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AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE OSTEOPONTINA NA INFECÇÃO IN  VITRO E 
IN  VIVO POR Leishmania sp. TAÍS FONTOURA DE ALMEIDA. Camundongos da 
linhagem CBA/J são resistentes à infecção porX. major e susceptíveis à infecção por Z,. 
amazonensis, apresentando distintos padrões morfológicos de resposta tecidual e da 
resposta imune. O infiltrado inflamatório nestes animais é composto principalmente por 
macrófagos. Macrófagos desempenham importante papel na infecção por Leishmania 
por serem as principais células hospedeiras do parasito, por apresentarem antígenos a 
linfócitos T específicos e por secretarem citocinas e quimiocinas. Pouco se sabe sobre 
os mecanismos envolvidos no recrutamento de macrófagos para o sítio da infecção, 
embora este seja um importante fenômeno para a manutenção e disseminação da 
infecção por Leishmania. Osteopontina (OPN) é uma proteína envolvida em migração e 
adesão celular e que tem sido relacionada à atração de macrófagos para sítios 
inflamatórios em resposta a diferentes estímulos patológicos, sendo os macrófagos o 
tipo celular que predominantemente responde a OPN. Este trabalho teve como objetivo 
avaliar a participação de osteopontina durante a infecção in vitro de, macrófagos por 
Leishmania sp. e durante a infecção in vivo de camundongos CBA/J por este mesmo 
patógeno. Macrófagos peritoneais inflamatórios e camundongos CBA/J foram 
infectados por L. major ou L. amazonensis e a expressão de OPN foi avaliada, in vitro, 
através da expressão de RNAm e, in vivo, através de imunohistoquímica para OPN em 
células de infiltrados inflamatórios e de linfonodos de drenagem das lesões destes 
animais. Foi observado que há uma maior expressão de RNAm para OPN em tempos 
tardios após a infecção de macrófagos e em linfonodos de animais infectados por L. 
amazonensis. Por regressão linear, foi observada que essa maior expressão e maior 
número de células expressando OPN no linfonodo de drenagem são dependentes do 
tempo de infecção por L. amazonensis. Estes dados sugerem que OPN está envolvida na 
resposta de susceptibilidade de camundongos CBA/J à infecção por L. amazonensis e 
aponta para a necessidade de ampliar o conhecimento sobre o papel desta proteína no 
contexto da infecção por Leishmania.
1. Camundongo CBA/J. 2. Leishmania major. 3. Leishmania amazonensis.
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ABSTRACT
EVALUATION OF OSTEOPONTIN EXPRESSION DURING IN  VITRO AND IN  
VIVO INFECTION BY Leishmania sp. TAÍS FONTOURA DE ALMEmA. CBA 
mice are resistant to L. major infection and susceptible to L. amazonensis, presenting 
distinct pattems of tissular and immune responses. There is evidence that the early 
events post-infection are crucial to the course of the disease. Macrophages play a central 
role in Leishmania infection, since they are the cells that harbor parasites, present 
antigens to specific T lymphocytes and also have capacity to secrete cytokines and 
chemokines. Little is known about the mechanisms involved in macrophage recruitment 
to the site of infection despite it is important for the maintenance and dissemination of 
Leishmania infection. Osteopontin (OPN) is a protein involved in cellular migration and 
adhesion that has been related to attraction of macrophages to inflammatory sites in 
response to different pathological stimuli. Since macrophages are the main cell which 
responds to OPN stimulus, the goal of this work was to evaluate OPN participation 
during both in vitro and in vivo Leishmania infection. Peritoneal inflammatory 
macrophages and CBA/J mice were infected by L. amazonensis or L. major. In vitro, 
OPN expression was evaluated by RT-PCR analysis. In in vivo studies, the expression 
of OPN protein was detected in cells of the inflammatory infiltrates and draining lymph 
nodes of infected animals. During infection of peritoneal inflammatory macrophages it 
was observed a higher expression of OPN mRNA in later times of L. amazonensis 
infection. According to this result, the number of OPN expressing cells was higher in 
draining lymph nodes oîL . amazonensis infected animals. By linear regression analysis 
it was observed that the increase in both in vitro OPN mRNA and in vivo lymph node 
OPN expression depends on the time of L. amazonensis infection. These data suggest 
that OPN is involved in the susceptibility of CBA/J mice to L. amazonensis infection 
and points out to the need to broad the knowledge about the role of this protein in the 
context of infection by Leishmania.
1. CBA/J mice. 2. Leishmania major. 3. Leishmania amazonensis.



APC células apresentadoras de antígeno (antigen-present cells)
BCG bacilo de Calmette Guérin
Camp adenosina monofosfato cíclico
CRI receptor do complemento 1
CR3 receptor do complemento 3
DMEM meio de cultivo de células (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
ELISA ensaio de imunoabsorção ligado a enzima (enzyme-linked immunosorbent 

assay)
ETA-1 fator de ativação inicial de linfócitos T (Early T Lymphocyte Activation-1)
FMLP formil-metionil-leucil-fenilalanina
gp63 glicoproteína 63
HSV-1 virus herpes simples-1
Hepes N-2hidroxetillpiperazina;N’-2-etano ácido sulfônico
IFN-y interferon-gama
IL interleucina
INOS oxido nitrico sintetase induzivel
LPG lipofosfoglicano
LPS lipopolissacarídeo
MAC-1 receptor do complemento 3
MCP proteina quimiotática de monócitos
MIP proteina inflamatória de macrófagos
NADPH dinucleotideo nicotinamida-adenina fosfato reduzido
NK células matadoras naturais (natural killer cells)
NO óxido nitrico
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OPN osteopontina
PBS salina fosfatada a 150mM, pH 7,4 (phosphate buffered saline)
RANTES quimiocina regulada pela ativação de linfócitos T normais (regulated on 

activation, normal T cell expressed and secreted)
RGD seqüência de aminoácidos Arg-Gly-Asp 
RNAm RNA mensageiro
SCID imunodeficiência severa combinada (severe combined immunodeficiency) 
TGF-P fator de crescimento tumoral-beta 
Th linfócito T auxiliador 
TNF-a fator de necrose tumoral-alfa



1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS

A leishmaniose é uma doença endêmica causada por protozoários do gênero 
Leishmania. Está presente em 88 países de cinco continentes -  África, Ásia, Europa e 
Américas do Norte e do Sul -  atingindo 12 milhões de pessoas. Estima-se que, 
anualmente, ocorram 1.5-2 milhões de novos casos de leishmaniose, porém somente
600.000 são oficialmente declarados. No período de 1985 a 2001, o Ministério da Saúde 
e a Fundação Nacional de Saúde registraram um aumento na incidência de leishmaniose 
tegumentar de 10,45 para 21,23 casos/100.000 habitantes, sendo a região Nordeste a que 
vem contribuindo com o maior número de casos (Guia de doenças, 2002).

A doença pode envolver pele e mucosas, na forma tegumentar, ou órgãos 
internos, na forma visceral (Bittencourt et al, 1995). Apresenta-se sob quatro formas 
clínicas diferentes: a leishmaniose cutânea localizada, a leishmaniose cutânea difiisa, a 
leishmaniose cutâneo-mucosa e a leishmaniose visceral. A gravidade da doença, sua 
distribuição mundial e alta incidência levaram a Organização Mundial de Saúde a 
incluí-la entre as seis mais importantes endemias do mundo.

O gênero Leishmania (Ross, 1903) compreende espécies de parasitos 
digenéticos pertencentes à Família Trypanosomatidae (Doflein, 1901; Woodcock, 
1906). No Velho Mundo L. tropica, L. aethiopica e L. major são os agentes causadores 
da leishmaniose cutânea localizada. Atualmente, as espécies do Novo Mundo são 
classificadas em complexos fenotípicos, agrupados em dois subgêneros: subgênero 
Viannia, que inclui os complexos braziiiensis e guyanensis e subgênero Leishmania, 
que inclui os complexos mexicana, infantum e amazonensis. No Novo Mundo os 
parasitos dos complexos braziiiensis e mexicana são associados aos casos de
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leishmaniose cutânea localizada e difiisa, como por exemplo L. mexicana e L. 
amazonensis (Bittencourt et ai, 1995). No Brasil, a ocorrência de lesÕes tegumentares 
está relacionada à infecção por L. amazonensis e também à infecção por L. hraziíiensis 
(Barrai et ai, 1991). Independente do agente infeccioso, a leishmaniose cutânea 
localizada e a leishmaniose cutânea mucosa são caracterizadas por uma resposta 
inflamatória intensa e poucos parasitos presentes na lesão (Coutinho et al, 1987), 
enquanto na leishmaniose cutânea difusa ocorre uma infiltrado predominantemente 
monomórfico de macrófagos muito parasitados, sem a ocorrência de ulcerações.

