
entre esses parasitas, ndo relacionadas com caracteristicas ¢ moléculas utilizadas para
taxonomia, que sejam importantes na determina¢do do curso da infecgdo (Almeida et
al.1996). Embora esses trabalhos reforcem a participagio de fatores associados ao parasita na
Leishmaniose, ndo esclarecem quais sdo ¢ como esses fatores atuariam na patogénese e

imunorregulagdo de tal doenca.
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Uma caracteristica marcante das analises histologicas feitas em biopsias de pacientes com
LCD ¢ a presenca de macrofagos amplamente vacuolizados (Bittencourt et al.,1995). O
tamanho dos vaciolos induzidos pelos isolados de pacientes com LCD no tempo de 72 horas
foram consideravelmente maiores do que os induzidos pelos isolados de casos de LCL (figura
11). Embora esta observagdo ndo tenha sido quantificada (analise morfométrica em
andamento), ela ¢ bastante interessante, tendo em vista a sua semelhanga com a descrigdo
histopatoldgica para as lesdes dos pacientes com LCD e LCL dos quais foram isoladas as
cepas utilizadas neste estudo.

Existem evidéncias de que amastigotas de L. mexicana secretam proteofosfoglicanas no
interior do VP e estes compostos induzem a formagdo de grandes vactolos nos macrofagos
mesmo na auséncia do parasita, sugerindo que possam contribuir para a formagio dos
vaclolos caracteristicos desta espécie (Peters et al., 1997). Por outro lado, Wanderley e
colaboradores demonstraram que os grandes vactiolos formados durante a internalizagdo das
formas amastigotas de L. amazonensis sdo conseqiiéncia de um processo de macropinocitose
induzido pelo parasita e sdo dependentes da exposi¢do de PS (Wanderley er al., 2006).
Embora os mecanismos pelos quais as espécies do complexo L. mexicana manipulam a
formagdo de grandes vacuolos parasitéforos ainda ndo estejam bem caracterizados, tem sido
sugerido que a expansdo do VP pode proteger a L. amazonensis dos mecanismos
microbicidas do hospedeiro, por diluir as enzimas proteoliticas presentes no VP (Sacks &
Sher, 2002) e a fusdo das vesiculas macropinociticas com o vacuolo podem ser um
importante mecanismo de aquisi¢do de nutrientes pelas amastigotas intracelulares. Se a
indugdo e manutengdo dos grandes vactolos por isolados de L. amazonensis de pacientes com

LCD esta ou ndo relacionado a exposigdo de PS permanece a ser explorado.

O TGF-B, tem sido a principal citocina envolvida nos mecanismos de desativagio

macrofagica em resposta ao reconhecime
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nto de PS. A producdo desta molécula tem sido observada em modelos de reconhecimento
de células apoptéticas (Fadok et al., 1998; Savill er al., 2002) e lipossomos contendo PS
(Hoffmann et a/., 2005; Otsuka et al., 2007). Da mesma forma que o observado durante o
reconhecimento de células apoptdticas, De Freitas Balanco e colaboradores (2001)
demonstraram a produgdo de citocinas antiinflamatdérias por macréfagos apds o
reconhecimento de PS na superficie de amastigotas de L. amazonensis. Os autores detectaram
a produgdo de TGF- apés a fagocitose de formas amastigotas, processo que ¢ inibido quando
0 parasita € incubado previamente com Anexina-V. Posteriormente Wanderley et al., (2006)
demonstraram que a produg@o destas citocinas anti-inflamatorias € diretamente dependente da
quantidade de PS exposto na superficie do parasita, comprovando a atividade funcional desta

molécula.

Para determinarmos se o aumento da exposi¢do de PS em isolados de L. amazonensis de
pacientes com LCD se correlaciona com um mecanismo de inativagdo macrofagica via TGF-
B), avaliamos a produ¢@o desta citocina no sobrenadante de macrdfagos ativados com LPS e
infectados com os diferentes isolados. Nossos resultados mostraram que houve um aumento
gradual na produ¢do de TGF-B; ao longo da infecgdo tanto para os macrdfagos infectados
com os isolados de pacientes com LCD, quanto para os infectados com os isolados de
pacientes com LCL, ndo sendo observada diferengas entre os grupos (figura 12). Comparando
os valores de PS expostos no tempo de 24 horas e a produgdo de TGF-f no tempo de 72
horas, nossos resultados indicam que existe uma tendéncia de correlagdo positiva entre a
exposi¢do de PS nos isolados de L. amazonensis com a produgdo de TGF-§; (dados ndo
mostrados). Sendo assim é possivel que o aumento na produgfio de TGF- B, ao longo da

cinética no sobrenadante dos macrofagos infectados com os isolados de L. amazonensis de
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pacientes com LCD e LCL esteja associada ao aumento da exposi¢do de PS na superficie das

amastigotas.

