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RESUMO

No presente trabalho a imunopatologia da infecg@olLpishmania amazonensiei
estudada em quatro linhagens de camundongos stogérDiferentes parametros como
andlise da expressao/producdo de citocinas emediéasr 6rgdos e no soro, quantificacdo da
carga parasitaria, caracterizacdo das populactidares presentes no infiltrado inflamatorio,
assim como alteracdes histopatoldgicas e na mextiacelular foram avaliados a fim de
verificar as diferencas existentes na resposta opatologica entre as linhagens de
camundongos utilizadas. A partir destas analiseerghmos que na fase inicial da infeccéo,
tanto na lesdo primaria como no linfonodo, as aedlpredominantemente encontradas foram
eosindfilos e mastdcitos em todas as linhagensheiiedongos. A maior presenca de células
como linfécitos ¥, células B, plasmocitos, assim como altos nivesadticorpos foi
verificada nos camundongos sensiveis a infeccab.mmazonensisugerindo o papel destes
na suscetibilidade a doenca. Quanto a carga parasitas linhagens mais sensiveis
(C57BL/10 e CBA) apresentaram maior densidade destgotas e maior destruicdo tecidual
com lesBes grandes, além de metastase e visce#@mizdo parasito, enquanto o0s
camundongos resistentes (C3H.He) apresentaram p@acasitos, sem formacéo de Ulceras
ou Vvisceralizacdo. De acordo com nossas observagbesesposta imunoldgica B.
amazonensis demonstra uma compartimentalizagdo e consequerifererta na
producao/expresséao de citocinas nos diferente®®megtudados. As linhagens mais sensiveis
apresentaram, na lesdo primaria, niveis mais eabsvade expressdo de citocinas
proinflamatérias como IL-12, TNE-e IFNy, assim como a inducdo de iNOS, estando tais
niveis associados a maior destruicdo tecidual vhdar enquanto niveis elevados de TGF-
estariam associados a desativagdo do macrofagmsequeente estabelecimento do parasito no
inicio da infeccao. A expressao de IL-4 foi maigdemnte nos linfonodos dos camundongos
sensiveis. Ja no baco de camundongos C57BL/10 yprassao concomitante de TNFe
IL-10, assim como IL-12, IFN-e INOS estavam associadas a presenca de parasitos.
expressdo de citocinas proinflamatoérias (IWH-NF-o. e IL-12) no figado de camundongos
C57BL/10 foi observada na fase inicial da infecgmuanto citocinas regulatorias (TG
IL-10) na fase tardia. Os camundongos resistentegféccdo porL. amazonensis
apresentaram baixos niveis de expressao de cisoemaodos 0s 6rgaos analisados. Apesar
de ndo haver uma correlacdo direta na produca@esgo destas citocinas nestes 6rgéos, a
infecc@o induz uma producédo mista de citocinas&julependente da constituicdo genética
do hospedeiro. Na analise da expressao de protdénasatriz observamos uma associacao
entre o aumento na expressao fibronectina, colagentll com a expressao de T@GFRO
figado e linfonodo de C57BL/10 e C3H.He. Tal assgpibd ndo foi observada na pata e no
baco destes animais. A expressao de colageno lpateg na fase tardia da infeccdo, estava
relacionada a presenca macica de histiocitos padasi. Altos niveis de expressdo de
laminina foram observados na pata de camundong@8ICH0, 30 dias apds a infeccao,
assim como o aumento de colageno IV e fibronectina.

Palavras-chave: L. amazonensjscamundongos singénicos, matriz extracelular,cicits,

imunopatologia.
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ABSTRACT

In the present worlk. amazonensignfection immunopathology was studied in four
inbred mouse strains. With the aim of evaluatedifferences in immunopathologic response
between all strains, different parameters sucleyskines analysis expression/production, in
different organs and serum, parasite quantificaiiftammatory infiltrate description, as well
as histopathological and extracellular matrix altens were evaluated. The association of
these analyzes showed that in the early phasefagdtion, in both primary lesion and lymph
nodes, the cells predominantly found in all mousairss were eosinophils and mast cells. A
highest presence ofyd lymphocytes, B cells, plasma cells, as well ashhigvels of
antibodies were observed iIn amazonensisusceptible mice, suggesting a role of this
parameters in disease susceptibility. In regardptirasite load, the more susceptible strains
(C57BL/10 and CBA) showed a heavy parasite loadssima tissue destruction with large
lesions and metastasis, and parasite visceralizalioe resistant mice (C3H.He) showed few
parasites and no scars or visceralization wererebéde According to our observatioris,
amazonensis immune response showed cytokines production/egjnes
compartmentalization in different studied organke Tmore susceptible strains showed an
increase of proinflammatory (IL-12, TNdand IFNy) cytokines expression, as well as the
INOS induction, in the primary lesion. This enhaneat of expression was associated with
tissue destruction, while high levels of T@Rwvere associated with macrophages deactivation
and subsequent parasite establishment in theiaéhtion. The expression of IL-4 was more
evident in susceptible mice lymph nodes. In C57BL#iice spleen a concomitant expression
of TNFo and IL-10, as well as IL-12, IFN-and INOS, were associated with parasites
presence. Proinflammatory cytokines (IFNTNF-ow and IL-12) expression in C57BL/10
mice liver was observed in the initial phase okation, whereas regulatory (TGFand IL-

10) cytokines were seen in the late phase. ThetaggitoL. amazonensisice showed low
levels of cytokine expression in all examined osggaAlthough there is not a direct
association between cytokines production/expressiothese organs, the. amazonensis
infection induces a mixed cytokines production tiatindependent of the host genetic
background. The analysis of extracellular matrimt@ins expression showed an association
between FN, collagen | and IIl expression increagk the expression of TGE-n the liver
and lymph nodes of C57BL/10 and C3H.He mice. Thsoaiation was not observed in the
footpad and spleen of these animals. The footpadesgion of collagen Ill in the late phase
of infection was associated with the massive prasesf parasitized histiocytes. A highest
level of laminin, as well as the increase of cadlagV and fibronectin expression was
observed in C57BL/10 mice footpad, 30 days aftection.

Key-words: L. (L.) amazonensjs inbred mice, extracellular matrix, cytokines,

immunopathology.
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Introducao

1.1. As leishmanioses
1.1.1. Adoenca

As leishmanioses constituem um complexo de enfewa@sl causadas por diferentes
espécies de um protozoario, parasito intracelulbrigatorio, pertencente ao género
Leishmania Sua distribuicdo geogréafica é ampla, sendo erwem varias partes da Africa,
india, Oriente Médio, Sudeste da Europa e AméramsSul e Central (Handman, 2001).
Estima-se que cerca de mais de 350 milh6es degsessntodo o mundo vivam em areas que
apresentam risco iminente de infeccéo e destasa der 12 milhdes estejam acometidas pela
doenca (WHO, 2011).

Existem, até o presente momento, cerca de 40 espéonhecidas do parasito que
estdo divididas nos subgénetasishmaniae Viannia (Lainson & Shaw 1972, 1987, 1998).
Dependendo da espécie Heishmaniaenvolvida e das interagcdes entre as genéticas do
parasito e do hospedeiro, assim como seu estadwiagico e a infec¢cdes concomitantes, a
doenca apresenta um amplo espectro de manifestafidéss. Esse espectro vai desde
infecgBes assintométicas ou lesdes cutaneas getalinenignas e autorresolutivas, a lesbes
destrutivas e desfigurantes da forma mucosa e mesmaasos potencialmente fatais das
formas viscerais (Turk & Belehu, 1974; Herwaldt92p

A leishmaniose tegumentar divide-se em 3 formasica$ principais: cutanea
localizada (LCL), mucocutanea (LMC) e cutanea-a@if(ISCD). A forma cuténea localizada €
caracterizada por uma unica lesdo no local da gjcadi por lesGes multiplas (por
disseminacdo do parasito por via hematogénicandatita, ou ainda, por multiplas picadas
do vetor); enquanto a forma mucocutanea caractseizzor lesées na mucosa oral, nasal e/ou
faringea e presenca concomitante de lesGes cutatieas, sendo uma forma secundéria que
pode ocorrer até mesmo anos apos a cura de untadesiea-localizada, representando o
polo hiperérgico da leishmaniose tegumentar. A forootanea difusa representa o polo
anérgico da doenca, sendo muito resistente aoneata (WHO, 2000; Handman, 2001). E
caracteriza pela presenca de mdltiplas les6es a@dubdisseminadas por todo o corpo do
individuo, com macroéfagos cheios de amastigotasfikrado linfocitico limitado. Alguns
autores admitem ainda a forma mucosa (LM), queas&cteriza por lesdes de mucosa, sem
presenca de lesGes cutaneas ativas, diferenciandssgn da forma mucocutanea (Oliveira-
Neto, 1998).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é a formaisgrave da doenca. E considerada

Cardoso, FO
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uma doenca espectral devido a variacdo na respostelégica do hospedeiro resultar em
diferentes manifestacdes clinicas. Apresenta ummagfale baixa resisténcia caracterizada por
lesd@o sistémica visceral, na qual o teste cutaredahtenegro é negativo e varios aspectos
clinicos sédo descritos. Se nao for tratada, a Léepavoluir para a morte, entretanto, apés a
quimioterapia ha uma reducdo da carga parasitéarappde levar ao estabelecimento de
imunidade mediada por células. Nesta fase, oositdé anticorpos diminuem e o paciente
desenvolve imunidade a reinfecgcdo por premunic@vgéht e cols., 1924). A doenca é
caracterizada por picos irregulares de febre, emsagento progressivo, aumento do baco e
figado (hepatoesplenomegalia), anemia, tromboaiiape ativacdo policlonal de células B
com hipergamaglobulinemia. Esse quadro se desemdeivido & multiplicacdo dos parasitos
nos tecidos e 6rgdos ricos em células do sistemmaitecco fagocitario (Handman, 2001).
Cerca de 10% dos pacientes acometidos pela LV pediir para uma forma clinica
conhecida como leishmaniose dérmica pos-calazaammepos aparente cura da infeccao
inicial. Tal manifestacdo caracteriza-se por apareto de nddulos na face ou na superficie
extensora dos membros que podem perdurar por @aogaho e cols., 1992).

1.2. O parasito

1.2.1. Classificacao taxondémica
Reino:PROTISTA (Haeckel, 1866)
Sub-ReinoPROTOZOA (Goldfuss, 1817)
Filo: SARCOMASTIGOPHORA (Honigberg e cols, 1964)
Sub-Filo:MASTIGOPHORA (Deising, 1866)
ClasseZOOMASTIGOPHOREA (Calkins, 1909)
Ordem:KINETOPLASTIDA (Honigberg, 1963¢mendVickerman, 1976)
Sub-OrdemTRYPANOSOMATINA (Kent, 1880)
Familia: Trypanosomatidae (Doflein, 19@mend Grobben, 1905)
GénerolLeishmanigRoss, 1903)

Em 1982, no entanto, Saf’janova prop0s a divig@género em dois subgéneros:
Sauroleishmaniapara espécies isoladas de répteisl.esshmania para as espécies de
mamiferos. Cinco anos mais tarde Lainson e Sha@&7§liropuseram a criacdo de um novo
subgéneroViannia para as espécies que se desenvolvem na regigicgido intestino
posterior do flebotomineo, ficando o subgénkeeishmaniapara as espécies que tém seu

Cardoso, FO

13



Introducao

desenvolvimento na valvula estomodeal, localizaa@ntersecdo entre os intestinos médio e
anterior do inseto (Nieves e Pimenta, 2000). O &nbé Sauroleishmanidoi elevado a
género (Killick-Kendrick e cols., 1986), ficandaéneroLeishmaniarestrito aos parasitos de
mamiferos (Lainson & Shaw, 1992). No entanto, &ade do atual sistema de classificacao
gue reconhece 30 espécies, entre as quais 20sgaEmsaveis por doencas humanas, tem sido
guestionada por muitos autores (Bafuls e cols.,7)20Puito recentemente, Fraga e
colaboradores (2010) utilizaram sequencias de uwotaipa altamente conservada conhecida
como proteina de choque térmico de 70kD (hsp70)gesm@ analisar isolados e cepas de
diferentes origens geograficas, demonstrando geeaapoito grupos monofiléticos foram
detectaveis em 17 amostras analisadas. De acond@sses autores, o généishmaniaé
formado por um grupo monofilético com trés subgésedistintos:L. (Leishmanid, L.
(Viannig eL. (Sauroleishmanip Dentro do subgéneilceishmaniaapenas 4 espécies foram
reconhecidast. (L.) donovanj L. (L.) major, L. (L.) tropicaeL. (L.) mexicana enquantd..
(L.) donovaniinfantumfoi classificada como subespécie. Ja no subgéviemmnia L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) guyanensi® L. (V.) braziliensisforam consideradas espécies e
L. (V.) guyanensiganamensi® L. (V.) braziliensisperuvianaconsideradas subespécies. As
espécied.. tropica, L. aethiopica L. mexicanaL. amazonensig L. garnhamindo puderam
ser distinguidas como espécies separadas. Os adssiltdeste estudo ainda ndo foram
validados devido as ressalvas resultantes daagflz de um Unico marcador genético do
parasito (Schonian e cols., 2010).

Entre as espécies descritas, pelo menos treas tlghm encontradas em casos

humanos no Novo Mundo e oito no Brasil:
Subgéner®iannia(Lainson & Shaw, 1987)
+ Leishmania braziliensiévianna, 1911) (*)
+ Leishmania peruvian@velez, 1913)
+ Leishmania guyanens{&loch, 1954) (*)
+ Leishmania panamensikainson & Shaw, 1972)
+ Leishmania lainson{Silveira e cols., 1987) (*)
+ Leishmania naiff(Lainson & Shaw, 1989) (*)
+ Leishmania shaw(Lainson e cols., 1989) (*)
+ Leishmania colombiens{&reutzer e cols., 1991)

+ Leishmania lindenberdiSilveira e cols., 2002) (*)

Cardoso, FO
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Subgénerd.eishmaniaSafjanova, 1982)

+ Leishmania chagasiCunha & Chagas, 1937- sinonimiaeishmania
infantumNicoli, 1908 (*)

+ Leishmania mexicanBiagi, 1953emend Garnham, 1962
+ Leishmania amazonendiainson & Shaw, 1972 (*)
+ Leishmania venezuelen®8snfante-Garrido, 1980

+ Leishmania pifanoi
(*) Ja descritas no Brasil

Outras espécies conm@ishmania enriett{Muniz & Medina, 1948)] eishmania
hertigi (Herrer, 1971)Leishmania deangiLainson & Shaw, 1977) eeishmania aristidesi
(Lainson & Shaw, 1978mendLainson & Shaw, 1987) sdo espécies parasitas ddfaram

no Novo Mundo, porém nunca foram encontradas parek o homem.

1.2.2. Morfologia

As leishmanias possuem dois principais estageodedenvolvimento: as formas
promastigota e amastigota (Adler, 1963; Hommel,81.9€mbora no interior do intestino do
inseto vetor as formas promastigotas sofram algunadificacdes morfologicas passageiras
(Bates & Rogers, 2004). A diferenciacdo entre edsesas é feita com base nas
caracteristicas morfologicas, na taxa de crescimenas exigéncias nutricionais e na
regulacdo da expressdo de proteinas de superficde ntedeiam a interacdo parasito-
hospedeiro (Waller & McConville, 2002). A forma pmastigota € encontrada no tubo
digestorio de insetos flebotomineos e se caraateniarfologicamente por apresentar forma
alongada e delgada, com corpo celular medindo %-P@ um, provida de um longo flagelo
livre no polo anterior da célula e cinetoplastceant ao nucleo. Ja as formas amastigotas sao
arredondadas ou ovais, medem cerca de 3umbapresentam um curto flagelo restrito a
bolsa flagelar, sendo apenas visualizado por ntoma eletronica, e sdo encontradas no
hospedeiro vertebrado, infectando principalmenterafagos (revisto em Ueda-Nakamura e
cols., 2001; Vannier-Santos e cols., 2002), enitefa células como fibroblastos
(Schwartzman & Pearson, 1985, Hespanhol e ,c2095), neutréfilos (Pearson & Steibrgel,
1981), mastocitos (Bidri e cols., 1997) e céluleadtiticas (DC) (von Stebut e cols., 1998)

entre outras, podem ser parasitadas. As amastigistasomplexolLeishmania mexicana
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apresentam ainda uma organela analoga ao lisossl@mominada megassomo. Tal organela
€ rica em cisteina proteinase e est4d associadac@oubp e possivel degradacdo de
macromoléculas endocitadas (revisto em VanniereSag002).

Assim como outros tripanossomatideos, as leislamaapresentam outras
organelas tais como: acidocalcisomas, que sdo stimpatos de estoque de Ca& ricos em
pirofosfato, Md*, Na' e em alguns casos Zn e imagina-se estarem envolvidos na
homeostase do pH e osmorregulacéo do parasitsdkviem Docampo e Moreno, 1999).
Outra organela Unica presente emishmaniae outros tripanossomatideos é o glicossomo,
uma organela altamente especializada envolvidaenacgo glicolitica de ATP (revisto em
Vannier-Santos, 2002).

Leishmanias, assim como outros integrantes denoiinetoplastida, apresentam
apenas uma mitocéndria, que se estende por todorpn celular do organismo. Esta
mitocondria Unica se comunica com o0 cinetoplastopa ser rica em DNA, se cora
facilmente com corantes basicos, sendo facilmeisieel em microscopia de luz. O corpo
celular do parasito é rodeado por microtubulos slitydares que terminam préximos a bolsa

flagelar (revisto em Vannier-Santos, 2002; de Sp2@@a2).

1.2.3. Transmissao

A transmissdo do parasito entre uma diversidadenapedeiros mamiferos
(homem, cdo doméstico, roedores silvestres, entres) é realizada por insetos hematéfagos
da familia Psychodidae, génem®klebotomugVelho Mundo) ouLutzomyia(Novo Mundo),
sendo comumente chamados de flebotomineos e poyarite conhecidos como mosquito
palha, biriqui, cangalhinha ou mosca da areiai@kidKendrick, 1987; Lainson & Shaw 1992;
Lainson e cols. 1994, SVS, 2003). Os insetos sgagys, pilosos e de coloracao clara (cor
de palha ou castanho claro), criam-se no solo,oeaid ricos em matéria organica, escuros e
umidos. Apenas as fémeas sdo hematofagas, cons aeloatividade crepuscular e pos-
crepuscular, sendo facilmente reconhecidas peiadatique adotam quando pousam, pois
suas asas permanecem eretas e entreabertas (K#inakick, 1987; 1999, Rey, 2001a).
Embora os flebotomineos ndo sejam insetos essercitd hematofagos, podendo alimentar-
se de seiva vegetal, as fémeas necessitam de saagua maturacdo de seus ovos e, desta
forma, alimentam-se de sangue de animais. O aparelltal picador-sugador possui,
diferentemente do dos mosquitos, um cibario qusistsnem estruturas quitinizadas providas
de dentes e denticulos quitinosos presente nolaeste cavidade bucal (Rey, 2001b). Desta
forma, ao picarem o animal, produzem uma escatéicana epiderme, rompendo capilares e

formando uma espécie de poca de onde sugam o s@Ripetro, 1987). Neste processo,
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algumas células podem ser rompidas ou desprendaéecido, sendo sugadas junto com o
sangue. Se o animal estiver infectado, formas ago#as liberadas de células lisadas ou no
interior de macréfagos integros podem ser ingeidassthi e cols., 2004).

Uma vez ingeridas, as amastigotas passam pareestiimat médio do inseto e
transformam-se em promastigotas, conhecidas coowcpicas, que podem ser encontradas
em diferentes morfotipos. As promastigotas necta@das, sdo formas mais largas que se
proliferam dentro da matriz peritrofica. Com o roamento da parte anterior desta matriz por
enzimas quitinoliticas das promastigotas (Schlerols., 1992), os parasitos migram e se
aderem as microvilosidades das células do intesti@dio, onde se proliferam e podem dar
origem a promastigotas metaciclicas ou a pequetag@ formas haptomonadas, que por
sua vez, podem migrar para o esofago e faringararssgformar em paramastigotas (revisado
em Schlein, 1993). As promastigotas metaciclicagam para a regido da cardia e valvula do
estomodeu, até que ocorra acumulo massivo nestal&alAs formas ndo metaciclicas se
ligam a camada cuticular do estomodeu, degeneranddvula. Devido a lesdo valvular, o
flebotomineo regurgita as formas promastigotas cfwieas de Leishmania (formas
infectivas) que, juntamente com a saliva, passanprdéddscide para o tecido cutaneo
subjacente do hospedeiro vertebrado (revisado plackkkendrick, 1990; Bates, 2008).

Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, a leistamatiliza receptores da
célula hospedeira para ser internalizada via fageeimediada por receptores (Roberts e
cols., 2000; revisado por Handman & Bullen, 200&yltiplos receptores de macrofago tém
sido implicados no processo de invasao, incluireteptores de complemento 1 (CR1), 3
(CR3), 4 (CR4), receptor de manose, receptor Fa paunoglobulina G e receptor de
fibronectina (Handman & Bullen, 2002; Peters e .¢ol995; Handman, 2001). Dois
glicoconjugados predominantes na superficie celdlileishmania a glicoprotease 63
(gp63) e 0 LPG estédo envolvidos no processo. A gpGia zinco metaloprotease que esta
presente em grandes quantidades na superficieodeagtigotas, e LPG é um glicolipideo
complexo que estd implicado na sobrevivéncia daraatfase inicial da infeccdo e
estabelecimento nos macrofagos (Salvatore e @6181). O LPG, presente na membrana das
promastigotas metaciclicas, formam uma espécieagda, rotegendo-as contra a lise pelo
sistema complemento, uma vez que o complexo deauatagmembrana € rapidamente
descartado pela presenca destas moléculas (Peertéss, 1990).

A interacdolLeishmani&eceptores de macrofagos é seguida pela fagoaitose
parasito e formacdo do vacuolo parasitéforo, que fsede com os lisossomos.
Aproximadamente apés 30 minutos, o vacuolo tornaddificado com um pH 4,5-5,0.
Dentro do fagolisossomo do macrofago, as promaassgeofrem significantes alteracdes
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bioquimicas e metabdlicas, transformando-se em tajotes que se protegem deste meio
extremamente acido, gracas a uma ATPase transpratdd proton que mantém o ambiente
intracelular do parasito em um pH 6,5 (Chang e.cd890; Glase e cols., 1992). Essas
formas sofrem sucessivos ciclos de divisdo binatéa que rompem o macréfago, sendo
liberadas no meio extracelular, podendo ser fagda# por células dendriticas, macréfagos
ou outras células (de Souza, 2002). Durante essgi@sbioldgico, o0 parasito produz
alteracbes nas ceélulas infectadas afim de sobmewvee multiplicar. Paralelamente, o
hospedeiro desenvolve suas respostas a infecc&omAa infeccdo leishmaniodtica produz
uma série de reacdes complexas no hospedeiro,mau menos interrelacionadas com as

respostas do seu sistema imunolégico (Grimaldi2L98

1.3. Resposta imunoldgica Xeishmania

Ao penetrar no organismo do hospedeiro vertebradeishmania precisa enfrentar seu
sistema imunologico, para poder sobreviver e setipticar. Inicialmente, ela precisa
enfrentar os mecanismos inatos de defesa, comstams complemento e células como os
macrofagos, células “Natural Killer” (NK) e célulae Langerhans, e posteriormente o0s
mecanismos especificos da resposta adaptativaeRPada deste complexo sistema, que tem
como principal objetivo eliminar a infeccéo, o @ dispde de uma série de mecanismos
que permitem seu sucesso na colonizacao do hospedei

Estudos demonstram que alguns componentes da shivilebotomineo, que sao
injetados no momento do repasto sanguineo, pod&oref@er o parasito nos primeiros
estagios da infeccéo. A saliva possui diversos compies vasodilatadores, anticoagulantes e
imunossupressores, que facilitam a sucgdo sangnépaca formada pela picada do inseto e
impedem que o hospedeiro se torne sensivel a sadap{de Almeida e cols., 2003; Morris e
cols., 2001). Experimentos mostram que quanto(h.) major é injetada junto com a saliva
de flebotomineos em camundongos, a infeccdo é tmmmeente exacerbada (Titus &
Ribeiro, 1988). Entre os componentes injetados aosaliva estd a prostaglandina E2 que,
além de ser um vasodilatador, possui acdo imunosssgra (Lonardoni e cols., 2000). Outro
importante componente € a maxadila, potente vadadibr presente na saliva do género
Lutzomya(Lerner e cols., 1991), que parece ser a gransigonsavel pela exacerbacéo
observada (Morris e cols., 2001).