1.1.1 O modelo murino de leishmaniose tegumentar

Na leishmaniose tegumentar murina, são estudados camundongos isogênicos que 
apresentam padrões distintos de resposta á infecção por uma ou mais espécies de 
Leishmania, uma vez que estes padrões reproduzem muitas características importantes 
das manifestações clínicas observadas em humanos.

Um considerável espectro de manifestações da doença pode ser produzido a 
depender da espécie do parasito e da linhagem de camundongo utilizada. Linhagens 
como C3H/He, C57BL/6, C57BL/10, ATL e CBA/J são resistentes á infecção por L. 
major e são susceptíveis à infecção por parasitos do complexo mexicana, como L. 
mexicana e L. amazonensis (Behin et al, 1979; Mitchell et al, 1981). L. amazonensis 
induz uma variação maior no espectro da doença a depender da linhagem de 
camundongo e da cepa utilizada. A maioria das linhagens investigadas são susceptíveis, 
desenvolvendo doenças crônicas, como os camundongos das linhagens C57BL/6, 
C57BL/10 e C3H/HeN (Afonso et al, 1993; Barrai et al, 1983; Grimaldi et al, 1980);



ou doenças graves que levam à morte dos animais, como os camundongos da linhagem 
BALB/c (Andrade et a l ,  1984).

O estudo desses modelos tem fornecido muitos dados sobre a resposta imune 
contra Leishmania. Há evidências recentes de que a resposta à infecção por Leishmania 
é influenciada por eventos da resposta imune inata. Esses eventos ocorrem nos 
primeiros dias de infecção, antes da diferenciação de células T CD4^ em Thl ou Th2 
(Chatelain et a l,  1992; Sypek et a l ,  1993). Sabe-se que L. major é capaz de infectar 
células dendriticas e promover o aumento da expressão de moléculas de MHC classe I e
II e de moléculas co-estimulatórias como CD40, CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2), sugerindo 
que, na fase inicial da infecção, L. major capacita estas células a atuarem como células 
apresentadoras de antígenos (APC)s (von Stebut et a l , 1998), influenciando 
indiretamente na resposta de resistência ou susceptibilidade ao parasito.

A resistência de linhagens de camundongos infectados por L. major se 
correlaciona com a indução de sub-populações de células T “helper” 1 (T hl) - 

produtoras de interferon-y (IFN-y), enquanto que a susceptibilidade de outras linhagens 

de camundongos infectados por L. major, correlaciona-se com a indução de sub- 
populações T “helper” 2 (Th2) - produtoras das interleucinas-4, 5, 10 e 13 (Mosmann et 
a l, 1986; Reiner eí a/., 1994).

O IFN-y é a principal citocina liberada durante a resposta Thl. Ele atua de 

maneira sinérgica com o fator de necrose tum oral-a (TNF-a) para ampliar a resposta de 

resistência (Liew et a l , 1990). O mecanismo de ação do IFN-y e do TNF-a é a ativação 

de macrófagos, capacitando-os a destruir formas amastigotas intracelulares (Titus et a l, 
1989). Os mecanismos efetores clássicos dessa destruição são a liberação de 
superóxidos (O2') via o complexo NADPH oxidase, e a síntese de óxido nitrico (NO) a 
partir de L-arginina, catalisada pela enzima NO sintetase induzivel (iNOS) presente



nestas células (Bogdan et al, 1998). Entretanto, foi demonstrado em nosso laboratório, 
que L. amazonemis não é eficientemente destruida por tais mecanismos (Gomes et al, 
2003).

Na resposta imune mediada por células Th2, ocorre a produção de citocinas que 

promovem a progressão da doença. A IL-4, IL-10 e o “transforming growth factor-(3” 

(TGF-P) funcionam como citocinas que inibem a ativação de macrófago e 

desempenham um papel importante na progressão da lesão (Bogdan et al, 1991; Ding 
eta l, 1990; Liew e ta l, 1989). IL-4 modula respostas Thl e constitui o principal fator 
indutor de respostas do tipo Th2. Essa citocina age possivelmente por um efeito direto 
sobre o macrófago ou estimulando a síntese de IL-10, que atuaria inibindo a produção 

de IFN-y, regulando a ativação dos macrófagos (Fiorentino et al, 1991; Tanaka et al, 
1993). O TGF-P promove inativação de macrófago na fase inicial da infecção e inibe a 

expressão de iNOS em macrófagos ativados nas lesões cutâneas de camundongos 
susceptíveis infectados com Z. /wa/or (Barral-Netto eí a/., 1992; Stenger e ía /., 1994).

Algumas citocinas estão envolvidas na determinação do fenótipo das células T 
CD4^ e são descritas como importantes no processo de determinação do tipo de resposta 
de células T. A IL-12 é uma citocina produzida por macrófagos e células dendriticas, 

sendo determinante para a estimulação de células NK e células T hl a produzir IFN-y 

(Scharton-Kersten et al, 1995). Estudos in vivo mostraram que, em camundongos 
susceptíveis, o tratamento com IL-12 recombinante é capaz de curar a infecção por L. 
major, desde que seja realizado na primeira semana de infecção (Heinzel et al, 1993). 
Entretanto, a produção in vivo de IL-12 por macrófagos é inibida por promastigotas 
metacíclicas de Leishmania (Belkaid et al, 1998; Reiner et al, 1994). Estes dados 
indicam a importância das APCs na liberação de fatores moduladores durante o início e



desenvolvimento da resposta à infecção por Leishmania, sugerindo que a polarização da 
resposta de células T CD4^ é regulada pelo contato inicial com o patógeno.

l . l . l . l  O modelo de infecção do camundongo CBA/J

Os camundongos da linhagem CBA/J infectados por L. major apresentam um 
padrão de resistência; desenvolvem lesões cutâneas localizadas que curam 
espontaneamente e se tomam imunes à re-infecção. Os poucos trabalhos referentes à 
infecção por L. amazonemis demonstram que as lesões apresentam crescimento 
progressivo em camundongos CBA/J, sendo considerados susceptíveis (Childs et al, 
1984). Em nosso laboratório, foi demonstrado que camundongos CBA/J infectados por 
L. major ou L. amazonemis apresentam distintos perfis histológicos no linfonodo de 
drenagem e no sítio de inoculação dos parasitos na pele (Lemos de Souza et a l , 2000). 
Na infecção por L. major observa-se um infiltrado mononuclear misto, com aumento 
progressivo do número de linfócitos na lesão e formação de granulomas, que culmina na 
eliminação dos parasitas e cura espontânea das lesões. Na infecção por L. amazonensis 
observa-se um infiltrado macrofágico difuso, monomórfico, com intenso parasitismo, 
seguido de disseminação dos parasitos, que resulta na morte desses animais. Os 
mecanismos responsáveis pelas diferenças na composição de células do infiUrado 
inflamatório destes camundongos foram pouco explorados.

O padrão da resposta imune de camundongos CBA/J infectados por L. major ou 
L. amazonensis correlaciona-se com o perfil morfológico de resposta tecidual. Nos 
tempos iniciais da infecção por L. major observa-se um padrão de resposta misto em 
culturas de células de linfonodos re-estimuladas in vitro, com a presença de citocinas 
características de perfis Thl e Th2. Com a progressão da infecção, esses camundongos 

mantêm níveis elevados de IFN.-y, evidenciando uma resposta do tipo Thl. Na infecção



por L. amazonensis observa-se produção precoce de IL-4 que se mantém, caracterizando 
uma resposta do tipo Th2 (Lemos de Souza et al, 2000). Além disso, IL-10 é produzida 
por células de linfonodo de drenagem re-estimuladas in vitro por L. major ou L. 
amazonensis, sugerindo que esta citocina tem um duplo papel na resposta imune contra 
Leishmania: no contexto da susceptibilidade, favorece uma resposta Th2; na resposta de 

resistência, modula a resposta Thl (Lemos de Souza et al, 2000).
Assim, os camundongos CBA/J, por responderem de forma distinta às infecções 

por Leishmania, constituem um bom modelo para estudos comparativos entre infecções 
por diferentes espécies, enfatizando os efeitos relacionados ao parasito e minimizando 
as dificuldades dos estudos que utilizam hospedeiros de “background” genéticos 

diferentes.

1.1.2 Papel do macrófago na infecção por Leishmania

Leishmania spp. (Ross, 1903) são protozoários que sobrevivem no interior dos 
macrófagos. Estas células são importantes na resposta imune inata e adaptativa, pois 
realizam funções como pinocitose, fagocitose, destruição de microorganismos 
internalizados, digestão e apresentação de antígenos aos linfócitos T e B, secreção de 
moléculas, como componentes do complemento, citocinas e moléculas quimiotáticas.