Além de ser umas das principais citocinas envolvidas na resposta macrofagica deflagrada
em reconhecimento ao PS, o TGF-B, estd diretamente relacionado a regulagdo dos eventos
que sucedem o reconhecimento deste fosfolipidio. Freire-de-Lima e colaboradores (2006)
demonstraram que a indug3o da produgdo de mediadores antiinflamatdrios por células
apoptoticas é bloqueada na presenga de macrofagos da linhagem RAW com receptor truncado
para TGF-B; (RAWTBII). Por outro lado, A supressdo de NO e a expressdo de iNOS
induzidos pelo reconhecimento de PS foi revertida em macrofagos RAWTPBII (Freire-de-
Lima et al., 2006). Estes resultados indicam o TGF-f como principal regulador da expressdo
de mediadores antiinflamatdrios e concomitante inibi¢do dos mediadores pro-inflamatorios

induzidos em resposta ao reconhecimento de PS por macréfagos.

Embora nossas observa¢des em relagdo ao aumento na produgio de TGF-f em resposta a
infecgdo pelos diferentes isolados de L. amazonensis estejam de acordo com dados da
literatura, ndo esclarecem qual mecanismo seria responsavel pelas diferengas encontradas no
perfil da resposta macrofagica induzidos pelos isolados de LCD e os de LCL. Nossos
resultados sugerem que devam existir outras moléculas atuando em conjunto com o TGF-f,
que ndo foram avaliadas neste estudo e que podem estar influenciando no curso da infecgdo.
Nesse sentido tem se destacado o papel da IL-10 na imunomodulagdo da resposta do
hospedeiro. Camundongos BALB/c knockout para IL-10 (IL-10 -/-) infectados com L. major
controlam a progressdo da doenga, além de terem lesdes e carga parasitaria relativamente
menores do que os camundongos selvagens (Kane ef /.,2001). Em humanos, a produgio
desta citocina ¢ correlacionada com a progressio da lesdo em pacientes com LCL (Louzir et
al. 1998) e LCD (Bomfim, ef al. 1996). Além disso, a IL-10 também tem sido relacionada aos

efeitos imunossupressores em resposta ao reconhecimento de PS na superficie de células
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apoptoticas (Voll et al., 1997; Fadok et al., 1998) e de L. amazonensis (De Freitas Balanco et
al., 2001; Wanderley ef al., 2006). Nesse sentido, buscaremos futuramente investigar o perfil
de citocinas deflagradas pela interagdo de L. amazonensis de casos com LCL e LCD e se

existe uma correla¢do com a quantidade de PS exposto na superficie desses parasitas.

N e eqg =

macrdfagos e o Oxido nitrico (NO) tem sido descrito como a principal molécula
leishmanicida. Para determinarmos se o NO participa dos mecanismos leishmanicidas
induzidos pelos isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD e LCL, avaliamos a
produgdo de NO no sobrenadante das culturas através da reag@o de Griess. Nossos resultados
revelaram que nfo houve diferenga na produgéo de NO entre os grupos LCD e LCL em
nenhum dos pontos avaliados (figura 13). Entretanto, observamos que houve uma redugdo na
produgdo de NO para ambos os grupos estudados ao longo da cinética, e que esta redugéo ¢
mversamente proporcional a quantidade de TGF produzido e ao PS exposto na superficie das
amastigotas. A infec¢do com amastigotas de L. amazonensis inibe a produgio de NO por
macréfagos ativados e esta inibigdo é dependente da ag¢do de TGF-f; (Wanderley et al,
2006). Dentro desse contexto, nossos dados sugerem que a redug@o da producdo de NO

induzida pelos isolados de L. amazonensis de pacientes com LCD e LCL pode estar associada

ao aumento da produgdo de TGF-f;.

Os mecanismos até aqui descritos para desativagdo macrofiagica através do
reconhecimento de PS nio foram suficientes para explicar a maior permissividade a infecgio
com L. amazonensis de pacientes com LCD em relagdo aos isolados de casos com LCL.
Nossos resultados sugerem que os isolados de pacientes com LCL sejam mais susceptiveis ao
NO do que os isolados de pacientes com LCD, o que justificaria em parte a redugdo do
numero de parasitas observada neste grupo, mesmo com a concentragdo de NO produzida

sendo similar ao do grupo LCD. Giudice e colaboradores (2007) demonstraram que a
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resisténcia ao NO de isolados de L. amazonensis obtidos de pacientes com diferentes formas
clinicas se correlaciona com a severidade da doenga. Pacientes infectados com os isolados
resistentes a0 NO tiveram lesdes significativamente maiores do que as dos pacientes
infectados com os isolados susceptiveis ao NO. Além disso, os autores também
demonstraram que macréfagos humanos infectados in vitro com amastigotas de isolados
resistentes ao NO tém uma taxa de proliferagdo melhor que os isolados susceptiveis (Giudice
et al. 2007). Entretanto, se a exposi¢do de PS na superficie de L. amazonensis modula

negativamente as vias de produ¢io de NO na célula hospedeira ainda permanece em aberto.