Além dos componentes da saliva ajudarem a leislaréise estabelecer no organismo
do hospedeiro, as moléculas gp63 e LPG, preseatsgansuperficie, a protegem da lise pelo
sistema complemento, além de servirem como liggoéea os receptores da superficie de

células da imunidade inata, sem, no entanto, ativaretabolismo oxidativo do macréfago
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(Alexander e cols., 1999).

Embora a resposta imunologica inata ndo necessitendreconhecimento especifico, €
capaz de reconhecer antigenos nao proprios quessgon padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPS), os quais sdo conservados e gsdentes em grupos especificos de
patogenos (Stafford e cols., 2002). Moléculas cetasepadrfes séo reconhecidas através de
receptores para reconhecimento de padrbes (PRBsgntes na superficie das células da
imunidade inata, que se constituem na primeiradrde combate a patégenos. Estas células
tém, portanto, o papel de limitar a disseminaca@wescimento inicial dos parasitos, assim
como modular e garantir as reacdes posterioresistien® imunologico (Stafford e cols.,
2002). Dentre estas células, o macréfago € o pahdiesponsavel pela eliminacdo do
parasito, ja que se apresenta como sua principabdéospedeira. Para que cumpram esta
tarefa com maior eficiéncia, os macrofagos precisamativados, tornando-se capazes de
produzir uma grande quantidade de metabdlitos d8xide oxigénio, tais como anions
superoéxido (@), peroxido de hidrogénio @@,) e éxido nitrico (Assreuy e cols., 1994). Para
gue sejam ativados, os macréfagos necessitam recenbs PAMPs e serem estimulados por
citocinas especificas.

Os principais PRRs envolvidos no reconhecimentbaighmania sdo os receptores do
tipo TOLL (TLR) que além de reconhecerem PAMPs, f@empel na transducdo de sinais
intracelulares que ativam o macréfago, induzindossmecanismos imunoldgicos inatos
(Hunter & Sher, 2001). Isto €, atuam na ativacadatlar nucleakB (NF-kB), resultando na
producdo de reativos oxigenados, intermediariosogenados, secrecdo de citocinas e
quimiocinas, além de diferenciacao celular (Hugt&her, 2001).

Quando os PRRs de macroéfagos reconhecem ancarasilgiosfatidil inositol (GPI1) na

superficie dd.eishmaniadois sinais sao ativados. Um deles induz a praddealNFe e IL-
12 e o outro induz a sintese de 6xido nitrico (K&afford e cols., 2002), que atua como um
importante mediador citotoxico e citostatico, agimé infeccdo por patdgenos intracelulares
(Liew e cols., 1990), tendo uma grande participagdccombate a estes parasitos (Liew e
cols., 1999). O NO parece ser um pré-requisito pdtancionamento de células NK e para a
producéo de citocinas durante a resposta imun@dgata (Bogdan e cols., 2000).

O conjunto de citocinas e mediadores lipidicosréiies pela ativagcdo de macréfagos
residentes irdo induzir a expressdo de moléculaadésdo, que por sua vez, medeiam a
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN)aparlocal de infeccdo. A presenca de
PMNSs nas primeiras horas de infec¢éo lpeishmaniatem sido descrita principalmente nas
lesbes agudas, embora também estejam presentlesdes cronicas (Grimaldi e cols., 1980;
Grimaldi e cols., 1984; Andrade e cols., 1984; daghhaes e cols., 1986; Pompeu e cols.
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1991).

Os neutrdfilos séo o tipo celular dominante nompiios 3 dias apds a infecgcéo, e tém
sido relacionados com a destruicdo dos parasitoavést de enzimas proteoliticas
armazenadas em granulos especiais e pela prodecéeativos de oxigénio (Lima e cols.
1998) ou, em outros casos, podem funcionar conevva®rios do parasito nas fases iniciais
da infeccao (Beil e cols., 1992; van Zandbergemls. 2002). Experimentos mostram que
camundongos suscetiveis e resistentes depletadaseudedfilos exibem uma alta carga
parasitaria quando comparados com 0s grupos ceiftrioha e cols. 1998).

O tempo de vida de um neutréfilo é relativamentetogusofrendo apoptose apos
aproximadamente 6 horas (Squier, 1995). Tem sidnodstrado que a leishménia pode
retardar a apoptose dos neutréfilos por até 3 (Bam e cols., 2002), de modo que
mondcitos/macrofagos possam ser recrutados pelgdodde quimiocinas (MIPede MIP-
1B) (Scapini e cols., 2000). Estes por sua vez, ftayooos neutréfilos apoptéticos infectados,
(Savill e cols. 1989) que entram silenciosamente sei@s principais células hospedeiras
(Laskay e cols., 2003), sem ativarem seus mecasismuobicidas (Meagher e cols., 1992).

Os eosindfilos sédo outro tipo de PMN que tambérdoegresentes em quantidades
varidveis nas lesbes provocadas paishmania sendo mais evidentes em infeccdes
produzidas pot. amazonensi¢Grimaldi e cols., 1984; Pompeu e cols. 1991; Bedols.,
1992). O recrutamento de eosindfilos para os lodaisnfeccdo esta relacionado a fatores
quimiotaticos inerentes ao parasito (Saito e cdl896) e derivados de mastécitos, assim
como a ativacdo do complemento e de linfocitosadtie (Yoshimura, 1989). Embora néo
tenham um papel importante na destruicabashmaniacomo os neutréfilos, os eosinofilos
possuem importantes mecanismos de regulacéo dastaspflamatéria, como a estimulacéo
da degranulacdo de mastocitos, além da liberac&ardes citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, tais como IL-12, IL-4, fator estimuade coldnia de granuldcitos e macréfagos
(GM-CSF) e“regulated upon activaton, normal T-cell expressew! secreted(RANTES),
assim como podem expressar moléculas de MHC classepresentar antigenos para as
células T (Del Pozo e cols., 1992; Weller e cdl893).

Além dos macrofagos, os mastocitos também liberadiadores importantes, como o
TNF-0, para a migracdo de PMNs para os locais de inbe@galaviya e cols., 1996). Os
mastocitos sdo elementos residentes do tecidojades de progenitores da medula 0ssea
(Kitamura e cols., 1981, Kirschenbaum e cols., 1#98presentam um crucial e abundante
constituinte da pele (Eady e cols., 1979). Esthgdaestdo envolvidas na inflamacao cronica
de varias doencas, participando no inicio das e=ac@iérgicas e na manutencdo da

inflamacédo alérgica, devido a liberacdo de umaedade de moléculas como a histamina,
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leucotrienos e varias citocinas tais como T&FE-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IFN+y, TGFf

e GM-CSF em resposta a ligacao de IgE ao antigemec#ico (Wodnar-Filipowicz e cols.,
1989; Gallli e cols., 1991; Okayama e cols., 1998liafhs & Coleman, 1995). Os mastdcitos
também podem ser ativados independentemente deorats, ligando-se diretamente a
superficie de bactérias comi§lebsiella pneumoniaee protozoarios comd.eishmania
(Echtenacher e cols., 1996; Malaviya e cols., 186 e cols., 1997). Ao interagirem com
promastigotas de. major ou L. infantum os mastdcitos rapidamente degranulam, liberando
citocinas que podem influenciar no direcionamengo rdsposta imunoldgica adquirida.
Citocinas como IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13, liberadgselos mastocitos apds sua ligacdo a
antigenos complexados a IgE, podem ser importgai@so inicio de uma resposta T helper 2
(Th2). Por outro lado, os mastocitos respondem-a2llproduzindo IFN: (Gupta e cols.,
1996). Estes resultados sugerem que estas céltlesnpser capazes de induzir tanto uma
resposta do tipo T helper 1 (Th1), quanto Th2.

Assim como os mastocitos, as célulasural killer (NK) respondem ao estimulo de IL-
12 através da producdo de altos niveis deFbkendo implicadas no desenvolvimento de
uma resposta do tipo Thl (Scharton & Scott, 1993).

As células NK sdo capazes de induzir a lise celalsavés de um processo de
citotoxicidade semelhante ao utilizado pelos liitic T CD8 e também através de
citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC) kBee cols., 2003), constituindo-se em
um componente celular adicional da resposta imgmadnata.

Diversos trabalhos tém relacionado o envolvimerds délulas NK na resisténcia e

suscetibilidade a infec¢do pbeishmania Tem sido demonstrado que estas células induzem
resposta protetora mediada por IiFdm camundongos C3H.HeN infectados donmajor,
guando comparados com a diminuida atividade destlgas em camundongos BALBI/c,
sugerindo seu possivel papel na resisténcia owetibiidade do hospedeiro. A interacdo
entreLeishmaniae células NK parece levar a ativacdo destas sétalm producéo de IFX-
e aumento de sua atividade citotoxica (Nylen e.caB03). Ha também evidéncias de que as
células NK possam lisar células infectadas l[pomajor apesar de as moléculas envolvidas
neste processo ainda nao terem sido elucidadagylfitVe cols., 1983). Finalmente, foi
demonstrado que células NK sdo capazes de ligard&P@embrana de promastigotasL.de
major através de um TLR na sua superficie. Esta ligée&aria a ativacdo da via do fator
nuclearkB (NF-kB), aumentando, assim, a producdo de VF&I-TNFa, além da prépria
expressdo do TLR-2 (Becker e cols., 2003).

Além dos macroéfagos e células NK, as células decalsi (DC) também atuam como

células efetoras da imunidade inata contizishmania As DCs séo células especializadas
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na captura, transporte e apresentacdo de antigena@®lulas T virgens (Banchereau &
Steinman, 1998; Lanzavecchia & Sallusto, 2001; tham & Liu, 2002).

Tem sido relatado que as células dendriticas eramtag na epiderme (células de
Langherhans), ao se ligarem a antigenos estrattaees de seus PRRs, tornam-se ativadas e
transportam antigenos parasitarios da pele patmfosodos drenantes, onde irdo ativar as
células T virgens (Moll, 2000; Banchereau e cd€00), sendo assim responsaveis pela
transicdo para uma resposta imunoldgica adaptativa.

Foi visto que o LPG daeishmaniapode inibir a migracéo das células de Langerhans,
dificultando sua chegada ao linfonodo (Ponte-Seccels., 2001). A internalizacao tanto de
amastigotas como de promastigotad dmajor esta relacionada ao aumento da expressao de
MHC classe | e classe Il, bem como de moléculastitnelatérias como o CD40 e B7 e ao
aumento da producédo de IL-12 (Moll e cols. 1998nhde, portanto a principal responsavel
pelo direcionamento a uma resposta do tipo Thldesin vitro demonstraram que existem
populacdes distintas de DCs e que nem todos ospssbsdo igualmente suscetiveis a
infeccdo por amastigotas demajor (Henri e cols., 2002).

Células dendriticas (Moll e cols.,1995), assim cdimmblastos (Bogdan e cols., 2000),
tém sido relacionados a persisténcial@égshmaniaap0s a cura clinica de camundongos
resistentes (Aebischer e cols., 1993), permitindoamutencdo da imunidade. Tais células
podem apresentar continuamente antigenosLeishmaniaas células T de memoria,
mantendo a imunidade. Na realidade, as DCs saadenadas as células apresentadoras de
antigenos (APCs) mais poderosas, sendo as primei@eduzirem IL-12 (Gorak e cols.,
1998) e as Unicas capazes de induzir uma respostaoldgica adaptativa primaria,
permitindo, assim, o estabelecimento de uma resposinoldgica especifica (Hart, 1997).
Essas células parecem ser também capazes de modiifetamente a diferenciacdo de
células T em Thl ou Th2 (Boonstra e cols., 2008)s produzem IL-12 apoés infeccao por
major (McDowell e cols., 2002) ol. amazonensigBennett e cols., 2001) em conjunto com
estimulo através de CD40L, uma importante molécoéstimulatéria. O mesmo, porém, ndo
ocorre em infec¢des pdr. tropica (McDowell e cols., 2002) ol.. mexicana(Qi e cols.,
2001). Apos o reconhecimento e processamento dgeant estranho pelas APCs, estes séo
apresentados as células T virgens nos linfonodossipalmente por DCs. O reconhecimento
dos antigenos se da no contexto das moléculas do, dktle antigenos conjugados ao MHC
classe | sdo apresentados aos linfocitos T'GDénhtigenos conjugados ao MHC classe |l séo
apresentados aos linfocitos T CD#ara que os linfocitos que reconheceram os amtsge
sejam ativados, eles necessitam de um segundodsireivacdo, que € dado pela ligacdo de
moléculas coestimulatérias, presentes na supedaseAPCs, aos seus respectivos receptores
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nos linfécitos T. Estas incluem o CD40 e a molé&ial (CD80) (presentes nas APCSs), que
ligam-se ao CD40L ou ao CD28 (na superficie do®ditos). Por outro lado, a ligacdo de
B7-2 (CD86) da APC com CTLA-4 na célula T forneee sinal negativo que vai limitar a
expansao desta célula (Rogers e cols., 2002).

Tem sido demonstrado que a ligacdo de CD40 com Qigdate (CD40L) induz a
resisténcia a infeccao pbr major, j& que camundongos deficientes em CD40L sdo aliten
suscetiveis a infeccdo (Campbel e cols., 1996; iKakee cols., 1996). Embora o papel das
moléculas B7 ainda nao esteja claro, sua expreseddCs influencia a imunidade contra
major. Quando culturas de células epidérmicas enriqgaeqar células de Langerhans foram
infectadas comL. major, a expressdo de B7-1 encontrava-se reduzida eforasil
provenientes de camundongos BALB/c, enquanto qaecaliuras com células provenientes
de C3H, a molécula que se encontrava reduzida&@(®Bbow e cols., 2001).

O tipo de célula T estimulada pelas APCs, assimocomadrao de citocinas liberadas
no meio, influenciara o curso da infeccdo peishmaniaque € dependente de uma resposta
celular, ja que é um parasito intracelular.

A relevancia do balanco/equilibrio das subpopulacde linfécitos Th1/Th2, na
regulacdo do curso da doerigavivo, provém de estudos no modelo murino donmajor.
Esses estudos demonstram que a resisténcia a dofqumyr L. major esta associada a
diferenciacdo de linfocitos T CD4m Thl, mas ndo em Th2. Neste modelo, a respodiaal
Thi leva a cura de lesbGes de leishmaniose cutéxgerimental, enquanto a progressao da
doenca esta associada a uma resposta do tipo T@& & Millott, 1990; Heinzel e cols,
1991; Hondowicz & Scott, 2002).

Desta forma, nos animais suscetiveis a infeccad_pamajor, a producédo de IL-4 é
maior, direcionando a diferenciacédo dos linfocpasa subpopulacdes Th2. Estas produzem
mais IL-4, inibindo a sintese de NO por macréfagipsados, permitindo consequentemente a
sobrevivéncia e multiplicacdo dos parasitos (Liewcads, 1999). Por outro lado, em
individuos naturalmente resistentes a leishmanios&nea ocorre uma grande producéo de
IL-12, direcionando a reposta para o padrdo Thicdslas Thl produzem IF-0s quais
ativam macrofagos que produzem NO e, consequentemmatam os parasitos intracelulares.

Tem sido relatado que a diferenciacédo da respastadlogica em Thl ou Th2 depende
marcantemente das interacdes iniciais sofridasspkhdocitos, como o tipo de antigeno
reconhecido e o estimulo de citocinas (Paul & Seti#94; Scott e cols., 1988). Células T
com TCR \pB4/Va8 interagem com o antigeno LACK (Homdélogolagshmaniado receptor
parakinaseC ativada) dé.eishmaniaproduzindo grandes quantidades de IL-4, poladaan

resposta para o tipo Th2 em camundongos BALB/ciats pot. major (Launois e cols.,
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1997). Embora a presenca de IL-4 esteja relacionanaa inducdo de uma resposta do tipo
Th2, enquanto que a de IL-12 esteja relacionadawnmresposta do tipo Thl, durante a fase
inicial da infeccdo porL. major, tanto os camundongos suscetiveis quanto resstent
demonstram uma resposta mista dos linfécitos T 'Gid#n a producdo de IL-12, IL-4 e IL-
13. Estes dados indicam que a resposta pode seeciedada nas fases posteriores da
infeccdo (revisado por Sacks & Noben-Trauth, 2002).

Do mesmo modo que os linfécitos T CDgodem diferenciar-se Thl e Th2, as células
T citotoxicas (Tc) CD8 também podem diferenciar-se em linfocitos Tcl & Trerrick e
cols., 1995). Desta forma, Tcl produz I¥M-TNFea enquanto Tc2 secreta IL-4, IL-5, IL-6 e
IL-10, sendo as duas ultimas também secretadasT @br porém em menor quantidade
(Mosmann e cols., 1997). Também de modo semelhaote padrdes Thl e Th2, a
diferenciacdo em Tcl parece ser estimulada porylENL-12, enquanto a diferenciacdo em
Tc2 requer grandes quantidades de IL-4 em auséleciicNy (Mosmann e cols., 1997).
Ambas as populacbes tém acdo citotoxica por viapeldorina, uma vez que células
provenientes de animais deficientes em perforira d€monstram atividade citotoxica por
Tcl nem por Tc2 (Mosmann e cols., 1997). Da mesmmad, ambas também s&o capazes de
lisar células expressando moléculas Fas (Sad g t087).

Embora os linfocitos T CD4sejam considerados como 0os mais importantes eecid
por Leishmania o papel dos linfocitos T CD&em sido considerado no curso da infeccéo.
Linfocitos T CD8 tém sido associados ao fendtipo protetor em caongus BALB/c
reinfectados conteishmania devido a producao de IFN{Miller e cols., 1993; Stefani e
cols., 1994). Seu papel na infeccao primaria caasaoses de. major por via subcutanea
em camundongos C57BL/6 deficientes em Cuber e cols., 1998) ou tratados por
anticorpos anti-CD8(Titus e cols., 1987) n&o foi importante, poisapémais mantinham a
habilidade de curar a lesdo. No entanto, estudos doses mais baixas e inoculacao
intradérmica mostraram que, além das células’CastCD8 também sdo necessarias para o
controle da infeccdo na pele (Belkaid e cols., 2002 importancia destas células na
eliminacdo das amastigotas de células fagocitasabém foi demonstrada em camundongos
BALB/c infectados poL. donovanique foram incapazes de controlar o parasitismduat
quando suas células Ch®ram depletadas (Stern e cols., 1988).

A acado citotoxica mediada por perforina, assim coadnducdo de apoptose de
macréfagos parasitados parecem ser os mecanismdislat@s pelos quais as células CD8
tentam conter a multiplicacdo do parasito (Tsagezisls., 2003). Dados sugerem que a acao
leishmanicida dos linfécitos CD& modulada por IL-2 e envolve secrecio de yRNHirray

e cols., 1993; Lehmann e cols., 2000). Na realidalggins autores sugerem que o papel mais
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importante dos linfocitos T CD8 mas especificamente os Tcl, durante a infecg&o po
Leishmaniaseja a producdo de IFN{Reiner & Locksley, 1995). Estas células poderiam,
inclusive, ser responsaveis por regular a expresfta citocina pelas células T CD4
(Herath e cols., 2003). A producado de IFM- TNFa seriam importantes, via ativacao de
macroéfagos, para a eliminacdo das amastigotastiberapods a lise da célula hospedeira pelo
linfécito citotdxico, uma vez que foi evidenciadoegas amastigotas liberadas mantém a sua
infectividade e podem infectar os macrofagos viagiiSmith e cols., 1991). A liberacéo
destas amastigotas, que estavam em células incagazmmbaté-las, e sua disponibilizacéo
para células mais aptas, como, por exemplo, magoéfativados, parece ser um importante
papel das células T CD8Sacks & Noben-Trauth, 2002).

Enquanto as células T estdo associadas a resotlasgidesdes pokeishmania as
células B e anticorpos tém sido implicadas na sidlcgade a infeccdo. Camundongos que
carregam uma mutacdo na molécula Btk (Xid), a ggséh relacionada com a alteracdo da
sinalizacdo mediada por receptor nas células Bezmionais e com a auséncia de células B1,
apresentam uma resisténcia aumentada a leishmasipseémental (Hoerauf e cols, 1994).
Entretanto, a auséncia total desta populacdo déciios pode levar a uma patologia
exacerbada nos camundongos deficientes em lingdBit@amundong&nockout(KO) para a
regido transmembranar da molécula de imunoglobuiimf@ctados conl. donovanj que
pode ser revertida pela transferéncia de imunogledsi(Smelt e cols, 2000). Outro estudo,
utilizando camundongos tratados com anti-lgM edtafdos coni. tropica demonstrou que
as células B sdo necessarias para a geracao tlescEkupressoras, as quais estao implicadas
na supressdo da hipersensibilidade tardia a aodgele Leishmaniae consequente
suscetibilidade observada em camundongos BALB/cesAp disso, nos camundongos
resistentes depletados de células B a diminuicdcesiagténcia era transitria, ja que esta

linhagem era capaz de resolver as lesdes (Saaks.e1984).

1.3.1. Citocinas envolvidas na resposta imunitaria

O processo inflamatorio causado pela infeccaoljgishmaniaé modulado por
varias citocinas, as quais podem ser determinamatessolucdo ou na progressao das lesdes.

O IFN-y é considerado a principal citocina que participaa@sposta imunoldgica
do hospedeiro contralaishmaniaOs linfocitos T e as células NK s&o as principandes de
producao do IFNx(Charley & Bonnardiere, 1993) apesar de ja tev pichvado que também
pode ser produzida por macrofagos e células daadri{Frucht e cols., 2001). Dentre as
principais atividades do IFM-estdo a estimulacdo da resposta inata atravésetidas NK,

estimulo da atividade citotoxica especifica, basead reconhecimento de antigenos

Cardoso, FO

25



Introducao

associados a moléculas de MHC e, principalmeniegag@io de macréfagos (Boehm e cols.,
1997). O IFNy aumenta a expresséao de IL-12 por macrofagos ecitoadTrinchieri, 1995)

e, em camundongos, atua na troca de classe derang8ade IgM para IgG2a e IgG3 (Snapper
e cols., 1992; Collins & Dunnick, 1993). Finalmerg&a ainda atua no aumento da expressao
de MHC | e Il (Revel & Chebath, 1986), sendo edteand estimulado em quase todas as
células, com excecédo para os linfocitos B, nossgela na realidade antagoniza o aumento de
expressdo provocado por IL-4 (Mond e cols., 1988jtre os mecanismos de evasao da
Leishmaniafoi demonstrado qué. donovani (Nandan & Reiner, 1995).. major e L.
mexicana(Bhardwaj e cols., 2005) inibem a agédo do NMNtuando diretamente em sua via
de sinalizag&o intracelular. Em camundongos qusegprem controlar a infeccdo observam-
se quantidades significativas dessa citocina, amtlo assim que ela participa de forma
significativa na protecao do hospedeiro (Sadickls.£1986).

O IFNy e o TNFa contribuem para o aumento da acdo microbicida dos
macroéfagos (Titus e cols., 1989; Scott, 1991) ponentar a producdo de NO pela inducdo da
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Deng e col993). Este, por sua vez, possui uma
ampla gama de atividades biologicas (Pfeffer, 20@8% como inducdo de choque, potente
acdo pro-inflamatoria e ainda mediador capaz demelstr mondcitos, eosindfilos,
neutrofilos, células endoteliais e fibroblastosyte & Cerami, 1988). O TNI-¢é produzido
principalmente por macréfagos ativados, mas tamipém células T e B, células NK,
fibroblastos e células endoteliais (Derouich-Guargdcols., 2001). Em doencas infecciosas
o TNF-a tem sido descrito como mediador de resisténciatraando o parasitismo
intracelular e limitando a duracdo do processocamétério (Derouich-Guergour e cols.,
2001).