A infecção de macrófagos por Leishmania sp. ocorre pela ligação de moléculas 
de superfície do parasito a receptores de membrana celular. O lipofosfoglicano (LPG) e 
o gp63 são as principais moléculas de superfície de promastigotas de Leishmania e 
funcionam como importantes fatores de virulência do parasito e participam no 
reconhecimento e intemalização de Leishmania pelos macrófagos (Brittingham et al, 
1995; Turco et al, 1992). Foi demonstrado que na dependência do comprimento da



molécula do LPG, há um bloqueio efetivo da lise pelo sistema complemento, por evitar 
a ligação dos componentes líticos com a membrana do parasito (Sacks et a l ,  1990). 0  
gp63 constitui uma glicoproteína com atividade proteolítica capaz de se ligar ao 
receptor de complemento expresso na superfície de macrófagos, impedindo a fixação do 
complemento e favorecendo o estabelecimento da infecção nessas células (Brittingham 
et a l ,  1995). As moléculas do sistema complemento são capazes de promover a 
opsonização do parasito, promovendo a sua adesão aos receptores do complemento CRI 
e CR3 na superfície dos macrófagos. Além disso, Leishmania também pode ser 
internalizada pela ligação com outros receptores, como os receptores Fc e os receptores 
de manose. No interior dos macrófagos, as formas promastigotas sofrem transformações 
moleculares e estruturais dando origem às formas amastigotas, obrigatoriamente 
intracelulares e imóveis, mas capazes de se multiplicar no ambiente ácido do vacúolo 
parasitóforo.

A disseminação da infecção depende da ruptura de células altamente parasitadas, 
do recrutamento de novos macrófagos ao sítio inflamatório que alberguem os parasitos 
liberados e da capacidade de macrófagos e células dendriticas de carrear o parasito a 
órgãos linfóides secundários (Rittig et a l ,  2000). Estudos in vivo demonstram que 
macrófagos, as principais células hospedeiras de Leishmania sp., compõe o infiltrado 
inflamatório de lesões de camundongos infectados por Leishmania (Andrade et a i , 
1984; Lemos de Souza et a l ,  2000) e que, juntamente com a célula dendrítica, 
participam do início e regulação da resposta contra o parasito (Alexander et a l ,  1999). 
O recrutamento de células inflamatórias vem sendo descrito como resultado da 
produção de diversas moléculas no sítio inflamatório, como quimiocinas e citocinas. 
Badolato e colaboradores (Badolato et a l ,  1996) observaram que a infecção de 
macrófagos humanos com promastigotas de L. major estimula a produção de IL-



8/CXCL8 e MCP-1/CCL2, nas primeiras horas da infecção, discutindo a possibilidade 
dessas quimiocinas estarem envolvidas no recrutamento de células-alvo que favorecem 
a replicação intracelular do parasito. No modelo murino, camundongos SCID infectados 
por L. amazonemis não apresentam diminuição do recrutamento de macrófagos no sítio 
da lesão, indicando que a infiltração destas células ocorre, principalmente, por 
mecanismos dependentes dos próprios macrófagos e independentes de células T (Terabe 
e ta l ,  2000).

A atração de células imaturas para o sitio da infecção representa uma forma de 
disseminação (Fortier et a l ,  1982). Apesar da grande quantidade de macrófagos nas 
lesões cutâneas de camundongos susceptíveis BALB/c, elas contêm, comparativamente, 
um número muito maior de macrófagos imaturos (positivos para marcação MRP 14 e 
negativos para F4/80) do que os infiltrados de pele de camundongos resistentes 
C57BL/6 (Sunderkotter et a l ,  1993). Assim, macrófagos imaturos não são capazes de 
conter a infecção pelo parasito, indicando que o recrutamento destas células para o sítio 
inflamatório não é suficiente para o controle da infecção. Além disso, foi demonstrado 
que a infecção por L. amazonemis, L. chagasi e L. hraziíiensis pode induzir um estado 
de baixa aderência de macrófagos ao tecido conjuntivo, sugerindo que a infecção dessas 
células facilita a disseminação da infecção (Carvalhal e ta l ,  2004).

Dados do nosso laboratório demonstram que, in vitro, a partir de 24 horas após a 
infecção, o percentual de macrófagos de camundongo CBA/J infectados por 
promastigotas de L. amazonensis foi duas vezes maior quando comparado à infecção 
destas células por L. major (Gomes et a l,  2003), evidenciando que macrófagos de 
camundongos CBA/J respondem de forma diferente à infecção por L. major e L. 
amazonensis e indicando a importância de aprofundar o conhecimento sobre a



participação destas células no estabelecimento e disseminação da infecção por 

Leishmania.
No modelo in vivo do camundongo CBA/J, o infiltrado inflamatório destes 

animais demonstra predominância de células MAC-1^ tanto em infecções causadas por 
L. major quanto em infecções causadas por L. amazonensis (Almeida, 2002). Apesar da 
ativação dos macrófagos que constituíam o infiltrado inflamatório não ter sido avaliada, 
outros estudos em nosso laboratório demonstraram o aumento da expressão de RNAm 
para MCP-5/CCL12 em lesões de pata apenas de camundongos infectados por L. major, 
no primeiro dia após a infecção (Welby-Borges, 2000). MCP-5/CCL12 é uma 
quimiocina produzida principalmente por macrófagos e que atrai monócitos, linfócitos e 
eosinófilos para os sítios inflamatórios (Luster, 1998; Rollins, 1997; Strieter et a l, 
1996). É possível que MCP-5/CCL12 produzida por macrófagos, presentes nas lesões 
desses animais, possa contribuir para o recrutamento e ativação de novos monócitos e 
macrófagos que, assim, poderiam se tom ar capazes de destmir os parasitos 
intracelulares. Até o momento não existem trabalhos na literatura que expliquem os 
mecanismos de recmtamento de macrófagos para o sitio da lesão de animais infectados, 
principalmente na infecção por L. amazonensis, onde há recmtamento de grande 

número destas células.

1.2 OSTEOPONTINA

A osteopontina (OPN) é uma fosfoproteína secretada de 60KDa, também 
conhecida como “Early T-Lymphocyte Activation-1 (ETA-1)” e fosfoproteína 
secretada-1 (sppl), que é codificada por um gene muhialélico presente no cromossomo
4 humano (Patarca et a l,  1993). No genoma murino, o gene sppl está localizado no



cromossomo 5, em um lócus descrito como relacionado à resistência contra a infecção 
letal por Rickettsia tsutsugamushi (Patarca et a l,  1989; Patarca et a l, 1993).

A OPN apresenta muitas regiões conservadas, tais como; seqüências de 
poliaspartato; sítios para fosforilação por cinases; sítios de N-glicosilação; muitos sítios 
de 0-glicosilação; dois domínios de ligação à heparina, além do domínio RGD e de um 
sítio de clivagem por trombina (Ashkar et a l,  1993). O domínio RGD corresponde a 
uma seqüência arginina-glicina-aspartato (Arg-Gly-Asp) e é um sítio estrutural para 
reconhecimento por receptores de superfície da familia das integrinas, sendo 
compartilhado por outros componentes da matriz extracelular, como por exemplo; 
fíbronectina, vitronectina, trombospondina e alguns tipos de colágenos. O 
reconhecimento de seqüências RGD em uma proteína promove migração e adesão 
celular, tanto entre células quanto entre estas e componentes da matriz extracelular 
(Ruoslahti, 1996). Além da sua capacidade de ligação a sub-famílias de receptores 

integrina, principalmente a integrina aV|33, OPN também pode se ligar a isoformas do 

receptor CD44. (ligação independente do domínio RGD) e a ligação a cada receptor 
contribui para diferentes efeitos funcionais da molécula.

OPN pode ser expressa em diversas formas funcionais geradas a partir de 
“splicing” ahernativo e por modificações pós-traducionais (fosforilações e 
glicosilações) durante seu trajeto até a superfície celular. Sua forma não-fosforilada é 
capaz de formar complexos com fíbronectina que, ao se ligar a receptores específicos 
nos macrófagos, aumenta a fagocitose via complemento e receptor Fc (McKee et a l, 
1996). A fosforilação tecido-específica de OPN pode ser essencial para modular sua 
função biológica. Osteoblastos secretam uma grande quantidade de formas fosforiladas 
de OPN, enquanto células renais de rato secretam formas fosforiladas e não-fosforiladas 
dessa proteína (Singh et a l ,  1990). A fosforilação de OPN é dependente de proteínas
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cinases (Singh et a l,  1990). Tanto caseína cinase II quanto proteínas cinases 

dependentes de cAMP são capazes de fosforilar OPN in vitro. A presença de sítios 

diferentes de fosforilação dependentes de proteínas cinases sugere que há geração de 

distintas formas fosforiladas desta proteína (Ashkar et a l ,  1993). Foi demonstrado que 

fosforilações específicas modulam a capacidade de OPN se associar à superfície celular 

(por ligação a integrinas) e não se associar com a matriz extracelular. A fosforilação em 

resíduos serina na ETA-1 recombinante não é requerida para que a molécula interaja 

com o CD44 e promove migração quimiotática de macrófagos (Weber et a l,  2002).
A OPN pode ser produzida, de forma constitutiva, por muitos tipos celulares, 

inclusive células endoteliais, osteoblastos, fíbroblastos e células epiteliais e pode ter a 

expressão regulada em células mononucleares inflamatórias, como macrófagos ativados, 
células dendriticas, células T (Patarca et a l ,  1989; Singh et a l ,  1990; Weber et a l ,  
1996; Weiss et a l , 2001) e células NK (Pollack et a l ,  1994).