Em conjunto nossos resultados demonstraram que os isolados de L. amazonensis de
pacientes com LCD foram mais infectivos do que os isolados casos com LCL. Nossos dados
sugerem 0 aumento na exposi¢do o PS como um dos possiveis fatores patogénicos para LCD.
No entanto ¢ preciso aprofundar os mecanismos pelos quais o reconhecimento de PS na
superficie dos isolados de L. amazonensis contribui para desativar a resposta macrofégica que

favorece o estabelecimento e manutengfo da infecgdo em pacientes com LCD.
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10 CONCLUSAO

» Formas promastigotas de Leishmania amazonensis isoladas de casos de LCL e LCD ndo

apresentam diferengas quanto a exposig¢@o de PS ao longo da curva de crescimento;

» Os isolados de Leishmania amazonensis diferem na sua capacidade de expor
fosfatidilserina no interior de macréfagos murinos infectados, sendo que as formas
isoladas de pacientes com LCD tém maior exposi¢do do que as isotadas de pacientes com

LCL;

> A diferenga de exposigdo de PS pelas amastigotas de pacientes com LCD e LCL se

correlaciona com a porcentagem de macroéfagos infectados e o indice de infectividade;

» Valores similares na produgdo de TGF-B; e 6xido nitrico entre 0s grupos sugere que
outros mecanismos imunorregulatérios estejam relacionados com a resposta macrofagica

induzida pelos isolados de pacientes com LCD e LCL;

» Em conjunto, nossos dados sugerem que o aumento na exposi¢do de PS em isolados de L.
amazonensis obtidos de pacientes com LCD representa um importante mecanismo de

adaptacdo a sobrevivéncia e estabelecimento da infecgdo.
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Obs.: * Perfil caracteristico de L. amazonensis, mas com variagdo ma enzima IDH.

** Perfil caracteristico de L. amazonensis cepa iOC/L 569 (MHOM/BR/1982/M68).
Sugerimos a utilizagao de outros métodos de caracterizagdce para ums
identificac3o destas amostras.

Av. Erasit, 4.365 Mar‘aw:moa ~ Ri6 de Jansic, i - CEP 27040-80C — Brasil
Pavithdo Lednidas Deane, 5° andar - saja 509 e 1° andar — sala 116
Tal. (0055) (21) 3865-5226 / 3865-8148 — Fax: (0055) 2286-4711C

meihor



& inistéric ca Saude
,[ FICCRUZ
Fundacac Oswaldo Cruz

{
L E nstitute Oswaldo Cruz

Laboratéric de Pesquisa em Laishmaniose

Registro do ensaic: -~
Cadernc de caracterizacao por MLEE n 4
Pagina n% 08

=xecuiado por:
Craziellz Cardoso da Craga

Biologa

Conferido por:
Elisa Cupolillo
Pesquisador- Curadora CLIOC

Rio de Janeirc, 03 de setembro de 2008.

Av Brasil, 4.365 Manguinhos - Rio de Janeiro, RJ ~ CEP 21040-900 - Brasil
Pavilhdo Lebnidas Deane, 5° andar —~ sala 509 e 1° andar -- sala 116
Tel.. (0055) (21) 38366-8226 / 3865-8148 — Fax: (0C55) 22904710



	LISTA DE TABELAS

	3.1	Características Gerais e Ciclo da Leishmania

	3.2	Dados epidemiológicos e clínicos da Leishmaniose Tegumentar Americana

	3.3	Leishmaniose cutânea difusa

	3.4	Modelos de Suscetibilidade e Resistência à Leishmaniose

	3.6.1	Fenotipo Apoptótico

	3.6.2	Perda da assimetria de membrana durante a apoptose

	3.6.3	Reconhecimento de Fosfatidílserina

	3.6.4	Conseqüências do reconhecimento de células apoptóticas.

	3.6.5	Mimetismo Apoptótico

	6 OBJETIVO GERAL

	5.1	OBJETIVOS ESPECIFICOS:


	7.1	Animais

	7.2	Parasitas

	7»3 Sincronização das culturas de promastigotas de Leishmania

	7.4	Obtenção de macrófagos peritoneais

	7.5	Infecção de macrófagos

	7.6	Purificação de amastigotas intracelulares

	7.8 Determinação do índice de infectividade

	7.10	Quantífícação da produção de óxido nítrico

	7.11	Microscopía de luz

	7.12	Análise estatística

	8.1	Descrição clínico - patológica

	RESULTADO DA CARACTERIZAÇÃO DE ESPÉCIES POR ELETROFORESE DE ENZIMAS