A comprovacgéo da importancia do TNFAo controle da leishmaniose foi feita
administrando-se anticorpos anti-TidFem camundongos CBA. Esses camundongos, que
sdo geneticamente resistentes a infeccdo Lpomajor, desenvolveram lesdes cutaneas
relativamente maiores que 0s animais do grupo @lentao passo que a injecao de TiRo
sitio primario reduziu significativamente o tamardelesao (Liew e cols. 1990). Em outro
estudo, foi visto que camundongos C3H, resisteatesfeccdo porl. major, produzem
quantidades significativas de TNF-enquanto que camundongos BALB/c, suscetiveis, ndo
produzem niveis detectaveis desta citocina (Titesls., 1989), confirmando a capacidade
protetora do TNFx na inibicdo da multiplicacdo daeishmaniaTitus e cols., 1989).

Por outro lado, no homem, titulos altos de To&NR&o parecem estar associados a

protecao contraeishmaniaPisa e cols., 1990). Pacientes com formas maigegrda doenca,
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especialmente com lesbes mucosas ativas (da-Croalse 1996), forma visceral ativa
(Barral-Netto e cols., 1991) e forma difusa (Piseots., 1990) estavam associadas a altos
niveis desta citocina. Como a forma mucocutanea d¢&ln associada a uma resposta
imunoldgica exacerbada, pode ser que os altossnidei TNFe neste caso estivessem
associados ao agravamento da lesdo (Da-Cruz e @9186), o que nao explicaria os
resultados encontrados na forma visceral e difuises vez que, nestas doencas, a resposta
imunoldgica é tida como reduzida.

Ao mesmo tempo em que atua em sinergia com @N&-1FN-+y antagoniza IL-4.
Esta citocina tem sido descrita principalmente ipduzir diferenciagdo e proliferagdo em
células Th2 (Paul, 1997), auxiliando linfécitos Been camundongos, influenciando na troca
de classe de anticorpos de IgM para IgG1 e IgE i(&MHReiser, 1998). Ela ainda aumenta a
expressdo de MHC Il em linfocitos B (Noelle e col€84), assim como a expressao do seu
préprio receptor (Ohara & Paul, 1988). Ela é praduzrincipalmente por células Th2,
basofilos e mastocitos (Nelms e cols., 1999), pddesinda ser expressa em linfocit@s
(Ferrick e cols., 1995) e eosindfilos (Dubucquoic@s., 1994). A IL-4 atua também
modulando a expressdo de moléculas de adesdo eiascehsculares, tendo assim um
importante papel na inflamacdo. Desta forma, a favbrece o recrutamento de células T e
eosindfilos, ao invés de granuldcitos para o sidianflamacao (Nelms e cols., 1999).

Kopf e cols., em 1996, mostraram que camundongo&BBzA normalmente
suscetiveis &. major tornavam-se resistentes quando tinham o seu geadlp4 depletado.
Estes animais, porém néo tinham alterada a secde;éibocinas pro-inflamatorias tais como
TNF-a e IL-12 e mantinham a atividade de iINOS (Kopf ¢s601996). No mesmo ano,
porém, Noben-Trauth e cols. (1996) ndo viram qgualgaiteracdo na suscetibilidade de
camundongos BALB/c que haviam tido o gene da ILefetddo em suas células tronco
embriondrias. Mais tarde também mostraram que aidepletados do receptor para IL-4
tampouco se tornavam mais resistentes a infecqéb. peajor (Noben-Trauth e cols., 1999).
Kropf e cols. (2003) sugerem que as diferencasrefdas possam ser devidas a variacoes
nas cepas de parasitos utilizadas, assim comacada @bs animais no momento da infeccéo.
Outra observacdo contraditéria quanto ao papelLefa fbi demonstrada por Louis e cols.
(2003). Eles viram que quando a IL-4 é administnaas primeiras horas de infeccéo, antes
do desenvolvimento de uma resposta T dependeatate induzindo a producéo de IL-12
por DCs, o que favorece a resolucao da infeccaan@y no entanto, ela é administrada mais
tardiamente, induz o desenvolvimento de uma reapid®2, associada a suscetibilidade.

A IL-12 € um heterodimero formado pelas subunidaeés e p35 e produzida,

principalmente, por células fagociticas profissisneélulas apresentadoras de antigenos, por
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células T, particularmente pelas subpopulac¢deseT$itbpopulacées Thl. As células T CD8
também podem produzi-la, mas em pequena quantid&da. citocina em conjunto com o
TNF-a e IFNy contribui para o aumento da resolucdo da infeqgid.. major, ou seja,
induz a uma resposta do tipo Thl (Belosevic e £4890a; Belosevic e cols., 1990b). Uma
das principais fung@es bioldgicas da IL-12 é edtima producdo de IFMpelas células NK

e pelos linfécitos T, que por sua vez vai atuarresalglulas fagociticas, aumentando sua
capacidade parasiticida e a secrecéo de citocndamftamatorias, incluindo a propria I1L-12
(Trinchieri, 1998). Além disso, aumenta a atividaitetoxica dos linfécitos T CD8e das
células NK (Abbas e cols., 2000) e promove a difeisgdo dos linfocitos T CD4para
respostas celulares do tipo Thl (Park & Scott, 20ibindo sua diferenciacdo em Th2,
atuando, assim, ndo somente como uma citocina flanoiatoria, mas também como um
potente imunorregulador da resposta celular (TrargHL998).

O papel da IL-12 no inicio da infec¢cdo paishmaniaé incontestavel e diversos
autores defendem que, uma vez que uma respostéiTédtabelecida sua fungcéao efetara
vivo € independente de IL-12 (Constantinescu e co898)1 No entanto, trabalhos mais
recentes defendem o papel desta citocina na maydtete uma resposta Thl. Isso porque
camundongos KO para IL-12 reconstituidos com celuldl obtidas de camundongos
singénicos, que haviam curado uma infeccao prim@oiel. major, ndo foram capazes de
resistir a uma infeccao pelo mesmo parasito (Pa8cait, 2001). A leishméaniaode inibir a
producdo de IL-12 (Carrera e cols., 1996) intemfiwi na sintese de IFN-o0 que
consequentemente contribui para a diminuicdo deisosf microbicidas dos macréfagos. O
tratamento de camundongos com IL-12 recombinantéep® a estes animais resisténcia a
infecc@o porL. major. Ficou demonstrado que apds esse tratamento,ilmsiarproduzem
IFN-y e, portanto, ha um predominio da resposta doTip@Heinzel e cols., 1993; Heinzel e
cols., 1995a; Heinzel e cols., 1995b).

Enquanto IFNy e TNFa estdo associadas a ativacdo de macrofagos (Sta&ffor
cols., 2002), o TGIB-foi caracterizado por inativar os processos figjmos dos macrofagos,
mediando a imunossupressao da producdo deylRN-favorecendo a replicacdo e
sobrevivéncia do parasito dentro da célula (Belkaidls. 2002b, Gorelik e cols. 2002).

O TGF{ é uma proteina homodimeérica produzida por uma anggima de
células, incluindo macréfagos, células NK, T e Bn@ e cols., 2000). Tem acdo na
diferenciacéo celular, adesdo e migracao, estandohado em diferentes processos tais
como: inflamacéao, reparo de tecido, fibrose, eatrigos (Omer e cols., 2000). Esta citocina

pode ter um papel pré ou antiinflamatdrio dependeda sua concentracdo (Wahl, 1994).
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Desta forma, o TGB-recruta mondcitos, células T e neutréfilos pasétio da inflamacéo no
inicio da infeccao, através da modulacdo das misigae adesdo na superficie de células
endoteliais (Omer e cols., 2000). No entanto, easatoncentracbes suprime a producao de
TNF-a e NO por macrofagos (Espevik e cols., 1987) e y=&-TNFa por células NK
(Bellone e cols., 1995), tendo ainda sido visto @onibidor da expressao e atividade de IL-
12 (Bogdan & Rollinghoff, 1998).

Na infeccdo de camundongos BALB/c poamazonensjsocorre uma grande
liberacdo de TGIB nas primeiras 24 horas de infeccdo (Reed, 1999)tratamento com
anticorpo neutralizante anti-TGk-em camundongos com 4 semanas de infeccéo, levena
diminuicao da carga parasitaria e aumento dos1deNO na leséo (Reed, 1999), mostrando
a influéncia desta citocina na desativacao do nfiagod De modo semelhante, a producéo de
TGF{3 ativo pode estar envolvida na falta de respost@émca associada a leishmaniose
visceral (Carvalho e cols., 1985; 1994). Wilsonads.c(1998) mostraram que o T@F-
produzido em granulomas do figado foi, em partepaasavel pela inibicdo da liberacdo de
IFN-y pelas células T CD4Barral e cols. (1995) mostraram que o TgGEsta presente na
lesédo de pacientes com leishmaniose cutanea. Emnpesc com lesdo que evolui para cura
espontanea, sua presenca se da de modo passageiicionda infec¢do, porém em pacientes
com lesbes mucocutaneas ou disseminadas, offT&farece de forma persistente, estando,
provavelmente, relacionado a falta de capacidadeghknismo em eliminar o parasito.

Outro potente desativador de macrofagos € a IL-E6ta citocina foi
primeiramente descrita como fator inibidor de seteuma vez que atua na producdo de
citocinas pro-inflamatorias, tais como ThFe IL-12, e quimiocinas pelo macréfago (Conti e
cols., 2003). IL-10 recombinante foi capaz de supria liberacdo de TNE- e reativos
oxigenados por macrofagos peritoneais de camundotgonaneira independente de T&GF-
(Bogdan e cols., 1991). A IL-10 é produzida por rmatgos, células T e B, aléem de
mastoécitos, queratinécitos, entre outras célulasn{iCe cols., 2003) e influencia nas
atividades de diferentes tipos celulares, incluimétulas T, B e NK, mastécitos, DCs e
granuldcitos (Moore e cols., 2001). Acredita-se qua acdo na supressao da producdo de
citocinas e quimiocinas se dé pela inibicdo dadeidNF«B (Mcinnes e cols., 2001). A IL-10
ainda inibe a producéo de IRNpor células T e diminui a expressdo de molécul&kCMI
por monacitos, diminuindo, assim a expansao ddalu(Hashimoto e cols., 2001).

O papel da IL-10 nas infec¢cdes pagishmaniafoi estudado por muitos autores
uma vez que a severidade da leishmaniose viscergregressao da lesdo em pacientes com

leishmaniose cutanea tém sido associadas a alteis die IL-10 (Ghalib e cols., 1993; Louzir
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e cols., 1998). Camundongos deficientes para llfei@m capazes de controlar a infeccao,
mesmo apods a infeccdo com altas dose&.dmajor (Kane & Moseer, 2001). Da mesma
forma, animais tratados com anticorpos neutralesaminti-IL-10 apos a infeccdo por este
parasito, mostraram forte reducdo da lesdo (Clmteacols., 1999). Células CD4le
camundongos suscetiveis a infec¢ao lpanajor apresentam uma maior expressao de IL-10
gue células provenientes de camundongos resist@heselain e cols., 1999). Camundongos
BALB/c KO para IL-10 também se mostraram resisterdtdnfeccdo pot. (L.) donovanj
com aumento na producao de IFNMurphy e cols., 2001). Por outro lado, a utilG@agle
anticorpos neutralizantes anti-1L-10 s6 foram capate reduzir parcialmente a infeccao por
L. mexicanae L. amazonensig¢Padigel e cols., 2003). A resolucédo da infecgipdorém,
mais significativa quando os animais foram newaalos tanto para IL-10, quanto para IL-4
(Padigel e cols., 2003).

1.4. Matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) € uma complexa redentcromoléculas relativamente
estaveis e de diferentes naturezas que sao preduexjportadas e complexadas pelas células,
modulando a estrutura, fisiologia e biomecéanica wesdos, mantendo sua integridade e
também oferecendo base para aderéncia de céluls=@\ é especialmente abundante nos
tecidos conjuntivos, mas apresenta papel fundaimantéém nos demais tecidos. No tecido
conjuntivo denso assegura a resisténcia e elastieigela sua riqueza em colageno e elastina.
No tecido conjuntivo frouxo os agregados de prdieagas asseguram a manutengédo de um
ambiente hidratado que permite a difusdo de nuésea catabdlitos. A MEC pode ter uma
funcdo especializada como membrana basal, sendpostenpor isoformas de colageno tipo
IV, proteoglicanos (perlecan) e glicoproteinas (fana e entactina).

A MEC é dividida em dois componentes principais:

* Matriz fibrilar:

- Fibras colagenas;
- Fibras elasticas.

e Matriz ndo-fibrilar:

- Glicosaminoglicanos (sulfato de condroitinadadnialurénico);
- Proteoglicanos (GAGsproteinas);
- Glicoproteinas (fibronectina, laminina, condrciireg);

- Enzimas (Metaloproteinases).
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Estes componentes interagem fortemente entre stre as células a fim de manter a
integridade estrutural de diversos tecidos. Ess@gacdes também sustentam importantes
eventos celulares como migragéo, proliferacao,relil@acdo e apoptose (Huxley-Jones e
cols, 2007, Aumailley & Gayraud, 1998). E uma estrutbestante dindmica que realiza

importante papel no processo de desenvolvimentmaldsem como em varias patologias.

1.4.1. Colagenos

O colageno é a proteina mais abundante no organmrfazendo entre 25 e 30%
das proteinas corporais e participam de diferdotmsas da MEC (Myllyharju & Kivirikko,
2004). Pertence a uma grande familia de proteioagastas por 29 membros que estao
divididos em diferentes subfamilias (Myllyharju &wuikko, 2004). Os colagenos fibrilares
(colagenos |, 11, 11l V, XI, XXIV e XXVII) tém a hbilidade de formar grandes fibrilas que
sao responsaveis pela forca tensil dos tecidosol@agenos também podem formar filamentos
finos (colageno 1V), fibrilas de ancoramento (celdg VIl) e grandes redes (colagenos 1V,
VIll e X). Além destes, a familia colageno tambéomntém membros que ancoram a
membrana basal ao estroma, chamados de multipteXomdagenos XV e XVIII). Outro
subgrupo de colagenos (colagenos Xlll, XVII, XXdIXXV) é capaz de formar proteinas
transmembrana devido a suas subunidadpsssuirem dominios transmembrana (Franzke e
cols., 2005).

Todos os colagenos sao formados pela mesma eathédsica, uma tripla hélice
composta por cadeias. A estrutura primaria dessas cadeias consistente repeticdo de
Gly-X-Y, onde a glicina é essencial na formacadrgda hélice. X e Y podem representar
qualguer aminoacido, mas geralmente correspondempr@ina e hidroxiprolina
respectivamente.

Em humanos, varios receptores na superficie cgdoldem reconhecer e se ligar
ao colageno. Dependendo do motivo que os receptreshecem no colageno, eles podem
ser divididos em quatro grupos (Heino, 2007):

+ Grupo 1 - receptores tais como glicoproteinas \fh€®urst e cols., 2007),
platelet collagen receptore LAIR-1 (eukocyte-associated immunoglobulin-
like receptorl) (Lebbink e cols., 2006), um receptor que suprariuncdo dos
linfocitos;

+ Grupo 2 — membros da familia das integrinas e diisptores do dominio
discoidina (DDR1 e DDR2) (Vogel e cols.,1997; Shstava e cols., 1997);

+ Grupo 3 — receptores que se ligam a motivos cdptinos colagenos
desnaturados (Gullberg e cols., 1992);
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+ Grupo 4 — receptores que se ligam a dominios nEgeos.

O colageno tipo | € o0 mais abundante e o mais adtydsendo produzido por
fibroblastos e seu grau de polimerizacdo méximaectenmaior capacidade de resistir a
tensdes, formando mais de 90% da massa organicassos e € o principal colageno de
tenddes, pele, ligamentos, cornea e de variosstiters (Lochner e cols2006; Gelse e cols.
2003; Aumailley & Gayraud, 1998). A tripla hélice dolageno tipo | esta usualmente na
forma de um heterotrimero com duas cadeid$) idénticas e uma cadei(l). In vivo, as
fibras em tripla hélice estdo na maioria das vesssciadas ao colageno tipo Il ou tipo V. O
colageno tipo Il € um homotrimero de trés cadeib@ll) e amplamente distribuido nos
tecidos que contém colageno tipo | e fibras deesiat eldstico (oxitalanicas, elauninicas e
elasticas). Esse tipo de colageno é produzido petasas do musculo liso e células
reticulares, conferindo ao musculo liso, tecido &mpoético e nervos as suas propriedades
devido a média polimerizacdo de suas fibrilas (Jaimg & Carneiro, 2000). Os membros da
familia colageno IV (Kuhn, 1995) compde aproximadate 50% de todas as membranas
basais (LeBleu e cols., 2007), e sédo caracterizadosua habilidade de formar complexos e
se integrar a laminina, ao nidogénio e a outrospamantes, participando do processo de
montagem da membrana basal (Timpl e cols., 198t¢chémco & Furthmayr, 1984). Seis
cadeias individuais foram identificadaslL(IV)-a6(1V), que se liga a 3 promotores distintos,
al.al.a2(lV), a3.04.05(1V) e a5.05.06(1V) (Boutaud e cols., 2000; Hudson e cols., 2003)

1.4.2. Fibronectina

A Fibronectina esta envolvida em varios processtdares, ajudando a organizar
a interacdo celular, além de participar na embriegé, reparo tecidual e na formagédo do
coagulo sanguineo. Além disso, serve como uma mlalée adesdo, ancorando células e
patogenos. Pode ser encontrada no plasma sanguéramutros fluidos corporais na forma
soluvel, enquanto na MEC apresenta-se como umaafaraitimérica insoltvel. (Henderson,
2011). Estruturalmente, esta proteina € compostalyes cadeias néo idénticas de 230-270
kDa ligadas covalentemente por suas regides C+arsmpor pontes dissulfeto. Cada cadeia é
composta de uma série de médulos ou dominios tigpsti12 modulos tipo |, 2 tipo 1l, 15 a
18 (dependendo deplicing) tipolll e uma regido variavel ou IlICS. Todos &ssnodulos sao
resultantes dosplicing alternativo de um Unico gene (Patel e cols., 199¥)arranjo
diferencial destes modulos proporciona uma varied#s formas, gerando em torno de 20
variantes da fibronectina humana e duas forma<ipérs: celular e plasmatica (Ffrench-
Constant, 1995; Kosmehl e cols., 1996).

A fibronectina ancora-se a superficie celular asada ligacao direta dos modulos
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[118-11110, mais precisamente na regido da sequemig-Gly-Asp (RGD) (Liao e cols.,
1992), ao5R1 andullb3 integrinas, podendo também se ligar atraeésudras substancias
como fibrina, heparina, colageno, e integrisdB1l anc4R’7( Lobb & Hemler, 1994).

A fibronectina esta envolvida na patogénese de iplst doencas, tanto
infecciosas quanto ndo infecciosas. Ela funcionmocaim alvo para moléculas adesivas
presentes na superficie de células e patégena@mdaticomo um substrato para diferentes

células que possuem ligantes especificos para ela.

1.4.3. Laminina

As lamininas sdo uma familia de glicoproteinas ro&tenéricas que tem um
papel significante na montagem e arquitetura da brema basal, além de regular a
diferenciagao, adeséo e migracgéo celular (Julia&IPeter Marinkovich, 2008).

Estruturalmente, sdo formadas por trés subunidagfsey, existindo 5 tipos de
cadeiasn, quatrop e trésy (Miner & Yurchenco, 2004), que, diferente da fibeotina, séo
codificadas por 3 genes distintos. Estas cadeiaterposer arranjadas em diferentes
combinac¢des, formando um trimero de arranjo cruwoiég com tamanho que varia entre 400—
900 kDa. Além das diferentes combinacdes spiiting alternativo das cadeias também pode
ocorrer, criando um enorme numero de possibilidaties apesar disso, somente 15 tipos de
lamininas diferentes foram identificadas em marofgAumailley e cols., 2005). As cadeias
a estdo envolvidas com interacbes com receptorataoes como integrinas (Patarroyo e cols.
2002). Ja as cadeifise y estdo envolvidas nas interacbes com moléculas E&@ KGerl e
cols., 1991; Chen e cols., 1999 Gersdorff e caB05).

Sédo as proteinas estruturais ndo colagenas maiglates da membrana basal
(Timpl e cols., 1979), sendo produzidas por célulassenquimais e epiteliais que as
depositam dentro desta membrana (Patarroyo e 2002), sendo incorporadas a ME por

interacfes com outras moléculas como colagenoitddgenio, fibulina e outras lamininas.

1.5. Matrix extracelular x Leishmania sp.

Uma vez no interior do hospedeiro vertebrado, isbi@énias estdo expostas a um novo
microambiente na pele composto principalmente daxfk matriz do tecido conjuntivo,
formado por proteinas fibrosas envolvidas por gkeroinoglicanas e proteoglicanas
(McGwire e cols 2003, Lirae cols, 1997). A capacidade de alguns patdgenos de invadir
tecidos de hospedeiros depende do reconhecimentwona@ moléculas de superficie da
célula hospedeira e do parasito durante o proassalesdo. Estudos indicam que parasitos

do génerd_eishmaniapossuem moléculas de adesdo em sua superficie, @&la menos na
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espécid_eishmania mexicanalevem ser responsaveis pela interacdo com motedalvMEC
durante os estégios iniciais da infeccdo (Lira &.£dl997). Varios ligantes tém sido
demonstrados na interacao entteesshmaniae a célula hospedeira. A presenca de moléculas
de adesao pode estar envolvida na patogenia tiani@isose e pode explicar a preferéncia de
certas espécies pela pele, onde ha abundanciamgmnentes da MEC (Lira cols 1997). Os
componentes da MEC interagem entre si e demonsgeande interdependéncia. A
modificacdo de um deles seja por um fator intriogststémico, genético ou relacionado a
idade) ou extrinseco (ambiental), podera acarmiasequéncias para todo o tecido. Tais
alteracOes, apesar de raramente seguirem um paard@aleterminadas enfermidades, podem
servir para confirmacéo de diagnésticos (HolbrooByers, 1989). Chang e McGwire (2002)
demonstram que formas promastigotas quando incxsilaa pele, ligam-se preferencialmente
ao colageno do tipo I, e que esta interacao € d&j@ee saturavel.

As leishmanias possuem em sua superficie uma peoteionhecida como
leishmanolisina, presente tanto nas formas amaafigmanto promastigota. Esta proteina
degrada a fibronectina do hospedeiro, liberanddiphds fragmentos que tem a capacidade
de regular a producdo de intermediarios reativosxgénio em macrofagos infectados.
Kulcani e colaboradores (2008) sugerem Qashmaniaspp. interagem com a fibronectina
através de um receptor especifico e que os paasitiegradam utilizando dois sistemas de
proteases. Esta degradagao promove a invasdodaddEC e os produtos resultantes desta
degradacéo podem influenciar o estado de ativagéaonécrofagos do hospedeiro. A ligagcéo
de macrofagos a fragmentos de peptideos contertitonénio ICS (segmento de ligacdo a
fibronectina) podem diminuir a expressao de alguaitasinas como IFNy IL-12, MCP-1 e
TGF (Korom e cols., 1998). Por outro lado, a interagétwe o macrofago e a fibronectina |
intacta leva a um aumento da secrecdo de dNBeezhold & Personius, 1992). Além de
modular a atividade dos macrofagos, a habilidada pegradar componentes da MEC
aumenta as chances de acesso do parasito as gheslinfatica e sanguinea e facilitando a
migracdo de macréfagos infectados (McGwire e c@B03). Outro papel desta proteina na
infeccdo porLeishmania sppé de interagir com receptores para fibronectawlifando a
infeccdo dos macréfagos pelos parasitos, além dabikzar a adesdo complemento
dependente entre parasitos e macréfagos, permitifgeda e eficiente fagocitose
(Brittingham e cols., 1999). A fibronectina també&em sido considerada como um
importante participante da interacdo do parasito og fagocitos mononucleares, uma vez
que macrofagos humanos e de camundongos sinteézeearetam esta proteina (Vannier-
Santos e cols., 1992, Wyler e cols., 1985). Elaiagnfluenciando consideravelmente a

fagocitose em varios sistemas celulares e modulandesposta imunoldgica, assim como
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varios outros componentes da MEC, tais como: lamaincolagenos, trombospondina, entre
outros, os quais podem regular as fun¢des dos fagoslevando a um aumento da invaséo
(revisado por Vannier-Santescols 1992; Brittingham e cols., 1999).