Inicialmente, foi descrita uma relação entre a infecção letal por R. tsutsugamushi 
e a expressão de um alelo específico de OPN (Patarca et a l,  1989). Camundongos que 

expressam o alelo Eta-1° (BALB/cJ, C57BL/6J e CBA/CaJ, por exemplo) são descritos 

como resistentes à infecção por R. tsutsugamushi, apresentando uma alta expressão de 

RNAm para OPN, a partir de 24 horas e até 6  dias após infecção. Camundongos CBA/J 

possuem o alelo Eta-J^ e não expressam níveis significantes de RNAm para OPN, nos 

três primeiros dias após a infecção por R  tsutsugamushi, sendo descritos como 

susceptíveis à infecção por este patógeno (Patarca et a l,  1989). Os autores sugeriram 

que, em infecções bacterianas, a expressão do gene para ETA-1 precede uma resposta 

rápida dependente de célula T (Patarca et a l ,  1989). Em estudos posteriores, os mesmos 

autores sugeriram que, uma vez que a produção de OPN por macrófagos esplénicos e do
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fígado pode ser induzida por LPS, OPN seria capaz de mediar destruição de bactérias 

Gram-negativas pelos macrófagos (Patarca e ta l ,  1993)
Estudos em modelos de doenças inflamatórias demonstraram que OPN é 

encontrada em sítios inflamatórios decorrentes de lesão tecidual ou agentes infecciosos. 
OPN apresenta um importante papel na infiltração de macrófagos em resposta a 

estímulos patológicos (Giachelli et a l ,  1998). Os níveis protéicos de OPN estão 

aumentados em células de linhagem monocítica/macrofágica, em células T ativadas ou 

na matriz extracelular próxima a estas células em muitas doenças inflamatórias crônicas. 
Foi demonstrado que células T residentes de granulomas não-imunes possuem alta 

expressão de OPN (Jansson et a l ,  2002) e que a molécula está elevada em respostas 

granulomatosas e em certas infecções por microorganismos intracelulares, como no 

caso de vírus herpes simples (H SV -1), BCG, M  bovis e L. monocytogenes (Ashkar et 
a/., 2000; Nau eí a/., 1997).

Foi sugerido que OPN está relacionada a inflamação, em particular como um 

fator migratório e adesivo para macrófagos humanos e murinos in vitro. Após 24 horas 

de injeção intradérmica de 300ng de ETA-1 em camundongos BALB/c, foi observado 

um infiltrado inflamatório, localizado principalmente em tecido conjuntivo fi-ouxo ao 

redor de vasos sanguíneos, e composto basicamente por neutrófilos e macrófagos, sendo
o número de macrófagos 25X maior na injeção de ETA-1 do que nos controles (PBS), 
enquanto o aumento do número de neutrófilos foi menos expressivo, apenas 5X (Singh 

et a l ,  1990). Estes autores também demonstraram que OPN promove adesão de 

macrófagos e que o domínio RGD é essencial para esta ligação (Singh et a l ,  1990), 
fomecendo evidências de que OPN pode ser uma molécula de citoadesão para 

monócitos/macrófagos.
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A injeção intradérmica de OPN purificada induz o acúmulo local de macrófagos 

em ratos e facilita a adesão e migração de células “macrophage-like” in vitro (Giachelli 
et a l,  1998). Além disso, a injeção intradérmica de N-formyl-met-leu-phe (fMLP) induz 

a migração de um infiltrado macrofágico, onde a maioria das células expressa altos 

níveis de OPN (Giachelli et a l ,  1998). Em outro modelo, a injeção intraperitoneal de 

OPN se mostrou capaz de induzir um infiltrado celular composto principalmente por 

macrófagos (65%), mas também por linfócitos T e B (Weber et a l ,  2002). Em adição, 
foi demonstrado que OPN participa na quimioatração e migração de células dendriticas 

para o sitio inflamatório (Weiss et al., 2001) e no estímulo de outras funções do 
macrófago, tais como fagocitose (CarJson et a l , 1997) e produção de citocinas e 

enzimas proteolíticas, que estão envolvidas em cura por cicatrização (Weber et a l,  
2002).

A participação de macrófago na inflamação envolve a migração destas células 

do sangue periférico para os tecidos infectados, onde elas produzem citocinas que 

regulam diversos processos, inclusive atividade anti-microbicida, crescimento e 

diferenciação celular e cura de lesões. A migração do macrófago depende de um 

engajamento coordenado de diferentes classes de receptores de superfície celular por 

moléculas, tipicamente citocinas e quimiocinas, e pela matriz extracelular que 

determinam a migração e adesão em diversos compartimentos anatômicos (Ashkar et 
a l,  2002). Assim, uma vez que macrófagos são células importantes durante a infecção 

por Leishmania e são as principais células que predominantemente respondem a OPN, a 

proposta deste estudo foi avaliar a participação desta proteína na infecção, in vitro, de 

macrófagos peritoneais inflamatórios e, in vivo, de camundongos CBA/J por L. major 
ou L. amazonensis.
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O conhecimento mais aprofundado sobre a resposta imune na leishmaniose vem  

sendo adquirido através de estudos que utilizam o modelo murino de infecção 

experimental que têm demonstrado a importância tanto da resposta imune do hospedeiro 

quanto da espécie de Leishmania em regular a infecção e progressão da doença. Muitos 

estudos demonstram que o resultado da infecção murina depende do balanço Thl/Th2 

da resposta imune. Entretanto, o comprometimento do sistema imune com um destes 

dois tipos de resposta é determinado por eventos que ocorrem em momentos inicias do 

contato entre o parasito e o sistema imune do hospedeiro, uma vez que a ativação da 

resposta imune inata é pré-requisito para estimular a resposta imune adquirida (Janeway 

et a l,  2 0 0 2 ).
Camundongos CBA/J infectados por L. major ou L. amazonensis apresentam 

distintos perfis histológicos no linfonodo de drenagem e no sítio de inoculação dos 

parasitos na pele. Esses perfis são relacionados, respectivamente, à resistência e 

susceptibilidade, inclusive pela produção de citocinas de perfil Thl e Th2 (Lemos de 

Souza et a l ,  2000). Independente do tipo de resposta, os macrófagos desempenham 

papel importante na infecção por Leishmania sp. tanto por serem as principais células 

hospedeiras do parasito e efetoras na sua destruição, quanto por atuarem como APCs a 

linfócitos T específicos (Solbach e ta l ,  1995). Um recente trabalho do nosso laboratório 

demonstrou, in vitro, que macrófagos de camundongos CBA/J são eficientes na 

destruição de L. major, enquanto L. amazonensis é resistente aos mecanismos 

leishmanicidas destas células (Gomes et a l , 2003). Isso sugere que o primeiro contato 

do parasita com o macrófago pode levar a célula hospedeira a produzir, de forma 

diferenciada, fatores que teriam papel no desenvolvimento da resposta imune específica.
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A OPN é uma molécula imuno-moduladora produzida por macrófagos e outros 

tipos celulares e que tem papel no recrutamento e ativação de macrófagos e linfócitos 

durante resposta não-específica a infecções microbianas e durante o processo de cura 

por cicatrização (Patarca et a l, 1989). OPN age como uma citocina sinalizadora em 

macrófagos murinos, exercendo funções tanto pró-inflamatórias quanto anti­
inflamatórias (Denhardt et a l, 2001), dependendo das características de diferenciação 

do macrófago. Além disso, OPN pode ser encontrada em sítios inflamatórios 

decorrentes de lesão tecidual ou de infecção por patógenos (Ashkar et a l ,  2000; Jansson 

et a l ,  2002; Nau et a l ,  1997). Recentemente, foi demonstrado que os níveis protéicos 

de OPN estão aumentados em células de linhagem monocítica/macrofágica e em células 