Trabalhos de nosso grupo demonstraram que a imfgegéeL. amazonensi€ausa
alteracbes na MEC e que essas alteracbes estaciomaldas a carga parasitaria.
Camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2 apresentarafardntes graus de suscetibilidade a
infeccdo cutanea pdr amazonensiEstas alteracées foram mais evidentes nos camgodo
BALB/c, sensiveis d_eishmania os quais apresentaram maior destruicdo teciduaha
importante diminuicdo da expresséo de fibroneatic@ria nos locais onde havia uma maior
carga parasitaria. Um discreto decréscimo na es@oesge fibronectina foi observado nas
areas onde havia a presenca de amastigotas nosidamgos DBA/2, 0s quais apresentam
em geral menor carga parasitaria quando compareoims os camundongos BALB/c ou
C57BL/6 (Abreu-Silva e cols., 2004). Estes resutagugerem que formas amastigotas
podem estar diretamente envolvidas na degradacii@aloponentes da matriz extracelular
como sugerido por McGwire e cols., (2003). Além didsracdes na fibronectina, também foi
demonstrado que, na fase inicial da infeccdo, ha pradominancia de colageno | na leséo
primaria, que na fase tardia é substituido gradesaenpelo colageno Il (Abreu-Silva e cols.,
2004).

A expressdao de fibronectina também foi estudada@d@ss naturalmente infectados por
L. chagasi(= L. infantum),demonstrando um maior aumento na expressao dessdnprno
figado de cées sintomaticos do que nos assintamsdfitelo e cols., 2009)

A fibronectina também pode se ligar a promastigdakeishmania in vitro, e atuar
favorecendo sua associagdo a fagécitos mononusldavgler e cols., 1985). Estudos
utilizando culturas de células do epitélio pigmedotaa retina (ARPE-19) infectadas por
amazonensislemonstraram que a producdo de fibronectina é ladaypelo parasito. Apos
24 horas de infeccéo, quando a quantidade de ferasleridos e internalizados era elevada,
havia um aumentoa na expressao de fibronectinaertemto, uma diminuicdo na expressao

foi observada 72 horas apés a infeccéo, quandoga parasitaria era reduzida.

1.6. Modelos experimentais

Muitos modelos experimentais tém sido utilizadospaestudo das leishmanioses com
0 intuito de estudar a patogénese destas doemzdss=nvolvimento de vacinas.

A infeccdo de cobaios comn enriettii foi o primeiro modelo a ser bem caracterizado. O
mais interessante deste modelo animal é o fatoude aginfeccdo € bastante similar a

observada na leishmaniose cutanea que ocorre ernoegnmfectados comm major (Mauel e
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cols., 1981). Devido a esta caracteristica, o cobfmi utilizado em estudos de
hipersensibilidade retardada (DTH), em infeccbepedarmentais com outras espécies de
Leishmania(Gorczynski, 1983) e em testes cutaneos para @ssgo. Além do cobaio, o
hamster também tem sido utilizado em estudos lasiimicos, de eficiéncia de drogas, e
testes de vacinas, por serem hospedeiros suseeflivgiasco e cols., 1961; Robledo e cols.,
2012; Kushawaha e cols., 2012).

Devido ao desenvolvimento em larga escala de estinalanologicos e avango sobre 0
conhecimento das caracteristicas genéticas do theispena evolucdo da infeccdo por
diferentes espécies deishmania o camundongo tornou-se o0 modelo central no estiado
imunopatologia da doencga, reproduzindo uma patalsigiilar & encontrada no homem, tanto
nas formas tegumentares, quanto visceral da dodegandendo da linhagem utilizada.

Estudos utilizando diferentes linhagens de camuga®rinfectados coni. major
evidenciaram uma diferenca importante na capaciddee controlar a infeccdo por
Leishmania Camundongos BALB/c sdo extremamente suscetivieifeécdo, desenvolvendo
grandes ulceras que podem se espalhar por todpo do animal, levando a morte; por outro
lado, camundongos C57BL/6 e CBA/N sao resistenesenvolvendo pequenas lesdes
autorresolutivas, e tornando-se resistentes aead (Preston & Dumonde, 1976); enquanto
a maioria das outras linhagens exibe um comportamemtermediario de
suscetibilidade/resisténcia. Resultados obtidosnteenente em nosso laboratorio mostraram
que uma cepa de. amazonensjssolada de um caso humano da regido Centro-Oeste do
Brasil, se comporta de maneira semelhante quandoulada por via subcutdanea em
diferentes linhagens de camundongos singénicosz&é52002).

A resisténcia/suscetibilidade do camundongo a rhedstia estd, em grande parte,
relacionada adbackgroudgenético das diferentes linhagens de camundonggsegadas
nestes estudod.oci murinos, tais comdNramp 1 (Lsh) e H-2, tém sido descritos como
determinantes no controle da leishmaniose visceoahLsh atuando na resposta imune inata
(Barton e cols., 1995) e towcus H-2 sendo critico na resposta imunoldgica adaairid
desenvolvida contra. infantumno figado (Leclercq e cols., 1996). Enquanto oainesnto
do parasito pode ser controlado em camundongos N@mp 1(Lsh selvagem (CBA),
camundongos mutantes para este gene (BALB/c e UbyBEo sado capazes de controlar o
crescimento do parasito, apresentando 50 a 103 veais amastigotas em seus figados que
os selvagens (Blackwell, 1989; Crocker e cols.4)98 expressao desta resisténcia natural é
independente de células T e outros aspectos dadadenadquirida. Embora a maioria dos
camundongos mutantes padeamp 1(Lsh) eventualmente controlem a infeccdo hepatica, a
taxa e a efetividade neste controle é determinadgrande parte por genes do MHC (Kaye e
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cols., 2004).

Outros parametros como dose, via de inoculacaecessolado e estagio evolutivo do
parasito, assim como idade, sexo, condicbes muag e genéticas do hospedeiro, estao
relacionados a este padrdo de resisténcia/sudiceiile, e podem explicar os dados
contraditorios que se observam na literatura colac@e a essa diferenca em linhagens
iIsogénicas de camundongos infectadodeshmaniaBradley & Kirkley, 1977).

Desta forma, o estudo da imunidade celular e humaréishmaniose experimental no
modelo murino se faz importante para melhor comma&@e dos mecanismos envolvidos na

resisténcia e suscetibilidade a esta infeccao.
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Objetivos

Geral: Estudar diferentes parametros imunopatologicos lieimgens de camundongos
isogénicos infectados pheishmania amazonensiavaliando os padrdes de resposta

relacionados ao grau de resisténcia ou suscetii#i@d infeccao.

Especificos

e comparar a cinética das lesbes primarias entrenhagens de camundongos

utilizadas;

e caracterizar o infiltrado inflamatério da lesdo npiiria e de Orgdos como

linfonodo, figado e baco;

* determinar por imunohistoquimica as populacdes larelsi presentes no

infiltrado inflamatdério da lesdo priméria e linfatm

e avaliar a producdo de anticorpos dmishmanianas diferentes linhagens de

camundongos;

» determinar o perfil de citocinas produzido/expressosoro, lesdo primaria,
linfonodo, figado, bago e no sobrenadante de eulerlinfécitos das linhagens

estudadas;

e quantificar a carga parasitaria das lesdes cutanieésnodos de drenagem,
figado e baco e verificar as diferencas na capdeidie visceralizacdo da

Leishmania amazonenss diferentes pontos da infeccéo;
e analisar as alteracdes dos componentes da matirgceblar na infeccao;

* analisar a interrelagdo entre a producdo de cascie sua influéncia nas

alteracbes dos componentes da matriz extracelular.
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MAJOR ARTICLE

Immunopathological Studies of Leishmania
amazonensis Infection in Resistant
and in Susceptible Mice

Flavia de Oliveira Cardoso,'? Celeste da Silva Freitas de Souza,' Verdnica Gongalves Mendes?
Ana Liicia Abreu-Silva,' Sylvio Celso Gongalves da Costa,' and Katia da Silva Calabrese’
Laboratério de Imunomodulagéo e Protozoologia, Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ, “Laboratério de Diagndstico, Ensino e Pesquisa, Centio

de Satde Escola Germano Sinval Faria/ENSP/FIOCRUZ, “Experimentacdo animal/IOC/FIOCRUZ and ‘Departamento de Patologia, Universidade
Estadual do Maranhdo, Rio de Janeiro, Brazil.

Leishmania amazonensis infection was studied in mice to evaluate the evolution of leishmaniasis. The asso-
ciation of different methods, such as lesion kinetics, limiting dilution analysis, and immunohistochemistry,
established different levels of susceptibility and resistance. Mice were arranged in 3 groups: susceptible (C57BL/
10 and CBA), relatively resistant (DBA/2), and resistant (C3H.He), The histopathological analysis of primary
lesions and draining lymph nodes showed a predominance of eosinophils and mast cells in the initial phase
of infection in all mice. However, the most susceptible mice presented a greater number of amastigotes and
higher tissue damage. The immunoglobulin analysis showed that susceptible mice produced high levels of
antibodies, whereas resistant and relatively resistant mice exhibited low production of antibodies. Resistant
mice showed parasite persistency in the skin and lymph nodes, suggesting that the infection in these mice
can be sustained through the infection of cells such as dendritic cells, fibroblasts, and other cells present in
these organs.

the inbred mouse strains infected with L. amazonensis
the H21 MHOM/BR/76/MA-76 strain, as was previously
published by our group [6, 7]. The visceralization of L.

Leishmaniasis is a spectral disease that ranges from spon-
taneously healing skin lesions to destructive and disfig-
uring lesions of the mucosal form, to fatal visceral leish-
maniasis [1]. The clinical manifestations of leishmaniasis ~ amazonensis has been observed for several organs, such

depend on the species initiating the infection, the inter-  as brain [8], liver, spleen [9, 10], and bone marrow [5,

action between parasite and host genetics, concomitant ~ 11]-

infections, and the immunological status of the host [2- Compared with infection by Leishmania major, L.

4]. A broad spectrum of host responses to Leishmania amazonensis and Leishmania mexicana are associated
with different patterns of disease following infection in
mice. For example, C57BL/6 or C3H mice, which heal

from L. major infection, develop chronic disease when

amazonensis has been observed in humans—cutaneous,

mucocutaneous, diftuse, and visceral forms [5]—and in

infected with either L. amazonensis or L. mexicana [12,
13], whereas BALB/c and C57BL/10 mice produce met-
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astatic lesions [6]. There are differences in the virulence
factors for L. mexicana complex organisms compared
with L. major, which affect the consequent patholo-
gy assoclated with the disease, as well as the immune
mechanisms that mediate susceptibility and resistance
to infection. The aim of the present study was to de-
termine the spectrum of lesions produced by L. ama-
zonensis in several mouse strains and to study the cel-
lular subpopulation at the inoculation site and the

L. amazonensis Infection in Mice
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draining lymph nodes by using confocal scanning microscopy.

MATERIALS AND METHODS:

Four- to six-week-old female C57BL/10, DBA/2,
CBA, and C3H.He mice were obtained from the animal facilities

Animals.

of the Oswaldo Cruz Foundation, Rio de Janeiro, Brazil. These
strains were eligible on the basis of their resistance or suscep-
tibility pattern previously determined by experiments in our
laboratory.

All experiments with animal were conducted in accordance
with the guidelines for experimental procedures of Oswaldo
Cruz Foundation (process number L.001/07).

L. amazonensis, MHOM/BR/2000/MS501 strain,
was isolated from the bone marrow aspirate of a patient with

Parasites.

visceral leishmaniasis in Mato Grosso do Sul state and main-
tained by serial passages in mice in our laboratory.

Experimental design.  Mice were divided into 8 groups with
40 animals each: GI: infected C57BL/10 mice; G2: normal
C57BL/10 mice; G3: infected DBA/2 mice; G4: normal DBA/
2 mice; G5: infected CBA mice; G6: normal CBA mice; G7:
infected C3H.He mice; and G8: normal C3H.He mice. Animals
in groups G1, G3, G5, and G7 were subcutaneously infected
by injecting 10° L. amazonensis promastigotes in the right hind
footpad, and animals in groups G2, G4, G6, and G8 were
subcutaneously injected with 50 uL of phosphate buffered saline
(PBS) in the same location. Infective-stage metacyclic pro-
mastigotes were isolated from stationary phase cultures (6 days
old) and quantified in a Neubauer hemocytometer [14] using
Erythrosine B stain, as described elsewhere [15].

Kinetic of the lesion. Lesion size of the 6 animals of each
group was measured using a Schnelltaster dial gauge caliper
(Kroplin GRBH), as described elsewhere [16]. At different times
after infection (30, 60, 90, and 120 days after infection) the
footpad swelling was measured and expressed as the difference
thicknesses in millimeters between the inoculated footpads and
the median of the 6 normal footpads of the control group.

Histopathological evaluation. Four animals from each
group were killed in a CO, chamber prior to the removal of
the footpad lesions, the draining lymph nodes, the spleen, and
the liver. The remaining mice were killed 3, 24, 48, and 72 h,
and 30, 60, 90, and 120 days after infection. Fragments were
fixed in 10% buffered formalin and routinely processed for
paratfin embedding, Tissue sections (5 pm thick) were stained
with hematoxylin-eosin and Lennert’s Giemsa.

Antibody assay. Immunoglobulin G (IgG) antibody re-
sponse was evaluated by indirect immunofluorescent reaction
by using specific anti-mouse isotype antibodies in accordance
with Camargo et al [17]. Serum samples were obtained from
the blood of 3 animals in each group at 15, 60, 90, and 120
days after infection. The antigen was obtained from L. ama-
zonensis promastigote forms (strain MHOM/BR/2000/MS501),

fixed in 1% formol in PBS and distributed in the slides. The
fluorescent sets (goat anti-mouse IgG), conjugated with fluo-
rescein isothiocyanate (FITC) (Sigma) was diluted 1:100 in
PBS-Evans blue dye. Slides were analyzed with a microscope
(Carl Zeiss) with epiluminescence illumination by mercury-
vapor lamp (HBO-200). Positive serum was obtained from
BALB/c mice infected with L. amazonensis, and negative serum
was obtained from noninfected mice.

Confocal analysis, Fragments of primary lesions and
lymph nodes were removed, embedded in tissue-freezing me-
dium (OCT compound-embedding medium for frozen spec-
imens, Tissue-Tek, Miles Inc) and immediately frozen. Tissue
sections (5 pm thick) were placed in a cryostat and fixed in
cold acetone for 20 min. For double-labeling procedures, sec-
tions were blocked in PBS containing 0.2% gelatin, 0.1% NaN,,
incubated with human polyclonal anti-Leishmania serum di-
luted to 1:500; washed 3 times with PBS for 5 min; and then
incubated with secondary antibody conjugated with Cy3
(Sigma). After this, the material was washed again. The tissue
sections were subsequently incubated with monoclonal anti-
bodies against rat CD4, CD8, CD205, CD45R, TCRy4, and
CD11b cells. Secondary goat anti-rat FITC-conjugated anti-
bodies were used. All incubations were performed for 40 min
with antibodies diluted in peptidoglycan-saponin. The nuclei
were stained with 4, 6-di-amino-2-phenylindole fluorescent
DNA-binding probe (DAPL; Molecular Probes). After the
washes in PBS, the slides were mounted in glycerol containing
0.1% p-phenylenediamine (Sigma). The slides were examined
by using a BioRad 1024 (ultraviolet) confocal scanning system
coupled with a Zeiss Axiovert 100 microscope, using a 40 X
1.2 N.A. PlanApochromatic water immersion objective.

Limiting dilution assay. Three mice from each infected
group were killed in a CO, chamber prior to the removal of
the footpad lesions, the draining lymph nodes, the spleen, and
the liver at 10, 30, 90, and 120 days after infection. The organs
were then weighed. The tissue was disrupted in a Poter ho-
mogenizer containing 5 mL of LIBHIT media with antibiotics.
Ten-fold serial dilutions of the organ homogenate were made
in LIBHIT media, and 100 uL of each dilution was distributed
in groups of 16 replicate microcultures in round-bottomed
microplate wells, each group with a different dilution. All plates
were cultured in humid atmosphere at 37°C and 5% CO,. After
6 days, the culture growth of the parasite was evaluated with
an inverted microscope. The number of parasites was estimated
by correlating the tissue weight with the percentage of negative
cultures, following the method described by Taswell 18, 19].

RESULTS

Kinetics of the lesion. Primary lesion kinetics show differ-
ences in the thickness of lesions owing to L. amazonensis pro-
mastigotes infection in the different mice strains used in our
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Figure 1. Primary lesion kinetics in C57BL/10, DBA/2, CBA, and C3H.He
mice subcutaneously infected by injecting 10° Leishmania amazonensis
promastigotes (MHOM/BR/2000/MS501) in the right hind footpad.

study. Both C57BL/10 and CBA mice developed ulcerative pro-
gressive lesions, whereas DBA/2 mice presented discrete lesions,
which did not heal after 120 days but did not ulcerate. The
C3H.He mice initially presented discrete footpad swelling; how-
ever, they did not develop lesions even at 120 days after infec-
tion (Figure 1).

Histopathological findings. The histopathological analysis
showed a predominance of eosinophils and mast cells in the
initial phase of infection (3 and 24 h) in both the primary
lesion and draining lymph nodes of all mice strains (data not
shown). However, 48 h after infection, amastigotes were seen
in vacuolated macrophages, surrounding footpad nerve bundles
of C57BL/10 mice (Figure 2A). Parasites were not observed in
CBA and DBA/2 mice, although vacuolated macrophages had
been noted in CBA mice and conjunctive fiber dissociation in
DBA/2 mice. The follow-up of infection showed, on the 60th
day after infection, that C57BL/10 and CBA mice developed
footpad ulcerative lesions filled with parasitized macrophages
and eosinophil association (Figures 2B and 2D). Necrosis, as
well as parasitized fibroblasts, were observed in CBA mice (Fig-
ure 2E and 2F). The lymph nodes of C57BL/10 mice were filled
with plasma cells, eosinophils, and macrophages that contained
amastigotes (Figure 2C). DBA/2 mice also presented ulcerative
lesions, but parasitized macrophages were rarely observed.

The histological analysis of the C3H.He mouse footpad re-
vealed that, 3 h after infection, this mouse strain presented
quantitatively more eosinophils around blood vessels and
nerves than the other strains. The lesions did not ulcerate, and
few parasites were seen within macrophages, even 120 days after
infection. No alterations were observed in other organs.

Antibody assay. After 120 days of infection, susceptible
(C57BL/10 and CBA) and intermediary (DBA/2) mouse strains
produced higher levels of antibodies (1/160) than did resistant
mice (1/40).

Confocal analysis, The confocal analyses at 120 days after

infection showed that C57BL/10 mice presented larger amounts
and a greater intensity of Tyé lymphocyte surface markers in
draining lymph nodes than did the other strains (Figure 3).
However, C57BL/10 and CBA strains showed a higher quantity
of dendritic cells when compared with the other strains (Figure
4E-4H). As was expected, macrophages were present in all
mouse strains (Figure 5A-5D). The analysis of CD4" T cells
showed a predominance of these cells in lymph nodes of DBA/
2 mice, followed by C57BL/10 and C3H.He mice (Figure 5E-
5H). The CD8" subset was observed in all mouse strains, al-
though less than the CD4" subset (Figure 6A-6D). Susceptible
mouse strains showed significantly higher proportion of B cells
than resistant mouse strains (Figure 6E-6H). The largest num-
ber of labeled amastigotes was observed in the C57BL/10 strain,
followed by CBA, DBA/2, and C3H.He strains with the least.

Figure 2. Histopathological analysis of primary lesion of C57BL/10 and
CBA mice strains subcutaneously infected by injecting 10° Leishmania
amazonensis promastigotes in the right hind footpad. A, Intense inflam-
matory infiltrate surrounding footpad nerve bundles with amastigotes
inside vacualated macrophages (arrowhead), mast cells (whife amow),
and eosinophils (thin arrow) (48 h after infection]; -0, 60 days after
infection. B, eosinophilic infiltrate (thin amows) and amastigotes (arrow-
head) surrounding footpad nerve bundles (asterisk). C, Lymph node filled
with plasma cells {white arowhead), eosinaphils (thin arow), and par-
asitized macrophages (armowhead). D, Footpad ulcerative lesion with in-
tense destruction of muscular fibers (window, arrow), filled with para-
sitized macrophages (asterisk) and eosinaphil association (60 days after
infection). £, Primary lesion with necrosis and parasitized macrophages
(arrowhead) and eosinophil association (thin arrow| (window). F, Fibro-
blast-like cells infected with Leishmania (arrow).
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Figure 3. Immunocytochemical analyses of draining lymph nodes in
different mice strains subcutaneously infected by injecting 10° Leishmania
amazonensis promastigotes in the right hind footpad, 120 days after
infection. Téy lymphocytes labeled with secondary antibody conjugat-
ed with fluorescein isothiocyanate. A, C578L/10 mice. B, CBA mice. C,
(3H.He mice. Bar, 50 pm

hich
showed that it was more resistant than the other mice strains
(Figure 4A-4D)

Limiting dilution assay. Limited dilution analysis of foot-

The last strain presented small quantities of parasites, w

pad and lymph nodes showed a progressive enhancement of
parasite load from the 10th day of infection in susceptible and
intermediary mice. In resistant mice, however, the presence of
parasites in the footpad was observed only 30 days after in-
fection, whereas these parasites persisted until 120 days after

infection in lymph nodes, but in small quantities. When the
spleen and liver were analyzed, the C57BL/10 and DBA/2 strains
tested positive for spleen only from 30 days after infection,
whereas the liver tested negative throughout the experiment.

Figure 4. Immunocytochemical analyses of primary lesions and drain-
ing lymph nades in different mice strains subcutaneously infected by
injecting 10° [eishmania amazonensis promastigotes in the right hind
footpad, 120 days after infection. Amastigotes labeled with secondary
antibody conjugated with Cy3 (A-D); dendritic cells labeled with sec-
ondary antibody conjugated with fluorescein isothiocyanate (FH). A and
E, C57BL/10 mice. B and £, DBA/2 mice. C and G, CBA mice. D and H,
C3H.He mice. Bar, 50 pm.
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Figure 5. Immunocytochemical analyses of draining lymph nodes in
different mice strains subcutaneously infected by injecting 10° L eishmania
amazonensis promastigotes in the right hind footpad, 120 days after
infection. Macrophages labeled with secondary antibody conjugated with
fluorescein isathiocyanate [FITC) (A-D); T CD4* lymphacytes labeled with
secondary antibody conjugated with FITC (EH). A and £, C57BL/10 mice.
B and £, DBA/2 mice. C and G, CBA mice. [ and H, C3H.He mice. Bar,
50 pm.

These organs tested positive in the CBA strain only 120 days
after infection, and in the C3H.He strain they tested negative
throughout the experiment (Table 1).

DISCUSSION

Several works have demonstrated that L. amazonensis is able
produce a large spectrum of lesions in mice, which include
lesions in the liver, spleen, bone marrow, bone, and brain [8,
10, 20, 21]. Susceptibility to disease caused by different species
of Leishmania appears to be regulated by multiple, distinct
genetic loci; therefore, it is not surprising that the immune
regulation of disease and healing (roles of the cytokines and
costimulatory molecules) of each species and parasite virulence
factors also differ [22].

Studying the influence of H2 haplotype in C3H, BALB, and
B10 mice infected by L. amazonensis, Terabe et al [23] showed
that this complex controls the growth of L. amazonensis in cu-
taneous lesions. When we compared the H2 gene haplotype
in C57BL/10, CBA, C3H.HeN, and DBA/2 mice, it was observed
that this haplotype did not influence the resistance or suscep-
tibility of the L. amazonensis infection since the CBA and
C3H.He strains, which are susceptible and resistant to this in-
fection, respectively, have the same haplotype. This result in-
dicates that other genes can influence the resistance or suscep-
tibility of these mice to L. amazonensis infection. It is important
to emphasize that genetic mechanisms that determine suscep-
tibility and/or resistance to Leishmania infection are dependent
on at least 2 components: one associated with the ability of the
hest macrophages to support or inhibit the multiplication of
the parasite and the other to control the magnitude, quality,
and reaction of the immune system against the parasite anti-
gen [24].

The analysis of the cells present at the site of infection showed
that in all mouse strains, eosinophils were the cells that ap-
peared to be the first line of defense, and they persisted through-
out the course of infection, even in the chronic phase when
they were observed in close association with parasitized mac-
rophages. These findings were previously noted in mice infected
by L. mexicana [24] and infected by L. amazonensis [25-29],
suggesting that the associated action of eosinophils and mac-
rophages favors parasite destruction. In addition, mast cells
were found frequently at the initial phase of infection. Activated
T cells have been reported to stimulate mast cells, and these
cells can exert a role as sentinels of innate immunity against
intracellular pathogens [30, 31]. The role of mast cells during
the course of the Leishmania infection is not clear. According
to Wershil et al [32], mast cells contribute to augmentation of
the size of cutaneous lesions during L. major infection in mice.
However, Maurer et al [31] reported that Kit"/Kit"™* mice,
which are genetically deficient in mast cells, developed larger
skin lesions even when a low-dose infection (2 X 10° metacyclic
promastigotes) was used. Interestingly, when cutaneous recon-
stitution with mast cells was carried out, the animals displayed
a normal development of the lesion. Previous studies revealed
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Figure 6. Immunocytochemical analyses of draining lymph nodes in
different mice strains subcutaneously infected by injecting 10° Leishmania
amazonensis promastigotes in the right hind footpad, 120 days after
infection. T CDB’ lymphocytes labeled with secondary antibody conjugated
with flurescein isothiocyanate (FITC) (A-0). B lymphocytes labeled with
secondary antibody conjugated with FITC (E-#). A and £, C57BL/10 mice.
B and F, DBA/Z mice. C and G, CBA mice. [J and H, C3H.He mice. Bar,
50 pm.

that mast cells exert a proparasitic role in a susceptible host
and an antiparasitic role in a resistant host [33]. In the present
study, there was no difference between susceptible and resistant
mouse strains, because all of them presented a great quantity

of mast cells, mainly at the initial phase of the infection. It is
possible that mast cells did not help to destroy the parasite,
but they can help polymorphonuclear cell influx in the primary
lesion, because of their capacity to release cytokines responsible
for polymorphonuclear cell chemotaxis trying to control the
infection.

Plasma cells were detected in primary lesions and draining
lymph nodes, inside inflammatory infiltrate, mainly on the 90th
and 120th days after infection, and they were more evident in
susceptible mice, which suggests that the presence of plasma
cells indicates a worse prognosis for leishmaniasis. On the basis
of histopathological findings described by Ridley et al [35],
Azadeh et al [34] called attention to the presence of plasma
cells in tissue and consequent antibody production. This mi-
croambient induces an antigen-antibody reaction adequate
for tissue necrosis and inhibition of an epithelioid response,
evolved in lupoid forms of leishmaniasis, caused by Leishmania
trapica. Abranches et al [36] and Lanotte et al [37] observed,
in canine leishmaniasis, that an infected animal reacts with a
large production of antibodies and depression of cellular im-
munity. Antibodies are not protective, and resistance is related
to active cellular immunity. Our data showed the same results
in the mice model, in which susceptible animals presented a
greater quantity of plasma cells, B cells, and antibody production.

Scanning confocal analysis showed a predominance of CD4"

Tahle 1. Quantity of Parasites in Different Organs of 4 Mice
Strains Subcutaneously Infected by Injecting 10° Leishmania ama-
zonensis Promastigotes in the Right Hind Footpad

Mice strain, Lymph
days after infection ~ Footpad nodes Spleen Liver
C578L10
10 1.0 10° 2.0 x 107 0 0
30 15X 10° 49 x10° 3.0x10° 0
90 99 x 107 20x 10° 2.4 x 10° 0
120 1.2 109 24 %107 50 x 1 0
DBA2
10 20x10° 1.0x10° 0 0
30 14 x 10" 4.0 % 107 4.0 x10? 0
90 87 x 10 1.0x10° 43 x10° 0
120 15X 10° 14x10° 1.3 x10° 0
CBA
10 40 % 107 1.0x 10° 0 0
30 14x10° 15x10° 0 0
90 20 x 10" 24 x10° 0 0
120 29 % 10" 85x 10" 83 x 10° 42 x 10°
C3H.HE
10 0 0 0 0
30 10X 107 1.0 x 10° 0 0
90 0 6.6 0 0
120 0 3.2 0 0
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T cells in draining lymph node in all mice studied 120 days
after infection. The same results were observed in humans by
other researchers, independently of the clinical form of leish-
maniasis [38, 39].

When dendritic and macrophage cells were analyzed, we ob-
served that both cells were found in all strains of mice studied.
This indicates that, despite susceptible and resistant mice having
antigen-presenting cells, susceptible mice fail to present anti-
gens or mechanisms for macrophage destruction, because the
Leishmania is capable of reducing oxygen and nitrogen radical
production of these cells [40, 41], which also interferes in MHC
II expression and costimulatory molecules induced by inter-
feron 7y [42, 43].

In addition, y8 T cells were found in our model. Susceptible
C57BL/10 mice presented more quantities of these cells in
lymph nodes, which suggests a role of ¥6 T cells in L. ama-
zonensis susceptibility. The same results were obtained not only
in patients affected by the visceral form of the disease [44] and
in patients infected with L. amazonensis, but also in the skin
lesions of patients infected with cutaneous leishmaniasis [45].
Similar results were also demonstrated by several researchers
using a murine model. A significant increase of y6 T cells was
also observed in lymphoid organs and skin lesions of mice
infected with L. major [46]. CBA/] mice, which are resistant to
L. majorwhen depleted with anti-TCR 8 monoclonal antibody,
developed large lesions containing a large number of parasites
[47]; this shows that 46 T cells are involved in the first line of
defense against this parasite. Our results showed that mice con-
sidered more susceptible to L. amazonensis infection (C57BL/
10) presented an expansion of these cells in draining lymph
nodes, suggesting the role played by y& T cell in the suscep-
tibility of these animals to L. amazonensis.

Our results also demonstrated the presence of parasitized
macrophages in the epidermis, which probably migrated from
the dermis. This demonstration is consistent with what occurs
in human cases of a diffuse form of Leishmaniasis, where the
occurrence of parasitized cells in the epidermis is common [48].
Thus, the energy of the immune system in this model involves
a defect in the immune response of the epidermis.

We concluded that there are differences in L. amazonensis
infection, especially in terms of immunological mechanisms
involved in healing or infection progression. Thus, the study
of cellular and humoral immunity of leishmaniasis in the mu-
rine model is important to improve the understanding of the
mechanisms involved in resistance and susceptibility to differ-
ent species of Leishmania. This study has given some insights
into a better understanding of the factors responsible for the
different forms of the disease and its broad spectrum of im-
mune responses, thus helping in the possible development of
a vaccine and more effective treatment against leishmaniasis.

Acknowledgments

The authors thank Dr Sonia Maria Neumann Cupolilo for histological
assistance, Platform of Confocal Microscopy LSM 510-META of Fundacio
Oswaldo Cruz, and Camila Zaverucha do Valle for confocal assistance.

References

. Turk JL, Belehu A. Immunological spectra in infectious diseases. In:
Parasites in the immunized host: mechanisms of survival. New York,
NY: Associated Scientific Publishers, 1974, 1001-1022.

. Constance AMF, Conrad LW, Kevin CK. Severe malaria and host re-
sponse: time for a paradigm shift in therapeutic strategies to improve
clinical outcome. Drug Discov Today Dis Models 2007; 4(4):207-214.

. Matos DS, Azeredo-Coutinho RB, Schubach A, et al. Differential in-
terferon-y production characterizes the cytokine responses to Leish-
mania and Mycobacterium leprae antigens in concomitant mucocuta-
neous leishmaniasis and lepromatous leprosy. Clin Infect Dis 2005;
40(2):e5-¢12. doi:10.1086.427069. Published 22 December 2004.

. Handman E. Leishmaniasis: current status of vaccine development.
Clin Microbiol Rev 2001; 14:229-243.

. Barral A, Pedral-Sampaio D, Grimaldi G Jr, et al. Leishmaniasis in
Bahia, Brazil: evidence that Leishmania amazonesis produces a wide
spectrum of clinical disease. Am | Trop Med Hyg 1991;44:536-546.

. Calabrese KS, da Costa SC. Enhancement of Leishmania amazonensis

(=)

%)

.

n

=

infection in BCG non-responder mice by BCG-antigen specific vaccine.
Mem Inst Oswaldo Cruz 1992;87(suppl 1):49-56.

. Cupolilo SM, Souza CS, Abreu-Silva AL, Calabrese KS, Goncalves da
Costa SC. Biological behavior of Leishmania (L.) amazonensis isolated
from a human diffuse cutaneous leishmaniasis in inbred strains of
mice. Histol Histopathol 2003;18(4):1059-1065.

. Abreu-Silva AL, Calabrese KS, Tedesco RC, Mortara RA, Gongalves da
Costa SC. Central nervous system involvement in experimental infec-

~1

=1

tion with Leishmania (Leishmania) amazonensis. Am ] Trop Med Hyg
2003; 68(6):661-665.

. Almeida RP, Barral-Netto M, De Jesus AM, De Freitas LA, Carvalho
EM, Barral A. Biological behavior of Leishmania amazonensis isolated
from humans with cutaneous, mucosal, or visceral leishmaniasis in
BALB/C mice. Am ] Trop Med Hyg 1996;54(2):178-184.

10. Abreu-Silva AL, Calabrese KS, Cupolilo $M, Cardoso FO, Souza CS,
Gongalves da Costa SC. Histopathological studies of visceralized Leish-
mania (Leishmania) amazonensis in mice experimentally infected. Vet
Parasitol 2004;121(3):179-187.

11. Barral A, Badar6 R, Barral-Netto M, Grimaldi G Jr, Momem H, Car-
valho EM. Isolation of Leishmania mexicana amazonensis from the bone

o

marrow in a case of American visceral leishmaniasis. Am | Trop Med
Hyg 1986;35(4):732-734.

12. Alexander ], Russell DG. Parasite antigens, their role in protection,
diagnosis and escape: the leishmaniases. Curr Top Microbiol Immunol
1985; 120:43-67.

13. Jiaxiang J, Jiaren S, Lynn S. Infection and immunity impaired expres-
sion of inflaimmatory cytokines and chemokines at early stages of in-
fection with Leishmania amazonensis. Infect Immun 2003;71(8):4278—
4288.

14. Hoff R. A method for counting and concentrating living Trypanosoma
cruzi in blood lysed with ammonium chloride. ] Parasitol 1974; 60:527-
528.

15. Hodgkinson VH, Herman R, Semprevivo L. Leishmania donovani: cor-
relation among assays of amastigote viability. Exp Parasitol 1980; 50:
397-408.

16. Gongalves da Costa S, Santos EB, Lagrange PH. Vaccination of mice
against Leishmania mexicana amazonensis with microsomal fraction
associated with BCG. Ann Inst Pasteur Immunol 1988; 139(2):143-156.

17. Camargo ME, Leser PG, Leser WSP. Diagnostic information from se-

L. amazonensis Infection in Mice « JID 2010:201 (15 June) * 1939

Cardoso, FO

48




Artigos

rological tests in human toxoplasmosis. Rev Inst Med Trop Sao Paulo
1976;18:215-226.

. Taswell C. Limiting dilution assays for the determination of immu-
nocompetent cell frequencies. 1. Data analysis. | Immunol 1981; 126
1614-1619.

. Taswell C. Limiting dilution assays for the determination of immu-

nocompetent cell frequencies. I11. Validity tests for the single-hit Pois-

son model. | Immunol Methods 1984; 72(1):29-40.

Costa AA, Abreu AL, Gomes CM, et al. Experimental model of chronic

osteomyelitis caused by Leishmania (L) amazonensis. Acta Trop 2006;

98(2):125-129.

Grimaldi Jr G, Tesh RB. Leishmaniasis of New World: current concepts

and implication for future research. Clin Microbiol Rev 1993;6:230-

250.

. McMahon-Pratt D, Alexander J. Does the Leishmania major paradigm

of pathogenesis and protection hold for New World cutaneous leish-

maniases or the visceral disease? Immunol Rev 2004; 201:206-224.

Terabe M, Wakana S, Katakura K, Onodera T, Matsumoto Y, Ito M.

Influence of H2 complex and non-H2 genes on progression of cuta-

neous lesions in mice infected with Leishmania amazonensis. Parasitol

Int 2004;53(3):217-221.

24. Maiel ], Behin R. Immunity: clinical and experimental. In: Peters W,

Killick-Kendrics K, eds. The leishmaniasis in biology and medicine.

London, England: Academic Press, 1987:731-791.

Grimaldi Jr G, Soares M, Moriearty P. Tissue eosinophilia and Leish-

mania mexicana mexicana eosinophil interactions in murine cutaneous

leishmaniasis. Parasite Immunol 1984; 6:397-408.

Pompeu ML, Freitas LA, Santos MLV, Khouri M, Barral-Neto M. Gran-

ulocytes in inflammatory process of Balb/c mice infected by Leishmania

amazonensis: 3 quantitative approach. Acta Trop 1991; 48:185-193.

. Pompeu ML, Freitas LA, Santos MLV, Barral A, Barral-Neto M. Leish-

mania amazonensis infection: a comparison of in vivo leishmanicidal

mechanisms between immunized and naive infected Balb/c mice. Exp

Parasitol 1992;74:169-176.

Mehregan DR, Mehregan AH, Mehregan DA. Histologic diagnosis of

cutaneous leishmaniasis. Clin Dermatol 1999; 17:297-304.

Cupolilo E. Reinfeccio por Leishmania (Leishmania) amazonensis no

modelo murino: um estudo histopatolégico e imunohistoquimico

[doutorado em biologia parasitiria]. Rio de Janeiro, Brazil: Instituto

Oswaldo Cruz, 2002,

Askenase PW, Van Loveren H. Delayed-type hypersensitivity: activation

of mast cells by antigen-specific T-cell factors initiates the cascade of

cellular interactions. Immunol Today 1983;4:259-264.

. Maurer M, Lopez Kostka S, Siebenhaar F, et al. Skin mast cells control

T cell-dependent host defense in Leishmania major infections. FASEB

] 2006; 20(14): 2460-2467.

Wershil B, Theodos C, Galli §, Titus R. Mast cells augment lesion size

and persistence during experimental Leishmania major in the mouse,

] Immunol 1994; 152:45634571.

=

v}

2

=

21,

e
2

2z

[

2

5]

2

=3

27

2

o

2

=

3

=

3

32

=)

34

36.

38.

39,

40.

41.

42,

44,

45,

46.

47.

48

. Saha B, Tonkal AMD], Croft §, Roy S. Mast cells at the host-pathogen

interface: host-protection versus Immune evasion. Clin Exp Immunol
2004; 137:19-23.

Azadeh B, Samad A, Ardehali S. Histological spectrum of cutaneous
leishmaniasis due to Leishmania tropica. Trans R Soc Trop Med Hyg
1985;79:631-636.

. Ridley DS, Marsden PD, Cuba CC, Barreto AC. A histological classi-

fication of mucocutaneous leishmaniasis in Brazil and its clinical eval-
uation. Trans R Soc Trop Med Hyg 1980; 74:508-514.

Abranches P, Campino L, Santos-Gomes G. Leishmaniose canina, novos
conceitos de epidemiologia e imunopatologia e seus reflexos no con-
trole da leishmaniose visceral humana. Acta Med Port 1998;11:871-
875.

. Lanotte G, Rioux JA, Perieres |, Vollhardt Y. Ecologie des leishmaniosis

dans le sud de la France. 10: les formes evolutives de la leishmaniose
viscérale canine; elaboration d'une typologie bioclinique 2 finalité ép-
idémiologique. Ann Parasitol Hum Comp 1979; 54:277-295.

Barral A, Jesus AM, Almeida RP, et al. Evaluation of T-cell subsets in
the lesion infiltrates of human cutaneous and mucocutaneous leish-
maniasis. Parasite Immunol 1987;9:487-497,

Ritter U, Moll H, Laskay T, et al. Differential expression of chemokines
in patients with localized and diffuse cutaneous American leishman-
iasis. | Infect Dis 1996; 173(3):699-709.

Olivier M, Tanner CE. Susceptibilities of macrophage populations to
infection in vitro by Leishmania donovani. Infect Immun 1987;55(2):
467-471.

Proudfoot L, Nikolaev AV, Feng GJ, et al. Regulation of the expression
of nitric oxide synthase and leishmanicidal activity by glycoconjugates
of Leishmania lipophosphoglycan in murine macrophages. Proc Natl
Acad Sci U § A 1996;93(20):10984-10989.

Reiner NE, Ng W, McMaster WR. Parasite-accessory cell interactions
in murine leishmaniasis. I1. Leishmania donovani suppresses macro-
phage expression of class I and class II major histocompatibility com-
plex gene products. ] Immunol 1987; 138(6):1926-1932.

3. Kaye PM, Rogers NJ, Curry AJ. Deficient expression of co-stimulatory

molecules on Leishmania-infected macrophages. Eur | Immunol 1994;
24:2850-2854.

Russo DM, Armitage RJ, Barral-Neto M, et al. Antigen-reactive yo T
cells in human leishmaniasis. ] Immunol 1993; 151:3712-3718.
Uyemura K, Klotz ], Pirmez C, et al. Microanatomic clonality of yé
cells in human leishmaniasis lesions. | Immunol 1992; 148:1205-1211.
Rosat JP, Conceico-Silva F, Waanders GA, et al. Expansion of 46 T
cells in BALB/c mice infected with Leishmania majoris dependent upon
Th2-type CD4 T cells. Infect Immun 1995; 63:3000-3004.

Rosat JB, MacDonald HR, Louis JA. A role for 46 T cells during ex-
perimental infection of mice with Leishmania major. ] Immunol 1993;
150:550-555.

Mehta V, Balachandran C, Rao R, Dil SK, Indusri L. Diffuse cutaneous
leishmaniasis in HIV. Dermatol Online ] 2009; 15(4):9.

1940 « JID 2010:201 (15 June) * de Oliveira Cardoso et al

Cardoso, FO

49




3.2. ARTIGO 2

Cytokine production during Leishmania amazonensis infection in mice with different
genetic backgrounds

(Submetido dnfection and Immunity)

50



10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

Artigos

Cytokine production during Leishmania amazonensis infection in mice with different

genetic backgrounds

Cytokine response ibeishmaniaamazonensisfected mice

Flavia O.Cardoso*f; Sylvio Celso Gongalves da Costa* Ana LuciaAbreu Silva** and

Katia S.Calabrese “No conflict”

" Laboratério de Imunomodulacéo e Protozoologiajtlitst Oswaldo Cruz/FIOCRUZ;
** Departamento de Patologia, Universidade Estadodilaranhéo

t Laboratério de Diagndstico, Ensino e PesquisatrGade Saude Escola Germano Sinval
Faria/ENSP/FIOCRUZ;

Cardoso, FO

51



20

21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31

32

33

Artigos

ABSTRACT

This work studied the infection caused bgishmaniaamazonensisn four mouse
strains in order to evaluate the cytokine produrciio terms of disease progression, and the
patterns of resistance and susceptibility. Theysmalof TGFB, TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-10
and IL-12 production showed that, independent ef fiouse strains studied, there was no
predominance in the pattern of expressed cytokaeing a mixed pattern of Thl and Th2
cytokines. These data allowed us to infer thathth&t genetic background does not influence
the cytokine pattern expressedLinamazonensigfection. These results may contribute to a
clearer understanding of the immune response ie miected withL. amazonensisince the
immunopathological aspects of this infectiom,the murine model, are different from those
observed inL. major infection, where the susceptible and resistantensicow a polarized

immune response.

Key-words: L. amazonensjsnbred mice, immunopathology, cytokines.
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INTRODUCTION

In South Americd_eishmania amazonenssknown as an etiologic agent of cutaneous
and cutaneous diffuse leishmaniasis (6). The latieical form is related to the failure of the
host immune response to control tre@shmanianfection (5).

The inflammation caused Hyeishmaniainfection is modulated by various cytokines,
which may determine the resolution of the lesiontheir progression. Cytokines are the key
elements of the host immune response against #tiwgen and for decades many authors
have described the cytokine profile in murine lesimiasis, but the results concerning the
mouse strain and the specie lafishmaniaused are controversial (27). According to the
literature, the resistance and elimination of theapites are due to the presence of interferon-
gamma (IFNy) and tumor necrosis factor alpha (TNJFfrom the Thl profile, while the Th2
cytokines, like interleukin (IL-) 4 and IL-10 araked to the susceptibility of infections by
Leishmania(11, 30). The balance between inflammatory andletgry cytokines creates a
controlled immune response that promotes paradltegkbut not tissue destruction during
CL (cutaneous leishmaniasis) infection (4, 8).

The Thl x Th2 paradigm has been establishégtishmaniainfection by comparing.
major susceptible mice with resistant mice. BALB/c micavé been used to study
mechanisms of susceptibility tbh. major, whereas C57BL/6 mice have been used for
resistance studies. Nevertheless, the mechanisdeslying resistance and susceptibility may
be different from those described for BALB/c and78%k/6 mice infected with.. major if
different strains of mice and different species pafrasite are used (15, 21, 14). Un
amazonensimfection a low and mixed Th1/Th2 response is oles#both in mice model and
in humans. Even though amazonensipromastigotes can, transiently, active dendritis ce
and macrophages, the cell activation intensity eytdkine production are sometimes lower
than the activation observed bymajor and L. braziliensipromastigotes (31, 29).

Thus, in this study we determined the cytokine pobdn in mice serum and

lymphocyte culture supernatant duringamazonensis vivo andin vitro infections.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Four to six week old C57BL/10, DBA/2, CBA and C3Hé.fémale mice were obtained

from the animal facilities of the Oswaldo Cruz Ihgke. These strains were eligible on the
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basis of their resistance or susceptibility patfgeviously determined via experiments in our
laboratory (9). All experiments with animals werenducted in accordance with the
guidelines for experimental procedures of OswaldazQnstitute (License%i..001/07).

Parasites

ThelL. amazonensiMHOM/BR/2000/MS501 strain was isolated from thebonarrow
aspirate of a patient with visceral leishmania¥ik) (from Mato Grosso do Sul state and was
maintained by serial passages in mice in our laboya

Experimental design

Mice were divided into eight groups with 40 anime#ch: G1- infected C57BL/10, G2-
normal C57BL/10, G3- infected DBA/2, G4- normal DRAG5- infected CBA, G6- normal
CBA, G7- infected C3H.He and G8- normal C3H.He. Tdreups 1, 3, 5 and 7 were
subcutaneously infected by injecting®10. amazonensigpromastigotes in the right hind
footpad and the groups 2, 4, 6 and 8 were subocotsheinjected with 5Qu of phosphate
buffered saline (PBS) also in the right hind foatpalhe infective-stage metacyclic
promastigotes were isolated from the stationarnselwaltures (6 days old) and quantified in a
Neubauer hemocytometer (17) using Erythrosine B st described elsewhere (16).

Serum samples

Four animals of each group were euthanized and btadd collected by cardiac
puncture 3h, 24h, 48h, 72h, 96h, 15, 30, 60, 90 Ez@l days after infection. The blood
samples were pooled into a single tube. The serums wstored at -20 °C for later

determination of cytokines by ELISA.

Cell culture and in vitro stimulation

Popliteal and inguinal lymph nodes were asepticadiyjoved 1, 15, 90 and 120 days
after infection and cell suspensions were poolecefxh time point. The lymphocytes were
plated in flat bottom 96-well plates, at a concation of 1x16 cells/well, totaling 15 wells.
The lymphocytes in five of these wells were stinedawith viable promastigotes df.
amazonensig1x10 cells/well), five with concanavalin A (ConA) (108g/well) (positive
control) and five wells were not stimulated (negatcontrol). The plates were incubated in a
humid atmosphere at 37 °C and 5%C@&fter 96h of incubation, the plates were cengédd
at 500 rpm for 15 minutes and the supernatants wafected and stored at -20 °C for later

determination of cytokine levels by ELISA.
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Detection of cytokines in serum and cell culture quernatants

ELISA with pairs of specific Abs was used accordiaghe manufacturer's instructions
to quantify the amounts of TGE-IL-4, IL-12, IFN-y, TNF-a and IL-10. The ELISA kits for
TGF$, IL-4, IL-12 detection were purchased from BD Riemces and IFN; TNF-a and
IL-10 from R&D Biosciences. Relative concentratiafscytokines were determined using a
spectrophotometer (BioRad - Benchmark microplatad®g). The colorimetric reaction was
read at 450 nm with correction at 540 nm. The naasorbance was calculated for each set
of duplicate standards, controls and samples aadntban zero standard absorbance was

subtracted.