T ativadas ou na matriz extracelular próxima destas células em doenças inflamatórias 

crônicas. Muitos estudos têm demonstrado que a expressão de OPN precede o acúmulo 

de monócitos/macrófagos (Eddy et a l ,  1995; Giachelli et a l,  1994; Murry et a l,  1994; 
Pichler et a l,  1994; Wiener et a l,  1996) e que OPN está envolvida no recrutamento e 

retenção de macrófagos e células T aos sítios inflamatórios (Mazzali e ta l ,  2002).
Apesar do conhecido papel de OPN no recrutamento de macrófagos em doenças 

inflamatórias, até o momento, não há dados sobre a participação de OPN em infecções 

causadas por Leishmania. É possível que OPN contribua para as diferenças entre a 

resposta imuno-inflamatória à L. amazonensis e L. major, participando na atração de 

macrófagos para o sítio inflamatório da lesão e na migração de células aos linfonodos de 

drenagem no modelo do camundongo CBA/J. Este trabalho teve como objetivo avaliar a 

participação de OPN durante a infecção in vitro de macrófagos peritoneais por 

Leishmania, e durante a infecção in vivo de camundongos CBA/J por este mesmo 

patógeno. A hipótese do presente trabalho foi que ocorreria expressão diferencial de 

OPN na infecção por L. amazonensis ou L. major.
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Investigar a participação de OPN na infecção in vitro e durante a resposta in vivo 
de camundongos CBA/J infectados por L. major ou L. amazonemis.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Comparar os perfis de expressão de RNAm para OPN em macrófagos de 

camundongos CBA/J infectados in vitro por L. major ou L. amazonensis.

2. Determinar se há diferenças na expressão de OPN por células mononucleares 

presentes nos infiltrados inflamatórios de camundongos CBA/J infectados por L. major 
ou L. amazonensis.

3. Determinar se há diferenças na detecção de OPN em células de linfonodos de 

drenagem de camundongos CBA/J infectados porZ. major ou L. amazonensis.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem CBA/J, fêmeas ou 

machos, com 6  a 10 semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério do Centro de 

Pesquisas Gonçalo Moniz (FIOCRUZ-BA). Os animais foram alimentados com ração 

comercial balanceada e água acidificada e permaneceram sob condições controladas de 

temperatura, luminosidade e umidade.

4.2 PARASITOS

Promastigotas de L. major (cepa MHOM/IR/-173) e L. amazonensis (cepa 

MHOM/Br88/Ba-125) foram mantidas por, no máximo, sete passagens em meio 

Schneider suplementado com 10% de soro bovino fetal inativado (GIBCO) e 

gentamicina (SIGMA) numa concentração de 50|j,g/ml.

4.3 OBTENÇÃO E CULTURA DE CÉLULAS

Após quatro dias de injeção intraperitoneal de 3mL de tioglicolato a 3% 

(SIGMA), os macrófagos peritoneais inflamatórios foram obtidos pela lavagem da 

cavidade peritoneal com solução salina gelada heparinizada (20UI/mL) e, após lavagem, 
foram re-suspensos em meio DMEM suplementado com 25mM Hepes pH 7,4, 2mM  

glutamina, 2 ,0 g/L bicarbonato de sódio e 10% de soro bovino fetal (GIBCO) e
0,02mg/mL de ciprofloxacina (DMEM completo). Para avaliação da cinética de 

infecção, 2x10^ macrófagos foram cultivados em triplicatas em placas de 24 poços. A



extração de RNAm foi realizada de culturas de 10  ̂céls/poço em duplicatas em placas 

de 24 poços. Após 24 horas de incubação à 37”C e 5% de CO2, as culturas foram 

lavadas com meio RPMI tamponado com 25mM Hepes (RPMI Hepes) para a retirada 

das células não aderidas.
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4.4 INFECÇÃO DE MACRÓFAGOS POR LEISHMANIA

Os macrófagos foram incubados com promastigotas de L major ou L. 
amazonensis em fase estacionária, na proporção de 10 parasitos/macrófago. Após 6  

horas de pulso, as culturas foram lavadas com meio RPMI Hepes para a remoção de 

parasitos não internalizados e re-incubadas por mais 12, 24, 48 ou 72 horas em DMEM  

completo.
Em cada intervalo de tempo após a infecção analisado, as células plaqueadas 

sobre laminulas foram fixadas com metanol por 10 minutos. As laminulas foram 

coradas por Hematoxilina-Eosina e por microscopia ótica foi determinado o indice de 

infecção pela contagem de macrófagos infectados e do número de amastigotas de 

Leishmania por macrófago.

4.5 EXTRAÇÃO E DETECÇÃO DE RNAm POR RT-PCR

Para a extração do RNA das células infectadas ou não infectadas nos tempos de
3, 6 , 12, 24, 48 e 72 horas, utiUzou-se 0,4ml/poço de Trizol® (GIBCO). Após extração 

segundo as instruções do fabricante, o RNA foi quantificado por leitura de densidade 

óptica e testado quanto à sua integridade em gel de agarose. O DNA complementar 

(cDNA) foi preparado através da transcrição reversa (RT) em tubos contendo cloreto de



magnésio a 5mM (MgCb - GEBCO), tampão de PCR Ix (GIBCO), desoxinucleotídeos 

trifosfatados a ImM cada (dNTPs - GIBCO), 0,5|j,g de oligonucleotídeos (oligo d(T) - 
GIBCO), lU I de inibidor de Rnase (Rnase Out -  GIBCO), 2,5UI de transcriptase 

reversa (MuLVRT- GIBCO) e Ijxg de RNAm, diluídos em água bidestilada livre de 

RNAse. As reações, com volume fmal de 20|il, foram submetidas a um único ciclo de 

incubação a 42"C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e 4°C por, pelo menos, 5 

minutos. Após a RT, 80 ,̂1 de água bidestilada foi adicionada às amostras e o cDNA foi, 

posteriormente, congelado à -70"C.
A amplificação de cDNA foi realizada através da reação de poiimerase em 

cadeia (PCR) numa solução contendo ójal de cDNA, tampão de PCR ix  (GIBCO), 
MgCl2 a 2,5mM (GIBCO), dNTPs a ImM cada (GIBCO), água bidestilada, 0,625U de 

Taq poiimerase (GIBCO) e SOpmoles dos “primers” 5’-> 3 ’ e 3 ’—>5’ (GIBCO) para as 

moléculas analisadas no trabalho (tabela 1). As reações, que possuíam volume final de 

25^1, foram levadas à máquina de PCR, sendo submetidas a um único ciclo de 

incubação a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 63,4°C por 1 minuto e 

72®C por 1 minuto e um ciclo de 72"C por 10 minutos, seguido de 4°C por, pelo menos,
5 minutos. Após amplificação do cDNA, as amostras foram misturadas ao tampão de 

corrida e submetidas à eletroforese em gel de agarose 1,8 %. Após a corrida, o gel foi 
incubado em solução de brometo de etídio para a visualização das bandas sob luz 

ultravioleta e fotografia. Os dados densitométricos das bandas são semi-quantitativos e 

referem-se à área ocupada por elas no gel, tal qual detectados pelo programa Scion 

Image. A expressão do gene para OPN foi ajustada pela densitometria do fragmento do 

gene para HPRT (hipoxantina-phosphoribosil-transferase), que apresenta expressão 

constitutiva. Os resultados foram apresentados como percentual de expressão de RNAm  

para OPN em células infectadas em relação a expressão em células controles. A tabela 1
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mostra a seqüência dos oligonucleotídeos utilizados para amplificar os genes das 

moléculas correspondentes e o tamanho do fi^agmento amplificado.

Gene Seqüências Comp (pb)

HPRT
5 ’ -AGCTTGCTGGTGAAA AGGAC-3 ’ 
5 ’ -TT ATAGTC AAGGGC AT ATCC-3 ’

104

OPN
5’-GTGATAGCT TGGCTT ATGGACTGA-3 ’ 
5’-AACTGTGrr TrrGCCTCTTCTTTA-3’

472

Tabela 1

4.6 INFECÇÃO in vivo DE CAMUNDONGOS POR LEISHMANIA

Camundongos da linhagem CBA/J foram infectados pela inoculação subcutânea 

na pata traseira direita de 5X10^ parasitos {L major ou L. amazonensis) em fase 

estacionária de crescimento ou inoculados com 20|l i 1 de solução salina estéril. Após 6 , 
24, 72 horas e 7 dias de infecção, 3 animais de cada grupo foram sacrificados e foi 
retirado o coxim plantar da pata infectada e o linfonodo de drenagem da lesão.