Statistical analysis

The serum was pooled for each time point as it dawt be possible to obtain a
sufficient quantity of serum from each animal sepely. The same pooling procedure was
performed with the cell supernatant. The resulthefcytokine in the infected mice serum are
shown individually while results of the control gms represent the mean values of all time
points analyzed. The results of the cytokines endhlture supernatants of lymphocytes were
expressed in an index form, i.e. the result ofding the concentration of cytokines in the
wells stimulated with_eishmaniaby the concentration found in the non-stimulatedlsv@he
results were considered statistically significatiew they had values or ratios greater than or

equal to twice or less than or equal to half thetiab value.

RESULTS AND DISCUSSION

Serum cytokine dosage

In susceptible mouse strains (C57BL/10 and CBA) Ti&F{3 production occurred
mainly in the earlier phases of the infection (Feg@A and 1C) whereas in relative resistant
and resistant mouse strains (DBA/2 and C3H.He ecsly) this cytokine was produced in
the late phase (Figure 1B and 1D).

CBA mice showed the highest levels of IL-4 (peak=0fl200 pg/mL) 24 hours after
infection (Figure 1G). C57BL/10 mice presented tamievels of IL-4 when compared to the
non-infected control group (Figure 1E). DBA/2 an8HCHe mice presented the lowest levels
(<60pg/mL) of IL-4 with a peak 48 hours and 30 dafgsranfection respectively (Figures 1F
and 1H).

Significant levels of IL-10 were observed in DBAd2d C3H.He mice mainly in later
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phases of the infection (Figures 1J and 1L) whereaglifference was observed for the
C57BL/10 and CBA mice when compared to the corgrolp. Also both strains presented a
decrease of IL-10, 15 days post infection (Figdresnd 1K).

Differently from the other cytokines, IL-12 prodigrt was only detect on DBA/2 mice,
starting 60 days after infection with a 40pg/mL keahich dropped slowly after that (data
not shown).

No difference was observed in levels of IlFNproduced by infected and non-infected
C57BL/10 mice during the course of the infectiorg(ffe 2A). In regard to DBA/2 mice the
level of this cytokine was the highest until 48hhieh decreased significantly for the
following time points, increasing at 120 days (Fey@B). CBA mice had lower levels of this
cytokine when compared to the control group (Fig2@. C3H.He mice showed the highest
IFN-y levels with peaks at 48 and 72h after infectiaigiFe 2D).

When TNFe was evaluated, it was observed that all mousenst@esented elevated
production of this cytokines at different timeseafinfection (Figures 2E - 2H).

Cytokine detection in lymphocyte culture supernatats

No mouse strains presented any significant level TGF (<1pg/mL) in the
lymphocyte cultures. The dosage of IL-4 in the sop&ant of the culture showed that
C57BL/10 was the mouse strain that presented titeekt levels on the T5ay post infection
of this cytokine followed by C3H.He (Figures 3A aBid).

The C57BL/10 strain presented the highest levelLef2 on 18" day post infection,
while CBA mice showed the lowest level of this dytee, =50pg/mL, at 90 and 120 days
after infection (Figures 3B and 3D).

C3H.He mice demonstrated the highest levels of BiNfellowed by C57BL/10 and
DBA/2 mice that also presented a peak of this agmK5 days post infection (Figures 3A,
3B and 3D).

Only C57BL/10 and DBA/2 mice presented detectaklels of IFNy. Both mice
strains presented levels of this cytokine 15, 99 820 days after infection (Figures 3C and
3D).

The C57BL/10 mice showed the same levels of IL-i@dpction on 15, 90 and 120
days after infection while in DBA/2 mice this cyiok was only observed 15 and 90 days
after infection (Figures 3C and 3D). In C3H.He a@BA mice this cytokine was not
detectable (Figure 3A and 3B).

DISCUSSION
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The activation of specific T cells occurs in thenjgh nodes and thymus. These sites
provide a microenvironment and the anatomic codtitowy signals necessary to activate
naive cells. The mechanisms of antigen transportatf peripheral sites to lymph nodes or
thymus are extremely important for the induction amaintenance of the immune response.
In mice the resistance and susceptibility_tanajor infection are related to the ability of the
host to produce Thl or Th2 profile cytokines (23, 26, 1). Here we observed that resistant
and relatively resistant mid€3H.He and DBAXYisplayed lower levels of IL4 in the serum.
On the other hand, we observed that even susoeptice did not reproduce the same pattern
since CBA mice presented high levels of IL-4, 24itscafter infection while C57BL/10 mice
did not present significant levels when compareddn-infected control mice. Although IL4
is well established as a signatory cytokine inTh& responses, studies have shown that it can
be induced independently of IL4/IL13 (reviewed by. Zhis phenomenon was also
demonstrated by Noben-Trauth et al. (1996) and zé¢i& Maier (1999) (24, 13) which
showed that ILZ BALB/c mice was not able to control the infecti@howing clearly that
other factors are involved in healing or non hepbhthe infection.

Analyzing the IL-10 role in our model we observedttan unremitting production of
this cytokine was maintained along the infectio®BA/2 and C3H.He resistant mice, which
was not observed in susceptible mice. A similatgpatwas observed for IRNIL-10 can be
produced by macrophages and T cells, in particllaegulatory cells, which can decrease
antigen presentation (7, 20). In previous studigsgooup demonstrated the persistence of the
parasite in the popliteal draining lymph node isiseant C3H.He mice (9).

ThelL. major experimental murine infection has been widely usestudy the immune
response of leishmaniasis. Such studies have maviiformation about how the Thl and
Th2 cells develop after infection, what regulathsirt development and how they can be
stored (25, 27). It is widely accepted in literattinat the high susceptibility of BALB/c mice
to infection byL. majoris associated with Th2 T cells, which produce Iaat IL-10, while
the resistance of other mouse strains is assocwatadthe differentiation of T cells to Thi,
which produce IFN (27). However, this dichotomy does not occur imarine model of.
amazonensimfection (28).

Parasites of the mexicana complex, which includeamazonensjsproduce chronic
infections in most mouse strains, differently frammajor (12, 8). C3H and C57BL/6 mouse
strains, which are normally resistantlitomajor, develop a non-healing form when infected
with L. amazonensi§3), while BALB/c and C57BL/10 produce metastdé@sions and they
lose the limb corresponding to the inoculation §li2). Thus, early treatment with IL-12 can
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lead to the resolution of an infection by major or L. donovani but not forL. amazonensis
(22). Similarly, 1L-10 is linked to a phenotype nbn-healing infections inL. major, but
seems to have a much smaller role during infechprparasites of the mexicana complex
(22). Increased susceptibility has been assoctat@D4 T cells which produced IFN-and
express IL-12R2 (19, 1). In contrast to what occurs with major, Vanloubbeeck et al.
(2004) (28) demonstrated that the induction of 4 Phenotype by immunotherapy with
dendritic cells in mice infected with. amazonensisloes not promote healing, and they
showed that the increase of Thl cytokines alometisufficient to promote resistance against
this species of.eishmania Thus, it is possible that the concurrent actoratof factors that
counteract the protective effect of Thl responsg bemore relevant then Thl cytokines to
L. amazonensimfection.

The serum cytokine dosage showed that amazonensisstimulates cytokine
production of both Thl and Th2 patterns in allisgaf mice used in our study, which differs
from the results observed in major infections. These findings reinforce the idea thath
Leishmaniaspecie has a unique response and in infectiordupeal byl.. amazonensithere
is not a predominance of Th1/Th2 cells having akiyte mix.

In the present studly. amazonensisfected mice draining lymph node did not trigger
the production of cytokines 24 hours after infeetidhis result could be explained because at
the beginning of thé. amazonensimfection there was a delay in the productionyabkines
and proinflammatory chemokines (18). An analysistltdé same cytokines in the serum
showed the presence of IL-4 and I the initial phase of infection. Based on thesslts,
we can conclude that cytokine production is difféeréor each organ, and the cytokines
present in serum may be the result of the cytognoeuction from different organs.

A mixed pattern of cytokines was observed in bo#mush and in lymph node
supernatant leading us to conclude that the imnagyolof L. amazonensisnfection is
different from that produced bly. majorin susceptible and resistant mice which exhibit a

polarized immune response.
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Figure 1: ELISA IL-4, TGF-B and IL-10 quantification in serum of C57BL/10, DBA/2, CBA and C3H.He mice infected with 10°
L. amazonensis promastigote forms in the right hind footpad.

*Values higher than 2 times or less than 0,5 times the normal mice control value; **values higher than 4 times or less than
0,25 times the normal mice control value; ***values higher than 8 times or less than 0,125 times the normal mice control

value.
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Figure 2: ELISA IFN-y and TNF-a quantification in serum of C57BL/10, DBA/2, CBA and

C3H.He mice infected with 108 L. amazonensis promastigote forms in the right hind footpad.

*Values higher than 2 times or less than 0,5 times the normal mice control value; **values

higher than 4 times or less than 0,25 times the normal mice control value;

* k%,

values higher

than 8 times or less than 0,125 times the normal mice control value.
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Figure 3: ELISA cytokines quantification in lymphocytes culture supernatants of

C57BL/10, DBA/2, CBA and C3H.He mice infected with 10° L. amazonensis
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ABSTRACT

Background Leishmaniasis is a complex of diseases causebeishmania sppin the L.
major model susceptibility is associated with the Th&egya while resistance is associated
with Thl cells.Methodology/Principal Findingsin this work C57BL/10 and C3H.He mice
were infected with.. amazonensiand the cytokines, INOS and extracellular matrotgins
expression were measured by gRT-PCR. Cytokine nsgpwas found to be different in each
of the analyzed organs. C57BL/10 mice showed arease of proinflammatory cytokines
expression (IL-12, TNk and IFNy) as well as iNOS induction, in the primary lesidinis
enhancement was associated with tissue destructibrie high levels of TGH- were
associated with macrophage deactivation and parastablishment early in infection. In the
C57BL/10 mouse spleens, a concomitant expressidiNeta, IL-10, IL-12, IFN+« and INOS
was associated with parasite presence. A proinflatory cytokine expression was observed
in C57BL/10 mouse livers in the initial phase ofeiction, whereas regulatory ones (TGF-
and IL-10) were noted in the late phase. Thamazonensigesistant mice showed low levels
of cytokine expression in all organs examined. Asigl of matrix proteins expression showed
an association between increased expression ofylfedHagen | and Ill with the expression
of TGF in the liver and lymph nodes of both mouse straiffse footpad expression of
collagen Il in the late phase of infection was casasted with the massive presence of
parasitized histiocytes. A high level of laminindafibronectin expressions was observed in
C57BL/10, but not in C3H.He mouse footpa@anclusions/SignificanceAlthough there is
not a direct association between cytokine exprassiomm all organs studied, the.
amazonensigfection induces a mixed production of cytokinEgtracellular matrix proteins
are important for pathogen invasion and tissuengtitoition in experimental leishmaniasis.
Our work adds knowledge and contributes to a betiederstanding of leishmaniasis

immunopathology.
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AUTHOR SUMMARY

This paper studies the association of cells andb@ahy responses with the spread of
the parasites in the host, as well as changesaédnettracellular matrix using mice with
different genetic backgrounds infected witleishmania amazonensighe resistance to
infection in humans and mice infected withishmania majois associated with a Thl-type
immune response with production of the cytokinesl?®, IFNy and TNFe, while
susceptibility is due to regulatory responses whthproduction of IL-4, IL-10 and TGE-In
our model using.. amazonensjghe analysis of the footpad lesions, draininggiimmodes,
spleen and liver showed that the balance betwelegifer (Th)-1 or Th2 responselinmajor
infection was not observed. Each of the organsyaedl presented a compartmentalized
cytokine response with a different cytokine profi@ur results associated with others in the
literature will contribute to the knowledge béishmaniainfection and will help to develop

vaccine strategies.
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INTRODUCTION

Leishmania amazonends commonly related to the cutaneous manifestatajrthe
disease. However a broad spectrum of clinical neatations in humans (1) and mice (2; 3)
can be found. The visceralization lof amazonensibas been observed for several organs,
such as brain (4), liver, spleen (5; 6) and boneroma (7; 1). Development of different
clinical manifestations, as well as disease seudnas been credited to, not only the parasite
species, but also to the host genetics and imnesponses.

Susceptibility to Leishmania major infection has been associated with the
differentiation of T cells to the Th2 pattern, irhieh IL-4 and IL-10 are produced. On the
other hand, resistance is associated with Th1,cgligch produce IFN¢(8). However, when
different inbred mouse strains are infected withamazonensishis dichotomy does not
occur. Vanloubbeeck et al. (9) demonstrated thadudtion of the Thl phenotype by
immunotherapy with dendritic cells in amazonensigfected mice does not promote cure,
revealing that the increase of Thl cytokines aldoes not promote resistance against this
Leishmaniaspecies. It is possible that the activation oftdex which neutralize the Thl
response can interfere with protection duldingmazonensimfection.

The presence of adhesion molecules may be involvezishmaniasis pathogenesis and
may explain the preference of certain species o, sihich is rich in extracellular matrix
(ECM) components. Parasites of the mexicanacomplex present adhesion molecules on
their surface which interact with the ECM durin@ tharly stages of infection. Promastigotes
preferentially bind to type | collagen when theg anoculated into the skin, and that this
interaction is specific and saturable (10). They@bsurface protein dfeishmaniaenhances
the ex vivoability of this parasite to migrate through theNEQlegrading components of this
matrix, which increases the chances of the par&siéecess the lymphatic system and blood
circulation and facilitates the activation and matgyn of macrophages (11). In a previous
study our group using mice with different patteafigesistance td.. amazonensisbserved
changes in the ECM at the infection site and dnginlymph nodes, confirming the
involvement of ECM in the host cell-parasite redaship (6). These results suggested that
amastigotes may be directly involved in the degiiadaof extracellular matrix components as
suggested by McGwire et al. (11).

So, the study of leishmaniasis cellular and humonamunity, the mechanisms
responsible for parasite dissemination in the neurmodel, as well as the involvement and
influence of the ECM in parasite-host relationsarp important to evaluate the mechanisms
involved in resistance and susceptibility to difier species dfieishmania Therefore, the aim
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of this work was to study the expression of cytekinand ECM components ih.
amazonensififected mice from resistant and susceptible gensckgrounds. The study
provides a better understanding of the factorsamsiple for the different clinical forms of

the disease and its broad spectrum of immune reggon

METHODS
Animals

Four to six weeks old female C57BL/10 and C3H.Heemwere obtained from the
animal facilities of the Oswaldo Cruz Foundatiom Be Janeiro, Brazil. These strains were
elected on the basis of their resistance or subdé@gtpattern previously determined in our
laboratory (12). All experiments with animals wegenducted in accordance with the
guidelines for experimental procedures of OswaldwzCFoundation (process number
L001/07).

Parasites

The L. amazonensjsMHOM/BR/2000/MS501 strain, was isolated from thene
marrow aspirate of a patient that developed visdeishmaniasis in Mato Grosso do Sul
state, Brazil, and was maintained by serial passag BALB/c mice in our laboratory.
Periodically, amastigote forms were isolated fromus®e footpads and cultivated in LIBHIT
medium (13) to obtain promastigotes for subsequenise infection.

Experimental design

Mice were divided into 4 groups with 25 animalgleaG1: infected C57BL/10 mice;
G2: control C57BL/10 mice; G3: infected C3H.He miGat: control C3H.He mice. Animals
of G1 and G3 were subcutaneously infected by iimigct@ L. amazonensipromastigotes in
the right hind footpad (RHF) and animals of G2 &were subcutaneously injected with 50
uL of phosphate buffered saline (PBS) also in thdFR Infective-stage metacyclic
promastigotes were obtained from stationary phatteres (6 days old) and quantified prior
to infection in a Neubauer hemocytometer (14) udtrgthrosine B stain, as described
elsewhere (15). Animals from each group were eutlkednin CQ chamber prior to the
removal of footpad lesions, draining lymph nodgdean, and liver 24h, 30, 120 and 180 days

after infection. Fragments were removed, immedydtelzen and stored at -70 °C.
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gPCR primers design

Primers targeting the genes IL-4, IL-10, IL-12, A, IFN-y, TGF{, INOS, Laminin,
Fibronectin and Collagens |, Il and IV were degidnusing the Primer Express software
version 3.0 (Applied Biosystems, 2004), and martufacd by Invitrogen (Table 1 displays
forward and reverse primer sequences). The Rea PIGR assays were performed by SYBR
Green detection and the relative quantificationdute mouse gene RPLPO (large ribosomal

protein) as the endogenous control for calibratibthe mRNA levels.

MRNA extraction

Total RNA from tissues was extracted using thegeed TRIZOL (Invitrogen,
Karlasruhe, Germany) following the manufacturerfsstiuctions. cDNA synthesis was
performed with 1 pg of total RNA using iScript cDNgynthesis kit (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA) according to the manufacturer’s rec@mdations.

gPCR assay conditions

All reactions were conducted using Applied Biosyss 7500 Fast Real-Time PCR
Systems. The reaction was performed using PowelR& Breen PCR Master Mix (Applied
Biosystems) with 5uL of 1:18 diluted cDNA for adlrgets, except IL-4 and Collagen IV for
which 10uL were used; 100nM of each - forward aexerse — primers was used in each
reaction. The temperature parameters consistechofdaat 95 °C for 10 min followed by 40
temperature cycles of 95 °C for 15s and 58 °C fomih. A melt curve analysis was
performed on all reactions. The results were amralyzith the 7500 software v2.0.6 (Applied

Biosystems).

RESULTS
Cytokine expression analysis

The mRNA expressions of IL-4, IL-10, IL-12, IFN-TGF{3, TNF-« and iNOS were
assessed by gRT-PCR in the footpad, draining lyngale, liver and spleen of C57BL/10 and
C3H.He mice.

Analyses of the lesion sites of C57BL/10 mice shibwan enhancement of
proinflammatory cytokines — IFM; TNF-a. and IL-12 - in the late phase, especially 180 days
after infection (Figures 1A, 1D and 1G, respectiiyetoinciding with an increase of the IL-10
expression (Figure 1M). In parallel, C3H.He migesented a more discreet enhancement

only in the late phase (Figures 1A, 1D, 1G and ITMe TGFB expression showed an early
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enhancement in both mouse strains, declining et tahes (Figure 1J). In the early phase, the
INOS expression increased in the C57BL/10 mice @&rdhafter infection, whereas in the late
phase, both mouse strains presented increased BKp&ssion (Figure 2A). The IL-4
cytokine was not detected in any mouse footpada(dat shown).

The cytokine evaluation in the draining lymph nosleowed very low cytokine
expressiorexcept for IFNy and IL-4 that showed an enhanced expression isubeeptible
C57BL/10 mice 30 days after infection. In resist&®H.He mice none of the studied
cytokines presented significant levels of exprassiathis organ (data not shown).

In the liver, an enhancement of IRNTNF-u, IL-12 and IL-10 expressions was noted
in susceptible C57BL/10 mice, 30 days after infacti(Figures 1B, 1E, 1H and 1N,
respectively). C3H.He mice presented a later irsgeaf TNFe 120 days after infection
(Figure 1E). The highest expressions of TfRnd IL-10 were seen at 120 days after
infection in both mouse strains, although at higleeels in C57BL/10 mice (Figures 1K).
The expression of all cytokines studied after signths of infection, except TGE- was
lower in comparison to that of mock-infected miéeg(res 1B, 1E, 1H, 1K and 1N). The
INOS expression decreased in the initial phase nbéction for both mouse strains;
nevertheless the expression was higher, espeaialBB8H.He mice, 120 days after infection
(data not shown).

The spleen of both mouse strains presented antieleva all cytokines expressions,
except TGH3, thirty days after infection. At the late phaseirdection, however, cytokines
expression was in low levels (Figures 1C, 1F, 1 40). TGFB was expressed at basal level
in the early phase of infection in both strainshvatdiscreet increase 120 days after infection
(Figure 1L). The INOS expression in C57BL/10 micasvhigher 30 days after infection but
presented basal levels in the late phase. On tier band, the INOS expression in C3H.He

mice was low after 24 hours as well as in the pduase of infection (Figure 2B).

Extracellular matrix component analysis

Footpad gRT-PCR analyses showed an enhancemditrariectin (FN) and laminin
(LM) expressions inL. amazonensisifected C57BL/10 mice, 30 days after infection.
However, the level of mMRNA was reduced to basatlin the late phase of infection. On the
other hand, C3H.He mice showed only a transientease of LM 30 days post-infection
(Figures 3A and 3D). The C3H.He mice maintainedab&svels of collagen | expression
throughout the experiment while C57BL/10 mice pnésé a discreet increase in the early
phase and then a decrease in the late phase wif¢iséon (180 days after infection) (Figure

3G). When collagen Il was evaluated, expressioslfewere low in both mouse strains, with
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an enhancement 180 days after infection in the CEMBmice (Figure 3J). Collagen IV
MRNA expression was evident only 30 days afterciida in both mouse strains, but in the
C57BL/10 mice the levels were twice those of thél®8 mice (Figure 3M).

The lymph node evaluation showed low levels of mRiK#&m ECM proteins at all
times after infection in both mouse strains. Theegtion was a higher expression of FN, and
collagens |, lll and IV in C57BL/10 mice 30 dayseafinfection (data not shown).

Liver evaluation of ECM protein expressions showkdt FN, collagens | and Il
presented the same pattern of expression with laaneement of mMRNA production 120 days
after infection in both mouse strains, although therease was more pronounced in the
C57BL/10 mice (Figures 3B, 3H and 3K). LN presenteduced expression levels in both
mouse strains in comparison to mock-infected miceughout the experiment (Figure 3E).
Collagen IV expression was at low levels in C3Hdee throughout the infection, while
C57BL/10 showed a discreet increase 30 and 180aftsrsinfection (Figure 3N).

The FN expression in the spleen was more evidelmta®4r infection in both mouse
strains. In the late phase, all mice present retlleeels of this mMRNA (Figure 3C). On the
other hand, LN presented basal level of expressimughout the experiment in both mouse
strains (Figure 3F). Collagen | expression was atdsasal levels throughout the experiment,
except 30 days after infection, when C57BL/10 mpresented an increased expression
(Figure 3l). Collagen 1l expression was more emidéen the initial phase of infection,
showing a reduction in the late phase (Figure Jlhe highest collagen IV expression was

seen 30 days after infection in both mouse str@itgire 30).

DISCUSSION

In the present study cytokine mRNA expression if@®fand extracellular matrix
MRNA expressions were evaluated in the lesion(&i@tpad), draining lymph node, spleen
and liver of C57BL/10 and C3H.He mice infected witramazonensis

Immunological mechanisms of leishmaniasis are ¢exnand the outcome of infection
depends on the balance between T-helper (Th)-1Tén2dresponse for effective infection
control. Reiner (16) suggested that the sammajor epitope can induce, in mice, either a
Thl-resolving infection, or a Th2-disease prog@ssesponse. Subsequently, another study,
also in the murine model infected with major, demonstrated that Th1l and NK cells produce
IFN-y mediating resistance, while Th2-produced IL-4,uicidg susceptibility (17). Host
genetics associated witheishmania species inevitably influences the type of immune

response promoting disease progression or healing.
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Although Thl are required to induce a good prognasileishmaniasis, excessive
proinflammatory cytokines such as IFINTNF-a and IL-12 can contribute to lesion severity
by cellular recruitment ih. braziliensisinfection (18). Our results showed,linamazonensis
susceptible C57BL/10 mice, an enhancement of tbgskines in the late phase of infection,
associated with footpad swelling, high parasitallaad metastasis, as described previously
by Cardoscet al, (12). In this mouse strain, TGFwas enhanced in the beginning of the
infection which probably acts to deactivate macegghcells (19; 20).