4.7 DETECÇÃO DE OPN POR IMUNOHISTOQUÍMICA

A detecção de OPN foi realizada no coxim plantar da pata infectada e no 

linfonodo de drenagem da lesão. As lâminas foram desparafinizadas por banhos em 

xilol, e hidratadas progressivamente em concentrações decrescentes de álcool e 

incubadas para o bloqueio da peroxidase endógena com uma solução de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 0,5% em PBS, por 20 minutos. Em seguida, foi realizado o 

bloqueio de ligações inespecíficas, utilizando leite desnatado 10% em PBS por 10



minutos e foi adicionado o anticorpo primário na concentração de 1:50 (LF175 -  um 

policlonal produzido em coelho anti-OPN recombinante de camundongo, gentilmente 

cedido por Dr. Larry Fisher -  NIH/NIDCR) diluído em soro de camundongo normal 
10% em PBS por, no mínimo, 18 horas à 4°C. Após a incubação, foram feitas lavagens 

com PBS/Tween 0,1% (2X de 5 minutos) e as lâminas foram incubadas com o anticorpo 

secundário biotinilado (anti-lgG de coelho produzido em cabra/DAKO) diluído em soro 

de cabra normal a 10% em PBS por 30 minutos a 37°C. As lâminas foram novamente 

lavadas com PBS/Tween 0,1% (2X de 5 minutos) e incubadas por 30 minutos a 37°C 

com streptoavidina peroxidase (PEARCE) diluída 1:500 em PBS. Em seguida, as 

lâminas foram lavadas novamente com PBS (2X de 5 minutos) e submetidas a 

revelação, utilizando a solução reveladora do kit DAKO Envision. A revelação foi 
acompanhada em microscópio ótico durante, no máximo, 1 minuto; sendo interrompida 

com banho em água destilada. Após a revelação, as lâminas foram lavadas em água 

corrente e em água destilada, contracoradas com hematoxilina de Harris e montadas em 

bálsamo do Canadá.
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4.8 ANALISE DAS CÉLULAS POSITIVAS EM LINFONODOS DE 
DRENAGEM E NOS INFILTRADOS INFLAMATÓRIOS DAS LESÕES

Após as reações de imunohistoquímica, as lâminas foram analisadas em estudo 

cego por Tais Fontoura de Almeida e por uma patologista experiente, Dra. Tânia 

Correia Silva, e classificadas de maneira quantitativa. Para avaliar a quantidade de 

células positivas no infiltrado inflamatório das lesões, foi contabilizado o número de 

células OPN positivas dentre um mínimo de 200 e máximo de 400 células 

mononucleares contadas no infiltrado inflamatório, a depender do tamanho de cada 

infiltrado. Em linfonodos de drenagem das lesões foram contabilizadas todas as células



positivas presentes no órgão. As lâminas com reações positivas de cada animal (3 

réplicas) foram avaliadas em conjunto. Em todos os tempos após a infecção, a 

quantidade de células positivas foi expressa em relação à quantidade de células positivas 

no grupo controle.
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4.9 ANALISE ESTATÍSTICA

Para comparação entre os grupos foi utilizado One-way ANOVA e os pós-testes 

de Newman-Keuls e Bonferroni e a análise da relação entre a expressão de RNAm para 

OPN com o tempo ou o percentual de infecção foi feita através de regressão linear 

simples (programa GraphPad Prism, versão 4.00 - GraphPad Software Incorporate). As 

diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p<0,05.



Para validar o modelo, anteriormente descrito (Gomes et a l,  2003), de infecção 

de macrófagos por L. amazonensis ou L. major in vitro foi avaliada a cinética de 

infecção. As células foram incubadas em presença de promastigotas de L. amazonensis 
ou L. major em fase estacionária por períodos de 3 e 6  horas. Após 6  horas de infecção, 
as células foram lavadas e re-incubadas por adicionais 12, 24, 48 e 72 horas. Em cada 

período de tempo, foram determinados o percentual de células infectadas e o número de 

amastigotas por macrófago. Foi observado que no tempo de 3 horas após a infecção, o 

percentual de infecção e a carga parasitária foi similar em macrófagos infectados por L. 
amazonensis ou L. major (fig. lA  e B). No tempo de 6  horas após a infecção, o 

percentual de macrófagos infectados por L. amazonensis foi 4 vezes maior em relação 

ao percentual de células infectadas por L. major e essa diferença se manteve durante 

todo o curso da infecção (fig. lA). A  avaliação da carga parasitária mostrou que o 

número de amastigotas de L. amazonensis por macrófago foi 2 a 3 vezes maior do que o 

de amastigotas de L. major (fig. IB), evidenciando que as diferenças na carga 

parasitária acompanham o observado para o percentual de macrófagos infectados (fig. 
lA  e B).

23

5. RESULTADOS
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Figura 1 -  Cinética da infecção de macrófagos por L. amazonensis ou L. major.
Macrófagos peritoneais inflamatórios foram incubados com promastigotas de L major ou L  amazonensis 
em fase estacionária, na proporção de 10 parasitos/macrófago. Após 6 horas de pulso, as culturas foram 
lavadas com meio RPMI Hepes e re-incubadas por mais 12, 24, 48 e 72 horas em DMEM completo. 
Após fixação nos tempos indicados, foi realizada a contagem para determinação do percentual 
de células infectadas (A) e do número de amastigotas por macrófago (B). Esses dados 
correspondem à média de 3 experimentos em triplicata. A análise comparativa através de 
ANOVA e do pós-teste de Bonferroni evidenciou diferenças significativas entre os grupos 
(**p=0,01,***p= 0,001, n=3).
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5.1 EXPRESSÃO DE RNAm PARA OPN E HPRT NA INFECÇÃO in vitro DE 
MACRÓFAGOS POR L. amazonensis OU L. major

Macrófagos infectados e não infectados foram cultivados nas mesmas condições 
e os não infectados foram utilizados como controle da expressão de RNAm para OPN. 
Em diferentes momentos após a infecção, foi realizada a extração de RNAm, seguida de 
RT-PCR para HPRT e OPN e as bandas dos fragmentos amplificados foram 
visualizadas em gel de agarose, como exemplificado na fig. 2. A expressão de RNAm 
do gene para OPN foi normalizada em relação à expressão constitutiva do RNAm do 
gene para HPRT. Os resultados correspondem à variação da expressão de RNAm para 
OPN em células infectadas em relação à expressão em células controle.

Figura 2 -  Avaliação da expressão de OPN por RT-PCR. Gel ilustrativo do padrão de 
bandas obtidas por PCR. Macrófagos foram cultivados e infectados como descrito na fíg. 1. Em 
diferentes momentos após a infecção, foi realizada a extração de RNAm, seguida de RT-PCR 
para HPRT e OPN e as bandas dos fragmentos amplificados correspondem ao produto de 
amplificação da expressão gênica para HPRT (104 pb) e OPN (472 pb). Cada linha corresponde 
ao produto de PCR de uma amostra dos tempos de 24, 48 e 72 horas após a infecção. 
Macrófagos estimulados por IFN-y foram utilizados como controle positivo (C+) e água como 
controle negativo (C-) da reação de PCR.
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No tempo de 3 horas após a infecção, foi observada uma discreta inibição da 
expressão de RNAm para OPN tanto em resposta à infecção por L. major quanto por L  
amazonensis (fig. 3). Após 6 horas de infecção, a expressão de RNAm para OPN em 
macrófagos infectados se mostrou aumentada independente da espécie de Leishmania 
utilizada. Em células infectadas por L. amazonensis observou-se um aumento de 28,9% 
±11,98 (n=3) e em células infectadas porZ-. major o aumento foi de 25,6% ± 4,39 (n=3) 
em relação às células controles. A análise da expressão de OPN nos tempos de 12 e 24 
horas após a infecção mostra uma estabilização nos níveis de RNAm correspondente 
tanto em células infectadas por L. amazonensis como por L. major. Já nos tempos mais 
tardios de infecção (48 e 72 horas) não se observou diferenças de expressão de RNAm 
em células infectadas por L. major, enquanto que, a partir de 48 horas, as células 
infectadas por L. amazonensis voltaram a apresentar um aumento de cerca de 34,5% ±
35,1 (n=3) nos níveis de expressão de RNAm para OPN em relação às células controles. 
Em resumo, as variações mostram uma tendência de aumento na expressão de RNAm 
para OPN nos tempos tardios (48 horas e 72 horas) após a infecção por L. amazonensis, 
apesar dessas diferenças não serem estatisticamente significantes (p=0,6196 e p=0,1974, 
respectivamente).

Uma vez que foi observada uma tendência de aumento na expressão de RNAm 
para OPN ao longo da infecção por L. amazonensis, foram realizados estudos de 
correlação para avaliar se havia relação entre o percentual de infecção de macrófagos e 
a expressão de RNAm para OPN em células infectadas e estudos de regressão linear 
para avaliar a dependência da expressão de RNAm para OPN em relação ao tempo de 
infecção por Leishmania. Não foi possível observar correlação entre a infecção e a 
expressão de RNAm para OPN nem na infecção de células por L. amazonensis (r=
0,2676 , p= 0,3163) nem na infecção de células por L. major (r= -0,06176, p= 0,8202).