IL-10 was noted in the footpad in the late phasehefinfection associated with an
augment of IL-12, TNFe and IFNy. Although with anothekeishmaniaspecies, these results
agrees with Folladoet al (21) who described that patients with localizadaneous
leishmaniasis and mucocutaneous leishmaniasis aaaid type 1 immune responselio
braziliensisantigen, with a high production of IFNand TNFe and a reduced efficiency of
IL-10 in down-modulating IFNr production.The iNOS evaluation showed an enhancement
in the beginning of infection in C57BL/10 mice, pably due to the augment of IFN type 1.

Overall, resistant C3H.He mice presented lowerltewEcytokines when compared to
C57BL/10 mice, probably because the adaptive respanresistant mice is less prominent.
Therefore, we can speculate that parasite contiay tme dependent on innate immune
responses, with the participation of neutrophils described by Folladoet al (21) in
subclinical patients infected with braziliensis

Lymph nodes are broadly accepted to be the firgpmant lymphoid tissues affected
after dissemination of the parasite from skin mphemes Nevertheless, ipeishmania
infantum infection, cytokine response in lymph nodes isrgeg22). The relation between
parasite burden and the balance of IFNFNF-o, TGF{$3 and IL-10 expression was evaluated
in dogs by Alves et al. (23) They described a highgression of pro-inflammatory IF-
and TNFe cytokines and a lower number of parasites in asgmatic dogs naturally
infected withL. infantum; showing that these cytokines play a role in pridecagainst
Leishmaniainfection. In symptomatic dogs, lymph node reswtmonstrated high anti-
inflammatory cytokine production, indicating a rofer IL-10 and TGH in disease
progression.

The spleen is responsible for the major immunearsp in visceral leishmaniasis. In
dogs infected with_. chagasi the level of splenic TNle- showed correlation with parasite
load and, together with IL-10, may represent anartgnt marker for the evolution of the
infection process (24). In the present study ughmglL. amazonensimfected C57BL/10
mouse model, the concomitant presence of TiNiRd IL-10 was also associated with parasite

presence in this organ. Other pro-inflammatory kiytes such as IL-12 and IFNwere also
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present, as well as INOS 30 days after infectioemtie parasites arrived at the spleen. The
same cytokine profile was noted in C3H.He mice. Mthho parasite was noted in the
C3H.He spleen, the presencd_efshmaniaantigen cannot be discarded.

The liver is continuously exposed to a large amiigéoad because of its location and
function. It has an "epithelial constitution" andntains large numbers of phagocytic cells,
antigen-presenting cells and lymphocytes and & isite for the production of cytokines,
complement components and acute phase proteitise liver, cytokines such as IFN-and
TNF-o are involved in the activation of immunocompeteealls and account for the final
microbicidal response (25; 26). Our results denrateti a pro-inflammatory cytokine
expression (IFNy, TNF-a and IL-12) in susceptible C57BL/10 mice liverdta beginning of
the infection and regulatory cytokines (T@Fand IL-10) in the late phase. Although viable
parasites could not be demonstrated in the liv@®), (ve hypothesized that the parasite
antigens might be found in this organ.

An organ-compartmentalization of the cytokine res® against.. amazonensis
antigens was observed in our model, in the sameasajescribed by Lamdt al (27) inL.
major. A direct association between cytokine expressiondifferent organs was not
observed. However we noted a mix of different cytek produced in all organs studied, both
in C57BL/10 and C3H.He mice, corroborating the obstgon of mixed immune responses by
other authors ih. infantum(28; 29) and ir.. amazonensi€0) murine models.

Besides the immunological factors, the ECM can pdapivotal role during tissue
invasion with Leishmaniainfection, since it presents bioactive macromolesuivhich
modulate cellular events such as adhesion, migratoliferation, differentiation, and
survival (31). Thus, it is presumptive thiaéishmaniauses certain mechanisms which are
capable of altering the organization of the matfayoring its entrance into macrophages.
Studies suggest thdirypanosoma cruzalso causes changes in the ECM. It affects the
balance of cytokine and chemokines (32) in orderntodulate and escape from the
inflammatory and immune responses (33; 34).

In the present study an exacerbated expressiorVofvas noted in the C57BL/10
mice footpads, 30 days post infection. Increaseel$eof collagen type IV following FN
enhancement was also noted. Probably, the inciaasgRNA expression of these proteins
occurs in an attempt to recover the damaged tisaused by parasite proliferation. These
results corroborate with Calabresé al. (35) who demonstrated in vitro using retinal
pigmented epithelial (RPE) cells - a relationshgiween FN and LM production arid
amazonensigternalization of promastigotes. The increasegression of these proteins was

directly associated with a high number of promadég adhered and internalized in RPE
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cells. However, in the late phase of infection éhks/els decreased dramatically, especially
LM. At this stage, according to previous observairom our group (12), these mice have a
high parasite load and the tissue at this stagenstituted almost exclusively of parasitized
macrophages and rare fibroblasts, which may explandecreased expression of matrix
proteins. In C3H.He mice, the lack of matrix pratexpressions was probably not due to the
absence of fibroblasts, but due to tissue predenjatvhich corroborates the histological
description by Almeidat al (36).

The synthesis of collagen and FN is stimulated BFJP in different cell types (37;
38). In our study both FN, collagen | and collagmwere enhanced in the liver and lymph
nodes, overlapping to high T@Fexpression in both C57BL/10 and C3H.He mice, 3@sda
after infection. This was not observed in the faoktpr spleen. C57BL/10 mice also exhibited
an enhancement of type Il collagen in the footpadhe late phase of infection, when a great
number of parasitized macrophages were observed.

The presence of type Il collagen appeared to cftgaport to the inflammatory cells,
mainly vacuolated and parasitized macrophagesssided by our group in a previous study
(6). Thus, the present results indicate that cellagnay be important for assessing the

pathogenesis of experimental leishmaniasis.
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Figure 1. Cytokine expression profile.

Cytokine expression in the lesion site, liver aptbsn ofL. amazonensisifected C57BL/10
(grey columns) and C3H.He (black columns) mice.régpion of IFNy, TNF-a, IL-12, TGF-

B and IL-10 was measured by quantitative RT-PCRgu81IeRAACT method in comparison to
normal mice from the same genetic background. Akbagdes above 1 (plain line) mean
enhanced expression, whereas dosages below 1 espresppressed expression in the

infected mice.

Figure2. INOS expression.

INOS expression in the lesion site and spleeh.chAmazonensisifected C57BL/10 (grey
columns) and C3H.He (black columns) mice. Expressad iINOS was measured by
quantitative RT-PCR using th®ACT method in comparison to normal mice from the esam
genetic background. All dosages abovel (plain lim&an enhanced expression, whereas

dosages below 1 represent suppressed expressionimfected mice.

Figure 3. Extracellular matrix protein expression.

Expression profile of extracellular matrix proteiinem the lesion site, liver and spleen bf
amazonensigifected C57BL/10 (grey columns) and C3H.He (blacklumns) mice.
Expression of fibronectin, laminin and collagenslll,and IV was measured by quantitative
RT-PCR using theAACT method in comparison to normal mice from the eagenetic
background. All dosages abovel (plain line) meamaroed expression, whereas dosages

below 1 represent suppressed expression in thetéafenice.
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Table 1 - Primers used for Real Time PCR

Primer sequence (5" — 3)

Target

Sequence source

Forward Reverse
IL-4 TTGAACGAGGTCACAGGAGAAG AGGACGTTTGGCACATCCA M29854.1
IL-10 GATGCCCCAGGCAGAGAA CACCCAGGGAATTCAAATGC NM_010548.2
IL-12 ACAGGGTGATGGGCTATCTGA ACAGGGTGATGGGCTATCTGA NM_00EP424.1
TNF-a CACAAGATGCTGGGACAGTGA CACAAGATGCTGGGACAGTGA NM_013693
IFN-vy TTGGCTTTGCAGCTCTTCCT TGACTGTGCCGTGGCAGTA NM_008337.3
TGF-B GCAGTGGCTGAACCAAGGA GCAGTGGCTGAACCAAGGA NM_011577.1
iINOS TTGTCTGCGGCGATGTCA TTGTCTGCGGCGATGTCA NM_008713.4
Laminin GCAGGACGACGACGTCATCT GCAGGACGACGACGTCATCT NM_001081171.2
Fibronectin GTGTAGCACAACTTCCAATTACGAA GTGTAGCACAACTTCCAATTACGAA NM_010233.1
Collagen | CTTCACCTACAGCACCCTTGTG CTTCACCTACAGCACCCTTGTG NM_007742.3
Collagen Il AAGGCGAATTCAAGGCTGAA AAGGCGAATTCAAGGCTGAA NM_009930.2
Collagen IV ACGGGCCAACGCTTCTTC ACGGGCCAACGCTTCTTC NM_009932.3
RPLPO GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA GCCAGCTCAGAACACTGGTCTA NM_007475.5
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Figure 3
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Discussao

Dentre as espécies deishmaniarelacionadas a patogénese das leishmanioses, esta
claro que uma mesma espéciel/isolado pode estaioredaa a mais de uma forma clinica da
doenca, como por exempld. amazonensisque faz parte do complexo fenotipito
mexicana(Rioux e cols., 1990) e pode ser responsavel fgetazas cutanea, mucocutanea,
difusa ou visceral da doenca (Grimaldi & Tesh, 13 ral e cols., 1991; Souza, 2002). Essa
espécie de.eishmaniafoi utilizada em nosso estudo, primeiramente, tporsido implicada
em todo o espectro clinico das leishmanioses (Barreols., 1991) e também devido as
diferencas observadas em relacdo as caracteristicagpatologicas descritas nas infeccdes
por L. major no modelo murino (Rossi-Bergman e cols., 1993n8fo& Scott, 1993; Soong,
2012), protétipo da dicotomia Th1/Th2 (Coffman éscdl991).

Parasitos pertencentes ao complexmexicanadiferentemente de. major, produzem
infec¢des cronicas na maioria das linhagens mu(i@akbrese & Gongalves da Costa, 1992;
Belkaid e cols., 2002a). Camundongos das linhageBsl e C57BL/6, normalmente
resistentes aL. major, desenvolvem lesbBes persistentes quando infectados L.
amazonensigAlexander & Russell, 1985), enquanto os camundsrig@lLB/c e C57BL/10
produzem lesdes metastaticas e chegam a perdé anfetada (Calabrese & Gongalves da
Costa, 1992). Um estudo preliminar realizado ensmdaboratério permitiu a determinacéo
dos graus de suscetibilidade e resisténcia a i@fesgbcutanea pdar. amazonensism seis
diferentes linhagens de camundongos singénicosz&02002). A partir deste estudo,
escolhemos quatro linhagens de camundongos pardaesis diferencas imunopatoldgicas
apresentadas de acordo com os niveis de suscdetdslie resisténcia a infeccdo por
amazonensi@Cardoso e cols., 2010).

E importante frisar que os mecanismos genéticosigterminam a suscetibilidade e/ou
resisténcia a infeccdo pdreishmaniadependem de, pelo menos, dois componentes: um
ligado a capacidade do macréfago do hospedeirougortsr ou inibir a multiplicacdo do
parasito e o outro de controlar a magnitude, gadéde a forma de como a resposta imune
adaptativa se comporta frente ao parasito (Maudekin, 1987). De um modo geral, 0
desenvolvimento ou néo da infeccdo depende daag#@erentre o parasito e o hospedeiro. A
eliminacdo dd.eishmaniaesta relacionada com o desenvolvimento de umaidade celular
capaz de proteger o hospedeiro contra o parasss{@, 1961; Goncalves da Costa e cols.,
1988). Em camundongos, foi demonstrado que a iafequor Leishmaniadepende da
ativacdo de linfocitos T CD4das subpopulacées Thl e Th2 (Scott e cols., 1988)

Infeccbes experimentais no modelo murino ctm major tém sido amplamente
utilizadas em estudos sobre a resposta imunolaugsaleishmanioses. Tais estudos tém
provido informacdes sobre como as células @2 se desenvolvem apos a infec¢do; o que
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regula seu desenvolvimento e como elas podem setidas (Reiner & Locksley, 1995;
Sacks & Noben-Trauth, 2002). E amplamente aceittitei@tura que a suscetibilidade dos
camundongos BALB/c a infec¢do pbr major esta associada a células T do tip@,Tés
quais produzem IL-4 e IL-10, enquanto a resistédeiautras linhagens de camundongos esta
associada a diferenciacdo das células T para @@ddt, as quais produzem IL-12 e IRN-
(Sacks & Noben-Trauth, 2002).

Embora a producéo de citocinas proinflamatoriasdamo IL-12, IFNy e TNFa esteja
relacionada a cura das lesdes na infec¢cad_pamajor em humanos e, particularmente, em
camundongos (Barral e cols., 1993; Kane & Mos9e0,12 Murray e cols., 2002; Trinchieri,
2003), na infeccao pdr. braziliensisa alta producéo destas citocinas, principalmediteyie
TNF-a, € observada em pacientes que apresentam a fouvasanda doenca (Follador e
cols., 2002). O aumento destas citocinas nest@ddinids esta relacionado tanto ao controle
da multiplicacdo do parasito na fase inicial daedgBo, quanto aos danos teciduais
observados (Ribeiro-de-Jesus e cols., 1998). Aléssod esses multiplos mediadores
inflamatorios produzidos podem contribuir para aese€ade da doenca por aumentar o
recrutamento celular como visto por Vargas-Inchegste colaboradores (2010). No entanto,
a producao de citocinas regulatérias, principaleeht10, esta relacionada ao controle da
resposta inflamatéria exacerbada, caracteristicdeidamaniose tegumentar causada por
espécies do subgéneviiannia, em especidl. braziliensis Antonelli e colaboradores (2004)
utilizando culturas de PBMC de pacientes com a &ocutanea localizada, estimulados com
antigenos sollaveis deeishmaniademonstraram uma forte correlagdo positiva ehtr&0l e
TNF-0, sugerindo um mecanismo ativo de autorregulac&ingeca do macrofago nestes
pacientes. Por outro lado, em pacientes que apieesemnforma mucosa da doenca, observa-
se a perda desta correlagéo (Gaze e cols., 20083mente com a diminuicdo da expressao
de receptores para IL-10 (Faria e cols., 2005)y® gpde levar a uma resposta inflamatéria
pobremente controlada. Tais observacdes corrobosnados obtidos em nosso estudo na
lesé@o primaria, onde os camundongos mais seng(¥8fBL/10) apresentaram, na fase tardia
da infeccdo, uma maior expresséao de citocinasnfl@matorias como IL-12, IFN-e TNF«

e também IL-10. A alta producéo de citocinas pftainatorias estaria relacionada ao grande
dano tecidual observado e a presenca de interifoanhd inflamatorio nesta linhagem. A IL-

10, apesar de ter um papel regulatério, no nossteloestaria sendo ineficaz em conter os
efeitos nocivos provocados pelo IFNe TNF«, provavelmente pela reducdo dos seus
receptores na superficie das células, tornand@asesponsivas a sua acdo como observado
em pacientes infectados pbr braziliensisque apresentam as formas mucosa e cutanea

localizada da doenca (Follador e cols., 2002).
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Na leishmaniose tegumentar (LT) por major, a resolucéo clinica esta relacionada
tanto com a producdo de oxido nitrico (NO) pelairaazoxido nitrico sintetase (iNOS)
(Diefenbach e cols., 1998; Liew e cols., 1990), fogoela manutencdo do controle dos
parasitos persistentes apos a cura clinica (Stengas., 1996). A producdo de NO por INOS
tem um papel chave na defesa imunoldgica, sendbéicadp tanto na morte dos parasitos
internalizados pelos macréfagos, quanto na pategéme doencas inflamatorias e autoimunes
(Nathan, 1997; revisado por Samuel, 2001). A afivados macrofagos e consequente
producdo de NO é mediada principalmente por y-dimbora IFNe/p também possa exercer
este papel (revisado por Samuel, 2001). Um aumdatexpressao de iNOS na pata de
camundongos C57BL/10 infectados poramazonensiapés 24 horas de infeccao e na fase
tardia foi observado em nosso estudo. Este aumestiva associado com a producéo
concomitante de IFN-na fase tardia de infeccdo. O aumento da exprets#dOS na fase
inicial (24 horas) poderia estar relacionado comr@ducao de IFN do tipo | e associada
também ao dano tecidual observado.

Na fase inicial da infeccdo, observamos a predamsindda expressdo de TGF-
principalmente nos camundongos sensiveis (C57BLHA$ta citocina, dentre outros efeitos,
regula negativamente certas fun¢cdes do macrofagpreduzida por estas células nas lesdes
de camundongos infectados ciuimamazonensi@Barral-Neto e cols., 1992), assim como por
macrofagos humanos infectados pershmania chagagiGantt e cols., 2003 L. braziliensis
(Barral e cols., 1995Além disso, amastigotas de amazonensipodem apresentar em sua
superficie fosfatidilserina, levando ao aumentocdaga parasitaria e supressdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro através da producdo ddle TGFB (Wanderley e cols., 2006).
Desta forma, em nosso estudo a expressao defT@fs- camundongos C57BL/10 estaria
favorecendo o estabelecimento da infeccéo e pratif® dos parasitos nesta fase da infeccéo.

Pacientes com infec¢do subclinica por braziliensis apresentam baixos niveis de
producao de citocinas como IRNe TNFoa em comparagcdo com pacientes que apresentam a
forma ativa da doenga (Bittar e cols., 2007). Emsnomodelo, também observamos uma
menor expressdo de citocinas na pata de camundo@8@btHe infectados coni.
amazonensjsos quais sao resistentes a infeccdo e apresentaan baixissima carga
parasitaria em comparacdo com os camundongos CBhUBbs$ quais produzem altos niveis
de expresséo de citocinas e doenca ativa e progieBsovavelmente, o controle da infecgéo
nos camundongos resistentes esta relacionado c@spasta inata, com a participacdo de
neutrofilos, eosindfilos, macrofagos e particulamteecélulas NK.

Os linfonodos sdo os primeiros orgaos linféidesrara afetados pelo parasito apos sua

disseminagdo a partir da pele, portanto, a resgosiaologica ocorrida neste local tem
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importancia crucial na determinacdo do curso decg#o porieishmania No entanto, em
infecgBes potleishmania infantuna resposta imunoldgica nestes 6rgdos é escassa @Mai
Campino, 2012). J4 em infe¢cdes hoamazonensié observado um retardo na expressao de
MRNA de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoériass nlinfonodos de camundongos
infectados (Ji e cols., 2003). Resultado semelhBmtebservado em nosso estudo quando
analisamos a expressao de mRNA nos linfonodosmeartdongos C57BL/10 e C3H.He apos
24 horas de infeccdo. Além disso, a dosagem deimd® em sobrenadante de cultura de
linfécitos apds 24 horas de estimulacdo poramazonensigiemonstrou a auséncia de
producdo de citocinas por estas células nas quiattagens de camundongos utilizadas
(C57BL/10, CBA, DBA/2 e C3H.He). Em contrapartidmando as mesmas citocinas foram
dosadas no soro desses camundongos, observamasmesmo nao ocorre nas primeiras
horas de infec¢do, havendo a producgéao, muitas eeesda, de citocinas tais como: IN-
IL-4 em algumas linhagens de camundongos.

Alves e colaboradores (2009) demonstraram uma earessdo de citocinas
proinflamatérias (INFr e TNFa) e carga parasitaria baixa em linfonodos de caes
assintomaticos naturalmente infectadoslpathagasi demonstrando que estas citocinas tém
um papel na protecao contra a infeccaolashmaniaPor outro lado, em linfonodos de caes
sintomaticos havia uma maior producédo de citocamsnflamatorias como IL-10 e TGFe
esta producdo estaria relacionada a progressaoatga Nossos resultados demonstraram
uma alta expressao de IL-4 nos linfonodos de caongms C57BL/10 infectados pdar.
amazonensjsassociada a alta carga parasitaria observadaa80apos infecgdo (dados néo
mostrados). Esta associacao indica um fenotipaisisesibilidade a doenca, com a inducao de
um perfil de resposta do tipo IZmeste local. Estas observacfes corroboram ostaessl
obtidos por Quinnell e colaboradores (2001), ondles maturalmente infectados mostraram
uma correlagdo positiva entre a severidade da doerg;presenca de IL-4 na medula 6ssea
destes caes.

Embora o baco seja o principal 6rgédo responsaviel msposta imunoldgica na
leishmaniose visceral, pouco se sabe sobre o nemearde resposta neste 6rgao. Trabalhos
utilizando cées infectados pbr chagasimostraram uma correlagéo entre o nivel de produgéo
de TNFa e a carga parasitaria, com a participacéo de ]Jlsi@erindo-se a utilizacdo destes
parametros como marcadores para progressao daaofédMichelin e cols., 2011). Uma
correlacdo positiva entre expressdo de IL-10, cggaasitaria e progressdo da doenca
também foi encontrada no bago de cées naturalnrdetdados pot. chagasi(Lage e cols.,
2007). Em nosso estudo os camundongos C57BL/16tadfes pol.. amazonensiambém

apresentaram uma expressdo concomitante deal®&H--10, associadas com a presenca de
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parasitos no baco. Outras citocinas proé-inflamagbdomo IL-12 e IFN-também estavam
expressas, assim como iNOS, 30 dias apds a infeegdmento em que o parasito foi
detectado neste 6rgdo. O mesmo perfil de expreksdobservado nos camundongos
resistentes (C3H.He) entretanto, a presenca daiftamséo foi observada, embora néo se
possa descartar a presenca de antigenos parasitasie local.

O figado exerce diversas fun¢des no organismosaguarticipando no metabolismo
de diversas substancias, como também exerce unrtanf® papel tanto na imunidade local,
quanto sistémica (O’Farrelly, 2004). Devido a soealizacdo é continuamente exposto a
grande carga antigénica. Tem uma “constituicacekglit e contém grandes quantidades de
células fagociticas, células apresentadoras dgematie linfocitos, além de ser um local
importante na producao de citocinas, componente®oiplemento e proteinas de fase aguda.
No figado, citocinas como IFN-e TNFe estdo envolvidas na ativacdo de células
imunocompetentes e contribuem para a resposta Inigata final (Murray & Nathan, 1999;
Murray e cols., 2005). Nossos resultados demonstaaraxpressdo de citocinas pro-
inflamatorias (INFy, TNF-a e IL-12) no figado dos camundongos C57BL/10 na fagial
da infeccdo e de citocinas regulatérias (T€4L-10) na fase tardia. Embora a presenca do
parasito ndo seja observada, a presenca de argtigarasitarios ndo pode ser descartada. Este
fato explicaria a expressao destas citocinas.

De acordo com nossas observacdes, a resposta igigaobl.. amazonensidemonstra
uma compartimentalizacdo e consequente diferengaathucdo/expressao de citocinas nos
diferentes oOrgdos estudados, assim como descritoLgmmb e colaboradores (2005) na
infeccdo polL. major. Apesar de ndo haver uma associagao direta eptedacao/expressao
de citocinas nos 6rgdos analisados no presentdoegtdas as linhagens de camundongos
analisadas exibiram uma producdo mista de citoomestes Orgaos, como observado em
outros estudos no modelo murino camnfantum(Roléo e cols., 2007; Maia e cols., 2009) e
L. amazonensiéXin e cols., 2007). Tais achados, diferentemeot®bservado em infec¢oes
por L. major onde camundongos suscetiveis e resistentes exibrmresposta imunolédgica
polarizada, reforcam ainda mais a ideia que reapatiferentes sao induzidas por diferentes
espécies deLeishmaniae que em infec¢cdes produzidas por amazonensisndo ha
predominancia de células Tfih2 e ha uma producdo concomitante de citociteanueas as
subpopulacdes (Silveira, 2009; McMahon-Pratt e Ateber, 2004).

Adicionalmente aos fatores imunologicos, a matrtragelular (MEC) exerce um
importante papel durante o processo de invasao tabedscimento da infeccdo por
Leishmania A MEC é constituida por macromoléculas bioatigaee modulam eventos
celulares como adesao, migragéo, proliferacéoretite@acédo e sobrevivéncia (Daley e cols.,
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2008). Deste modo, parasitos do gériegshmaniadispdem de certos mecanismos capazes
de alterar a constituicdo dessa matriz facilitarelopermitindo que sua entrada nos
macréfagos, assim como sua disseminagdo pelo smganhospedeiro ocorra. Estudos
sugerem que outros tripanosomatideos, cofmgpanosoma cruzialém de provocarem
alteracbes na MEC, modulam a producdo de cito@ngsimiocinas (Duaso e cols., 2012)
para escapar da resposta inflamatoria e imunolddpcaospedeiro (Marino e cols., 2003;
Duaso e cols., 2010).