Além disso, não foi possível observar relação entre a expressão de RNAm para OPN na 
infecção por L  major e o tempo de infecção destas células (r^=0,1612, p=0,1232). 
Entretanto, a tendência ao aumento progressivo na expressão de RNAm para OPN na 
infecção por L. amazonensis foi dependente do tempo de infecção dos macrófagos (fig. 
4; rM,2564, p=0,0454).
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Figura 3 -  Cinética da expressão de RNAm para OPN durante a infecção de 
macrófagos por L. amazonensis ou L. major. Detecção de RNAm para OPN e HPRT após 
a infecção de macrófagos por L. amazonensis ou L. major. A expressão gênica em macrófagos 
não infectados e cultivados em paralelo nas mesmas condições foi utilizada como controle e sua 
expressão considerada 100%. As barras representam a relação entre a expressão de RNAm em 
macrófagos infectados e a expressão de RNAm em macrófagos não infectados. Esses dados 
correspondem à média de 3 experimentos. A análise comparativa através de ANOVA não 
evidenciou diferenças significativas entre os grupos (p= 0,189, n=3).
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Figura 4 -  Relação entre a expressão de RNAm para OPN e o tempo de infecção de 
macrófagos por L. amazonensis. Relação entre o percentual de expressão de RNAm para 
OPN e o tempo de infecção de macrófagos por L. amazonensis. Os triângulos representam 
dados de 2 ou 3 experimentos independentes. A análise através de regressão linear indica uma 
tendência linear de fraca associação e estatisticamente significante (r̂ = 0,2564, p= 0,0454).
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5.2 IDENTIFICAÇÃO DE OPN EM CÉLULAS MONONUCLEARES DE 
INFILTRADO E^FLAMATÓRIO DE CAMUNDONGOS CBA/J INFECTADOS POR 
L. amazonensis OU L. major

Camundongos CBA/J foram infectados por L. amazonensis ou L. major e, após 

diferentes momentos da infecção, foram sacrificados e os coxins plantares retirados. 
Animais inoculados com solução salina estéril foram utilizados como controles. Foi 
realizada a imunohistoquimíca para marcação de OPN e, em seguida, as lâminas foram 

analisadas quantitativamente a fim de avaliar diferenças na expressão de OPN entre os 

diferentes grupos e tempos estudados.
Foi observada marcação positiva para OPN na matriz extracelular e em 

diferentes tipos celulares presentes no coxim plantar tanto de animais infectados como 

de camundongos controles. Algumas células epiteliais, células endoteliais, fíbroblastos, 
poucas células musculares e também células mononucleares inflamatórias apresentaram 

marcação para OPN. Entretanto, foi determinado apenas o percentual de expressão de 

células mononucleares positivas para OPN no infiltrado inflamatório.
O número de células positivas para OPN no grupo controle foi usado como 

referência para avaliar a capacidade das duas espécies de Leishmania em alterar a 

expressão da proteina durante a reposta inflamatória local no decorrer da infecção. Foi 
observado um aumento no número de células mononucleares expressando ou não OPN, 
indicando que houve aumento progressivo do numero de células no infiltrado 

inflamatório local (dado não mostrado).
Na infecção por L. major foi possível observar uma inibição mais evidente da 

expressão de OPN nos tempos de 24 horas e 7 dias após a infecção; enquanto nos 

tempos de 6  horas e 72 horas após a infecção, a quantidade de células marcadas foi 
similar ao controle (fig. 5).



Na infecção por L. amazonemis foi possivel observar uma inibição na expressão 

de OPN em todos os tempos analisados em relação aos animais injetados com solução 

salina, com exceção do tempo de 72 horas, onde não há diferenças (fig. 5). Essa inibição 

é mais acentuada 6  horas após a infecção, quando também se observa uma redução 

estatisticamente significante em relação ao grupo infectado por L. major (fig. 5; 
p=0,0025).
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Figura 5 -  Freqüência de células positivas para OPN durante a infecção in vivo por 
L. amazonensis ou L. major. Percentual de células expressando OPN em lesões de pata 
decorrentes da infecção por L. amazonensis ou L. major. A freqüência de células positivas para 
OPN em células mononucleares de infiltrados inflamatórios de animais nâo infectados foi 
considerada como padrão de expressão (100%). As barras representam a relação entre o 
percentual de células OPN positivas quantificadas em animais infectados e o grupo controle. 
Esses dados correspondem à média de 3 animais por grupo. A análise comparativa através de 
ANOVA e do pós-teste de Newman-Keuls evidenciou diferenças significativas no tempo de 6 
horas após a infecção (p= 0,0025, n=3).
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5.3 IDENTIFICAÇÃO DE OPN EM LINFONODOS POPLÍTEOS DE 
CAMUNDONGOS CBA/J INFECTADOS PORZ. amazonensis OU L  major

Camundongos CBA/J foram infectados por L. amazonensis ou L. major e, após 

diferentes momentos da infecção, foram sacrificados e os linfonodos de drenagem 

retirados. Animais inoculados com solução salina estéril foram utilizados como 

controles. Foi realizada a imunohistoquimíca para marcação de OPN e, em seguida, as 

lâminas foram analisadas quantitativamente a fim de avaliar diferenças na presença de 

OPN entre os diferentes grupos e tempos estudados.
Foi determinado o número total de células OPN positivas nos linfonodos 

poplíteos dos animais. O número de células positivas para OPN no grupo controle foi 
usado como referência e considerado 100%. Os resultados expressam o percentual de 

células dos grupos de animais infectados em relação ao grupo controle.
N o tempo de 6  horas após a infecção, não foi observada célula positiva para 

OPN nos linfonodos poplíteos em nenhum dos grupos analisados (dado não mostrado). 
Contudo, células apresentando OPN passaram a ser detectadas um dia após a infecção 

por L. amazonensis ou L. major. Em todos os grupos, as células OPN positivas 

apresentaram um aspecto comum: eram células grandes, de citoplasma amplo e com 

intensa marcação citoplasmática (fig. 6 C). Além disso, estas células apresentaram 

também uma distribuição semelhante: localizavam-se em toda a região marginal do 

órgão e em maior concentração na região hilar.
Na infecção por L. major foi possível observar aumento na quantidade de células 

positivas para OPN a partir de três dias após a infecção. Entretanto, o percentual de 

células positivas para OPN nos linfonodos de drenagem dos animais infectados por L. 
major foi sempre menor em comparação ao percentual de células positivas na infecção



por L. amazonensis e menor ou semelhante ao percentual de células positivas no grupo 

controle (fig. 7).
A quantidade de células positivas para OPN foi maior que nos controles somente 

após a infecção por L. amazonensis no tempo de 7 dias após a infecção (fig. 7). Neste 

grupo de animais foi observado aumento no percentual de células positivas durante toda 

a infecção (fig. 7) quando comparado com os animais infectados por L. major e 

observou-se uma relação entre o aumento progressivo na quantidade de células positivas 

para OPN nos linfonodos de drenagem de animais infectados por L. amazonensis e o 

tempo de infecção (fig. 8 ; r^=0,3247, p=0,0266). Além disso, a distribuição das células 

positivas para OPN na infecção por L. amazonensis foi diferente do grupo controle e do 

grupo infectado por L. major. Foi possivel observar uma grande quantidade de células 

OPN positivas nas áreas hilares e de seios subcapsulares, mas também na área medular 

dos órgãos (fig. 6 A e B).
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Figura 7 -  Freqüência de células positivas para OPN durante a infecção in vivo por
L. amazonensis ou L. major. Expressão de OPN em linfonodos de drenagem das lesões de 
pata decorrentes da infecção por L. amazonensis ou L. major. A expressão de OPN em células 
de linfonodos poplíteos de animais não infectados foi utilizada como padrão e considerada 
100%. As barras representam a relação entre o percentual de células OPN positivas em animais 
infectados e o grupo controle (p= 0,0971, n=3-5).
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Figura 8 -  Relação entre o percentual de células OPN positivas e o tempo de 
infecção de camundongos CBA/J por L. amazonensis. Relação entre o percentual de 
células OPN positivas em relação ao grupo controle nos linfonodos de drenagem das lesões e o 
tempo de infecção por L. amazonemis. Os triângulos representam dados de 2 a 5 animais. A 
análise através de regressão linear indica uma tendência linear de fraca associação e 
estatisticamente significante (r^=0,3247, p=0,0266).