Calabrese e colaboradores (2011), utilizando celdéaepitélio pigmentado da retina
(RPR) infectadas pol.. amazonensjsdemonstraram a relacdo entre a producdo de
fibronectina e laminina e a internalizacdo das @stigotas. O aumento dessas proteinas
neste modelo esta diretamente associado a um afteero de promastigotas aderidas e
internalizadas. Nossos estudos reforcam esse da@osonstrando que altos niveis de
expressdo de laminina na pata de camundongos CBIBR0 dias apos a infec¢cdo, estavam
correlacionados ao aumento de colageno 1V e filotome Provavelmente, o aumento destas
proteinas esteja associado a tentativa de rec@merdg dano tecidual causado pela
proliferacdo do parasito. No entanto, na fase daddi infeccéo, os niveis de expresséo destas
proteinas decaem significativamente. A diminui¢cés niveis destas proteinas, neste estagio,
pode ser explicada pela destruicdo tecidual, pem@cpela alta carga parasitaria com
presenca, quase que exclusiva, de macrofagos tpd@sie raros fibroblastos no tecido
cutaneo destes animais. Ja nos camundongos réssst@b3H.He), cuja linhagem néo
apresentou desestruturacao tecidual importantefai@boservado um aumento significativo
na expressao de proteinas da MEC, exceto de colddenassim como observado por
Almeida e colaboradores (2011).

A sintese de colageno e fibronectina € estimulamfaTiFfi em diferentes tipos
celulares (Ignotz & Massague, 1986; Vargas e cb887). Em nosso estudo, 30 dias apoés a
infeccdo, observamos uma associacdo entre o aumarggpressdo de proteinas da matriz
(FN, colageno | e Ill) com a expressdo de TRe figado e linfonodo de C57BL/10 e
C3H.He. Essa associacao ndo foi observada na padgoedestes animais. Na pata na fase
tardia da infeccdo, momento em que havia uma praseacica de histiocitos parasitados, os
camundongos C57BL/10 apresentaram um aumento mass&w de mRNA de colageno lll.
A presenca de colageno lll estd associada a sastentle células inflamatorias, assim como
macrofagos parasitados, como descrito por Abreta®ilcolaboradores (2004).

Emboral. amazonensiseja mais comumente relacionada com manifestagdéaeas
da leishmaniose, varios trabalhos tém demonstradscaralizacdo desta espécie para 6rgaos
como cérebro (Abreu-Silva e cols., 2003), figadmdd(Almeida e cols., 1996; Abreu-Silva e
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cols., 2004) e medula 6ssea (Barral e cols., 1Bairal e cols., 1986). Em nosso estudo,
através da analise de diluicdo limitante, objetiwandetectar e quantificar a presenca de
parasitos no local de infeccao (pata), linfonodendnte, figado e bago dos animais utilizados.
A carga parasitaria nos diferentes orgaos variaofocme a linhagem de camundongos
estudada, apresentando-se mais elevada nos arcorag&lerados sensiveis (C57BL/10 e
CBA) e relativamente resistentes (DBA/2), com uiabeacdo do parasito; e extremamente
reduzida na linhagem resistente (C3H.He) onde @eratizacdo ndo ocorreu, mantendo-se o
parasito restrito ao linfonodo drenante na fasidata infeccao.

A persisténcia de parasitos ap0s a cura clinican@ importante caracteristica da
infeccdo porleishmaniao que torna a doencga recorrente, sendo consalerad importante
infecc@o oportunista em diversos paises (Badawise, 4986; Albrecht, 1998). Amastigotas
e/ou antigenos parasitarios podem ser detectadosioatnizes ou linfonodos de pacientes
tratados ha varios anos, confirmando que a curacalinem sempre € necessariamente
acompanhada de cura parasitoldgica (Oliveira-Netwls., 1998; Schubach e cols., 1998;
Schubach e cols., 2001, Amato e cols., 2003; Derewols., 2003; Mendonga e cols., 2004).
Como a infeccao pdreishmaniainduz uma forte resposta imunoldgica celular, @sta claro
por que os parasitos ndo sio completamente eliosnad possivel que a protecdo a novas
infec¢cbes, caracteristica em individuos curaddsjaeselacionada com essa persisténcia dos
parasitos, levando assim, a uma constante re-dagéuoido sistema imunologico. Mendoncga
e cols. (2004) discutem que a persisténcia do panaaderia ser benéfica para pacientes que
vivem em areas endémicas, uma vez que esses mamt@&moria T imunoldgica. Os autores
acreditam que a eliminacdo completa do parasitenqedornar o paciente mais vulneravel a
reinfeccdo. Estudos indicam que um dos fatoresoguéribui para que isto ocorra seja a
geracao de células T regulatérias durante a infe@siquais limitam a resposta imunoldgica
suficientemente para manter a persisténcia dosipesaBelkaid e cols., 2002). A funcéo
destas células T regulatorias se deve em parteppatiucdo de IL-10. Provavelmente estes
parasitos seriam mantidos por longos periodos,iggioaixos niveis, dentro de células como
fibroblastos (Bogdan e cols., 2001) e células dénds (Baldwin e cols., 2004) devido a acao
da resposta imunolégica do hospedeiro. Caso o Hespe sofra algum tipo de
Imunossupressao, seja por subnutricdo (Cref e,t®85), doencas autoimunes (Fernandez-
Guerrero e cols., 1987), terapia contra rejeicadrdesplantes (Hernandez-Perez e cols.,
1999; Morales e cols., 2003) ou por associacadra®doencas, especialmente a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Desjeux, 2004), o piémagolta a se multiplicar e ocorre uma
recidiva da doenca, muitas vezes mais grave. Neepte estudo, também foi possivel
observar a infeccdo de fibroblastos e a persisiéos parasitos nos linfonodos de

Cardoso, FO

93



Discussao

camundongos da linhagem C3H.He apds 120 dias decid. Deste modo, a infeccdo nestes
camundongos poderia estar sendo mantida pela &dete células dendriticas e fibroblastos,
que deste modo, estariam contribuindo para a mag@mede uma memdria imunoldgica
duradoura, assim como sugerido por Moll e colabmesl(1995).

Estudos sobre a natureza do infiltrado celularmshimaniose cutanea humana tém sido
realizados principalmente através de analisesadgnfentos de biopsias de lesdo. Embora seja
mais evidente a predominancia de macrofagos, @mpgasie outras células como linfocitos T
CD4" e CD8, plasmdcitos, eosindfilos, mastdcitos e poucasla£lB, tem sido relatada
(Lima e cols., 1994). As analises histopatologieadizadas neste estudo demonstraram que
na fase inicial da infecgcéo, independentementeirdadem de camundongo estudada, as
primeiras células a serem recrutadas para o poaténaculacdo do parasito foram os
eosinofilos, os quais persistram ao longo da gdece encontravam-se intimamente
associadas a macrofagos. Situacdo semelhante $ervalola por Grimaldi e colaboradores
(1984) ao estudarem a infeccdo de camundongoalbfectados subcutaneamente dom
mexicana e posteriormente por Cupolilo (2002) em estudes rdinfeccdo comL.
amazonensjssugerindo que a acao conjunta dessas célulatadsteorecendo a destruicdo
dos parasitos. Além desses autores, Pompeu e(t8%l, 1992) e Mehregan e cols. (1999)
também evidenciaram a presenca de eosindfilos fitrado das lesdes de leishmaniose
cutaneo difusa (LCD) pdr. amazonensis

Além dos eosindfilos, outras células encontradas ggamde quantidade em nosso
estudo, principalmente nas fases iniciais da idfecforam os mastocitos. Mastocitos sao
células constantemente observadas nos tecidos nteog; e, segundo alguns autores,
linfécitos T ativados estimulariam essas céluldiberarem aminas vasoativas, que atuariam
sobre o endotélio vascular, permitindo a passagerintbcitos T efetores em resposta as
linfocinas sintetizadas no local de infeccdo (Asleen& Van Lovern, 1983). Apesar da
presenca efetiva durante a infec¢dolpgishmaniao papel dos mastocitos durante a infeccéo
€ bastante discutido. Estudos mostram que os nitastoeosindfilos e células NK (Paul e
cols., 1993, Laskay e cols., 1997) produzem IL-4asa inicial da infeccdo. Por este motivo,
tais células foram relacionadas primeiramente aavagnento da infeccdo pbeishmaniade
modo que sua persisténcia no processo inflamap@de contribuir para o desenvolvimento
de uma resposta do tipo IhWershil e cols. (1994) demonstraram que em caonguh
infectados porlL. major, os mastocitos agravam as lesdes e favorecemsestpacia do
parasito. Sendo assim, estas células estarianilmgntio para a suscetibilidade dos animais a
infeccdo. No entanto, alguns autores mostram qumapel dos mastocitos pode variar

conforme a linhagem de camundongo estudada. E&tda<inibem a producédo de IRNem
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BALB/c, mas ndo em C57B&/Saha e cols., 2004) infectados cbndonovani Além disso,
liberam grande quantidade de TMF<contribuindo para o desenvolvimento de uma reapos
inflamatodria mais acentuada (Bidri e cols., 199&r$til e cols., 1994). Em nosso modelo, é
possivel que os mastdcitos ndo estejam auxiliamddestruicdo do parasito diretamente, ja
que estado presentes igualmente em todas as lihdgecamundongos estudadas. Por outro
lado, podem estar auxiliando, principalmente namgiras horas de infeccéo, no influxo de
polimorfonucleares para o sitio de inoculacdo dagito, devido a sua capacidade de liberar
uma gama de citocinas responsaveis pela quimiotkestas células na tentativa de conter a
infeccao.

No presente trabalho, outra célula observada em awmiinfiltrado inflamatorio foi o
plasmacito. A presenca dessas células tem sidtadelanas lesdes de LCD (Azadeh e cols.,
1985; Ridley, 1987; Nilsen & Mshana, 1987; Mehregatols. 1999) embora com significado
pouco esclarecedor e em menor nimero que o obsemaablbishmaniose cutanea localizada
(LCL) (Nilsen & Mshana, 1987). De acordo com Azadelcols. (1985), baseados nas
observactes sobre os padrdes histopatolégicospesta a leishmaniose descritos por Ridley
e colaboradores (1980), o surgimento de plasmocésslta na producdo de anticorpos e
consequentemente preparam as lesdes para uma raatjgeno-anticorpo. Esse quadro
culminaria em necrose tecidual com inibicdo daastpepitelidide, conforme observado nas
formas “lupdides” da leishmaniose cutanealpdropica, e, portanto, um pior prognostico. A
presenca de plasmocitos foi detectada nas lesdegr@@s e linfonodo drenante, mais
significantemente apds 90 e 120 dias de infecc@ndass mais evidente nas linhagens
consideradas sensiveis (C57BL/10 e CBA), o queobora o fato de estes camundongos
apresentarem maiores titulos de anticorpos lashmaniaque os camundongos mais
resistentes (DBA/2 e C3H.He) e maior numero delaglB nos linfonodos, como observado
pela técnica de imunohistoquimica. A presenca sasthllas em nosso modelo pode estar
relacionada a maior sensibilidade a doenca vetidiggestes animais. Situacdo semelhante foi
observada por Abranches e cols. (1998) e Lanattdse (1979) na doenca humana e canina,
tanto em condi¢Oes naturais quanto experimentais.

Muitos estudogn situ sobre a composi¢ao do infiltrado inflamatorio tédogealizados
com o intuito de caracterizar as células ali pre=serEm nosso estudo, através da analise
confocal da marcacdo imunofenotipica de linfécifos.evidenciada uma predominancia da
subpopulagdo de linfocitos T CD4obre a subpopulagdo CDB8o linfonodo popliteo das
linhagens de camundongos estudadas, apos 120ediafedgcao.

O papel das células T CD4 células T CD8na imunopatologia da leishmaniose

cutanea tem sido investigado no modelo murinho &isamaniose humana. Nesta ultima,

Cardoso, FO

95



Discussao

alguns autores mostram que independente da forineaclapresentada pelo paciente ha
sempre um predominio das células T CR#n relacdo as células T CD@Barral e cols.,
1987; Ritter e cols., 1996). Estudos mostram qupaggentes apresentam uma porcentagem
mais elevada de células T CD#a fase ativa da doenca, tanto na leishmanioseea@ C)
como na leishmaniose mucosa (LM) (Da-Cruz e c@B0p). Entretanto, durante o processo
de cura observa-se um aumento de células T'@Dd@minuicdo de células T CD4oram
observados em pacientes com LC, quando linfocitogyianeos foram estimulados com
antigenos deeishmaniarefor¢cando ainda mais a hipotese de que as séluDS8 estariam
associadas com o processo de cura nesta formastmémiose (Da-Cruz e cols., 1994). De
forma semelhante a que ocorre em humanos, trab&hosnostrado que na leishmaniose
tegumentar murina, as células T CO8mbém estariam envolvidas no processo de cura e
resisténcia a infeccdo (Mdller e cols., 1993, Changpls., 1993). A analise fenotipica das
subpopulacdes de linfécitos T no linfonodo e lggdmaria de camundongos infectados com
L. major, revelaram que camundongos resistentes (CBA) epi@asm uma populacdo de
células T CDS8 trés vezes maior que os animais sensiveis (BALBithze dias apds a
infeccdo (Milon e cols., 1986). A comprovacdo d@egladestas células no controle da
infeccdo também foi feita através da administracio anticorpos anti-CD8, ficando
constatado que tanto os camundongos sensiveis osmesistentes desenvolveram lesdes
mais graves (Titus e cols., 1987). Embora essesriexpntos mostrem a importancia dessas
células na imunopatologia da leishmaniose, o mepanipelo qual induzem uma resposta
protetora ainda ndo estd bem esclarecido. Presangexs as células T CD&tuem em
associacdo com as células T CDdara destruir os macréfagos parasitados através da
producdo de IFNre ativacdo de macréfagos (Fong & Mosman, 1990jrcOmecanismo
provavel seria a acgdo citolitica do linfécito T CDB8obre os macréfagos parasitados
(Conceigao-Silva e cols., 1994). Dados da liteetmostram que no modelo murino as
células T CD2 estdo relacionadas com o agravamento da leséss @itols., 1984; Liew e
cols., 1984). O emprego de anticorpos monoclonai-GD4, induziu uma resposta
imunoldgica eficaz em camundongos BALB/c infectagos L. major, 0 que comprova o
papel das células T CD4nos mecanismos de progressdo das lesdes em cargosdo
sensiveis (Silva e cols., 1994). Também foi demradstque as células T Cbredeiam a
resposta inflamatoria e também sdo responsaves qedcetibilidade dos camundongos
infectados poL. amazonensi€Soong e cols., 1997).

A marcacdo imunofenotipica de células dendriti€z®) (e macrofagos no linfonodo
drenante demonstrou que todas as linhagens de dangos estudadas apresentavam ambas

as populacdes celulares. Embora os camundongosLCHEYB CBA exibissem uma marcacgao
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de CD mais evidente em algumas células, os camgodo857BL/10 apresentaram uma
maior intensidade de marcacdo de macréfagos. Arnvaiensidade de marcagdo pode ser
devido a maior expressao de receptores de sugenisisas células. Sendo assim, ndo houve
diferencas quanto a presenca destas células enttanmundongos sensiveis e resistentes no
presente trabalho, de modo que a presenca de cépftasentadoras de antigenos (CAA)
pode ser observada em quantidades semelhantes Desia, a capacidade de apresentar
antigenos as células T é a mesma em todas as dmhade camundongos estudadas
Provavelmente, a diferenca no padrao de suscd#blii e resisténcia observado poderia estar
relacionada a uma falha na apresentacao destemmtdgl nos mecanismos de destruicdo dos
macroéfagos, visto que parasitos do génaighmaniasdo capazes de diminuir a producao de
radicais oxigenados e nitrogenados pelos macrof@@lpger & Tanner, 1987; Proudfoot e
cols., 1996), interferindo ainda na expressao deCMld tipo Il e moléculas co-estimulatorias
induzidas por IFN¢ (Reiner e cols., 1987; Kaye e cols., 1994).

Outro tipo celular encontrado no infiltrado inflaidi@o das lesées em marcac@esitu
foram os linfécitos Tyd. Embora pouco se saiba sobre a funcéo imunol@igstas células,
elas sdo conhecidas por secretarem citocinasdais t.-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, TNF«,
IFN-y e GM-CSF (Has e cols., 1993). A presenca de [litdf§cTyd em certas lesdes tem
sugerido seu papel em infec¢des bacterianas (ldas.e 1993; Fu e cols., 1994), bem como
em infeccOes parasitarias (Roberts e cols., 199®).infeccdes por leishmania, seu papel €
controverso. Darabi e colaboradores (2002) dememasir que pacientes com LCD, sem
tratamento com glucantime, apresentavam uma expadedlinfécitos Tyd no sangue
periférico, enquanto em pacientes tratados estagéncontravam-se dentro dos niveis de
normalidade. Os mesmos resultados foram obtidoshém em pacientes acometidos pela
forma visceral da doenca (Russo e cols., 1993) paaientes infectados cdm amazonensis
(Uyemura e cols., 1992). No modelo murino, enttetaa presenca destas células tem sido
relacionada a resisténcia. Camundongos CBA/J eesést a. major quando submetidos a
deplecdo com anticorpo monoclonal anti-W0Rtiveram a cura de suas lesbes
significativamente retardadas, resultando no dedeinvento de lesGes extensas com carga
parasitaria elevada (Rosat e cols., 1993), denmatkirque os linfocitosyd estao envolvidos
na primeira linha de defesa contra esta espécigadasito. A expansdo de célulagTem
sido observada em camundongos geneticamente nesgsteinfeccdo pdr. major, indicando
que podem estar envolvidas na defesa do hosped®itta o parasito (Rosat e cols., 1993).
Resultados similares também foram demonstradosdpersos pesquisadores no modelo

murino. Significante aumento de linfocitogdrativados foi também observado nos 6rgaos
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linféides e lesdes de pele de camundongos infestaoid.. major (Rosat e cols., 1995).

Nossos resultados de imunomarcacdo deste tipo aceldémonstraram que o0s
camundongos considerados mais suscetiveis a infe@C&7BL/10) apresentaram uma
expansao destas células no linfonodo drenanteia,lsagerindo seu papel na suscetibilidade
destes animais a infeccdo poramazonensisA imunomarcacao de células no sitio de leséo
priméria (pata) ndo evidenciou nenhum tipo celuBomente foi possivel observar a
marcacao de parasitos nestes tecidos. O que podéx@eado pelo fato de que, conforme
visto na histopatologia aos 120 dias de infeccatecamo das patas dos animais sensiveis
apresentava completamente destruido pela infeccéie, opraticamente, s6 observamos
macréfagos parasitados. Sendo assim, a ndo marcdedaélulas pela técnica de
imunohistoquimica pode ser devido a essa destruig@tdual e predominancia de
macrofagos, que provavelmente sofreram algum tgponddificacdo em seus receptores de
superficie induzida pelo parasito e provavelmenpteigso ndo foram marcados pelo anticorpo
especifico.

Estudos mostram que o estabelecimento ou ndo denfiecgéo pode ser determinada
primariamente por fatores imunorregulatérios déesis imunologico cutaneo, pois a pele
participa ativamente dos processos imunolégicoss (RoKapsenberg, 1995). Tem sido
demonstrado que os queratindcitos e as célulasadgethans sdo produtoras de varios tipos
de citocinas que podem ser decisivas no controleaqurogresséo da infeccao (Grone, 2002).

Técnicas de imunohistoquimica mostraram que camguoC57BL/6 infectados com
L. major que desenvolveram cura espontanea, tinham um aoirdarexpressao de antigeno
de MHC classe Il (la) pelos queratindcitos e umamauantidade de linfocitos T CD4
linfécitos T citotéxicos na derme. Todavia, na dgem de camundongos BALB/c, a
progressao da lesé@o estava associada com pequamadgde de linfécitos T e auséncia de
queratindcitos expressando la (McElrath e cols.8719 Em relacdo a leishmaniose
tegumentar humana, dados da literatura sugeremaqgeeolucdo da doenca depende da
capacidade da pele em produzir adequadamentecossajue medeiam a reacdo imunoldgica
no sitio de inoculacdo do parasito (Tapia e cdl994b). A anergia observada na LCD
provavelmente advém de uma falha na producdo deirwds pelos queratinécitos, o que
consequentemente afeta a funcédo das células afa@sexs de antigenos (Modlin e cols.,
1985). A epiderme dos pacientes com LCD além deydwogpoucas células dendriticas,
apresentam deficiéncia na producdo de citocinasnfieimatorias (Castés & Tapia, 1998)
Também foi detectado que os queratindcitos desseienies ndo expressam moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1) e HLA-DR (Tapia e cpls994a), evidenciando desta forma

gue a pele pode exercer um papel importante nag@a¢se da leishmaniose. Nossos
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resultados demonstram a presenca de macrofagositpdos na epiderme, provavelmente
originarios de uma migracédo da derme. Tal demog@iré compativel com o que ocorre em
casos humanos (Goncgalves da Costa — comunicac¢soapeda LCD, assim como no modelo
experimental, onde a ocorréncia de células padasitaa epiderme é frequente. Deste modo,
a anergia do sistema imunolégico neste modelo eavoima deficiéncia na resposta
imunolégica da epiderme.

Diante dos resultados obtidos em nosso estudo, npmgleconcluir que existem
diferencas marcantes na infeccdo pommazonensjsprincipalmente no que concerne aos
mecanismos imunoldgicos envolvidos na cura ou pssgio da infecgcdo; mecanismos estes
gue diferem do modelo aceito na literatura em ewpertos comL. major, onde uma
polarizagdo da resposta IFfih2 € evidenciada. Desta forma, o estudo da imunidaligac e
humoral da leishmaniose no modelo murino se faoitapte para uma melhor avaliacdo dos
mecanismos envolvidos na resisténcia e suscetiidich diferentes espécieslagshmania
Este estudo permite melhor compreensédo dos meaasisnunopatolégicos envolvidos nas
diferentes formas clinicas da doenca e seu ampects de respostas imunoldgicas. A
aquisicdo destes conhecimentos pode auxiliar noendetvimento de estudos de
quimioterapia e imunoterapia, aléem de ensaios dmagdo eficientes contra as diferentes

formas clinicas das leishmanioses.
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1. Na fase inicial da infeccdo pdreishmaniaamazonensigs células predominantemente

encontradas em todas as linhagens de camundorago®esindfilos e mastdcitos;

bY

2. Camundongos sensiveis a infeccdo poramazonensisapresentam altos niveis de
anticorpos, assim como grande quantidade de liof&dyd, células B, plasmdcitos sugerindo

um papel destes na suscetibilidade a doenca;

3. Ha uma predominancia de linfécitos T CD4+ sobrd dSD8+ em todas as linhagens de

camundongos;

4. A resposta imunologica &. amazonensisdemonstra uma compartimentalizacdo e

consequente diferenca na producao/expressao @masgmos diferentes locais estudados;

5. Ndo ha uma predominancia no padrao de citocinpsesso/produzido nas linhagens de

camundongo utilizadas, havendo uma producdo mestitacinas Th1/Th2;

6. A persisténcia dos parasitos em fibroblastos knflmodo dos camundongos resistentes a
infeccdo pol.. amazonensipode estar contribuindo para a manutencdo da mamori

imunologica;

7. Os camundongos C3H.He exibem uma baixa producémtal@nas, o que sugere que 0
controle da infec¢do seja devido a uma rapidate fesposta imunologica inata;

8. Ha4 uma associacéo entre 0 aumento da expresdad, amlageno | e Ill com a expressao
de TGF$ no figado e linfonodo de C57BL/10 e C3H.He, uma gee esta citocina induz a

producédo destas proteinas;

9. O aumento da expressdo de colageno lll e a digéoula expressédo do colageno tipo | na
pata, na fase tardia da infec¢do, estdo relacienad@resenca massiva de histiocitos
parasitados, uma vez que a presenca do colagendlitgsta relacionado com a sustentacéo

destas células.
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