OPN é uma citocina envolvida em diferentes etapas da resposta imuno- 
inflamatória. Existem evidências que OPN participa no recrutamento de macrófagos 

para o sítio de lesões e adesão de célula muscular lisa, célula endotelial e leucócitos 

dentro de sítios inflamatórios (Liaw et a i ,  1995; 0'Regan et al., 1999; Senger et a l ,  
1996; Singh et a l ,  1990). Assim, foi observada produção aumentada de OPN em 

articulações no processo de artrite reumatóide (Denhardt et a l ,  2001) e em macrófagos 

presentes em lesões renais (Pichler et a l ,  1994). Em processos patológicos do rim, alta 

produção de OPN foi detectada em fibrose intersticial associada a glomerulonefi'ite, 
nefropatia induzida por ciclosporina e hidronefrose (Pichler et a l ,  1994). 
Adicionalmente, estímulo por íMLP induz a atração de macrófagos expressando OPN e 

anticorpos neutralizantes para OPN bloquearam a atração desses macrófagos (Giachelli 
et a l ,  1998). Entretanto, existem poucos trabalhos que evidenciam a participação de 

OPN em resposta a patógenos intracelulares (Nau et a l ,  1997).
O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o perfil de expressão de 

OPN no modelo do camundongo CBA/J, que controla a infecção por L. major e é 

susceptível à L. amazonensis. Foi observado que há uma maior expressão de OPN tanto 

durante a infecção in vitro de macrófagos como nos linfonodos de animais infectados 

porZ. amazonensis e que o aumento na expressão desta proteína é dependente do tempo 

de infecção por esta espécie de Leishmania.
Anteriormente, demonstramos que macrófagos de camundongo CBA/J seguem o 

padrão do modelo in vivo, sendo capazes de controlar L. major, mas não L. amazonensis 
in vitro (Gomes et a l ,  2003). No trabalho atual observamos a tendência ao aumento na 

indução tardia (48 e 72 horas) da expressão de RNAm para OPN em macrófagos 

infectados por L. amazonensis in vitro. Essa diferença apesar de não ser estatisticamente
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6. DISCUSSÃO



significante (p=0,189) sugere uma possível participação de OPN na resposta de 

susceptibilidade destas células à L. amazonemis. Essa sugestão é apoiada pela análise 

de regressão linear, que mostrou uma relação de dependência da expressão de RNAm 

para OPN com o tempo de infecção por L. amazonensis (fig. 4; r^=0,2564, p=0,0454), 
indicando que a maior expressão de RNAm para OPN em macrófagos infectados por L. 
amazonensis pode ser biologicamente relevante.

A detecção de RNAm não garante que houve a produção da proteína. Porém, a 

expressão de RNAm se correlaciona com a produção de OPN e foi observado que 

RNAm e proteína podem ser simuhaneamente detectados (Murry et a l,  1994). 
Trabalhos em andamento no nosso laboratório têm como objetivo identificar a 

expressão da proteína OPN em células infectadas, através de imunoblotting e ELISA.
Independente da espécie de Leishmania, até três dias após a infecção de 

camundongos CBA/J observou-se infiltrado predominantemente macrofágico no sítio de 

inoculação dos parasitos. Contudo, a partir de 7 dias após a infecção, observou-se 

diferenças progressivas nos infiltrados inflamatórios desses animais. Em camundongos 

infectados por L. major observa-se um infiltrado mononuclear misto, com aumento 

progressivo do número de linfócitos na lesão, que culmina com a cura espontânea das 

lesões. Por outro lado, na infecção por L. amazonensis observa-se infiltrado 

macrofágico difijso, com intenso parasitismo, seguido de disseminação dos parasitos e 

morte desses animais (Lemos de Souza et a l, 2000). Os mecanismos responsáveis pelas 

diferenças na composição de células do infiltrado inflamatório destes e de outras 

linhagens de camundongos ainda não foram amplamente explorados. Em camundongos 

susceptíveis C57BL/6, foi demonstrado que apesar da grande quantidade de macrófagos 

nas lesões de pata de camundongos infectados por L. amazonensis não havia expressão 

de RNAm para RANTES/CCL5, M IP-la/CCL3, MIP-lp/CCL4 e MIP-2/CXCL2
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(quimiocinas que atraem macrófagos) até 4 semanas após a infecção (Ji et a l, 2003). 
Portanto, no presente estudo, buscamos avaliar a expressão de OPN em sítios 

inflamatórios de lesões de pata baseados na hipótese de que OPN teria participação na 

atração de macrófagos para as lesões nos camundongos infectados. OPN não é expressa 

constitutivamente por macrófagos residentes de diferentes tecidos, inclusive da pele 

(Murry et a l,  1994). A  expressão de OPN em macrófagos é induzida por diferentes 

estímulos fisiológicos. Entretanto, em condições patológicas, OPN é também expressa 

por vários tipos celulares, inclusive células musculares lisas, células endoteliais, 
linfócitos T, células de músculo esquelético e fíbroblastos (Giachelli et a l,  1998).

No presente trabalho, uma vez que foi observada a expressão de OPN no grupo 

controle, é possível que a simples injeção da agulha e do veículo (solução salina estéril) 
seja um estímulo inflamatório que promova a expressão de OPN. Além disso, nos 

coxins plantares, não foi observada diferença na quantidade de células expressando 

OPN tanto no grupo controle quanto nos grupos de camundongos infectados por L  
amazonensis ou L. major a partir de 24 horas após a infecção. E possível que a 

quantificação apenas de células mononucleares inflamatórias não reflita a expressão de 

OPN nas lesões, já que, corroborando dados descritos na literatura (Patarca et a l ,  1989; 
Weber et a l,  1996), observamos OPN em matriz extracelular e em outros tipos 

celulares, como células endoteliais e fíbroblastos. A  avaliação da expressão de OPN por 

imunofluorescência e microscopia confocal poderia nos permitir uma quantificação 

mais precisa da proteína tanto intra como extracelular. Adicionalmente, é possível que a 

detecção de diferenças se torne possível apenas em tempos mais tardios após a infecção, 
quando as diferenças na quantidade de macrófagos no sítio inflamatório são mais 

evidentes (Lemos de Souza et a l,  2000).

40



Em tempos bem iniciais após a infecção ( 6  horas), foi observado que a lesão de 

animais infectados com L. amazonensis apresentava um número menor de células 

expressando OPN, sugerindo que este parasito inibe a expressão desta proteína. Essa 

inibição pontual pode estar relacionada com retardo no recrutamento inicial de 

macrófagos para os sítios inflamatórios. Uma outra possibilidade seria que as células 

recrutadas inibissem a expressão desta proteína, com diminuição temporária de sua 

ativação. De fato, foi demonstrado que, na ausência de OPN, macrófagos podem 

compor infiltrados inflamatórios de lesões, entretanto não são eficientemente ativados, o 

que foi evidenciado por alta expressão do receptor manose e pela sua baixa capacidade 

fagocítica (Liaw et a l ,  1998).
De acordo com o observado in vitro, a partir de um dia após a infecção, a 

quantidade de células positivas para OPN é maior em linfonodos de drenagem de 

animais infectados por L. amazonensis do que por L. major. Durante todo o período 

analisado, a quantidade de células positivas para OPN foi maior na infecção por L  
amazonensis do que na infecção por L  major (fíg. 7), mas essa diferença não foi 
estatisticamente significante (p=0,0971). Entretanto, a análise de regressão linear 

mostrou que há relação entre o tempo de infecção por L. amazonensis e a quantidade de 

células positivas para OPN nos linfonodos de drenagem (fig. 8 ; r^=0,3247, p-0,0266), 
sugerindo que L. amazonensis pode modular o recrutamento destas células no decorrer 

da infecção. Estudos anteriores demonstraram que tanto RNAm para OPN quanto a 

proteína não são detectados em linfonodos de ratos normais (Murry et a l ,  1994). 
Realmente, nossos dados mostraram que há ausência da marcação positiva para OPN 

em células dos Hnfonodos poplíteos de camundongos de todos os grupos estudados, no 

tempo de 6  horas após a infecção, e aparecimento de células positivas, a partir de 24 

horas após a infecção (fig. 7), o que nos permite especular que as células positivas para
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OPN foram recrutadas ou migraram para este órgão linfóide secundário. OPN foi 
descrita como uma molécula que medeia interação célula-célula e célula-matriz, 
resultando em “homing” de células imunes, osteócitos ou células tumorais para vários 

locais (Weber et a l ,  1996). Em nossas observações, as células positivas para OPN 

possuíam características singulares em relação à disposição no órgão (fig. 6), estando 

presentes predominantemente em áreas de seios subcapsulares. Além disso, algumas 

células positivas para OPN em linfonodos poplíteos de animais infectados por L. 
amazonensis pareciam conter parasitos no seu interior (dados não mostrados) e, em 

tempos mais tardios após a infecção, foi possível identificar células positivas também 

nos seios medulares do órgão. É possível que estas células positivas para OPN tenham 

migrado a partir do infiltrado inflamatório das lesões. Entretanto, é necessária a 

realização de uma fenotipagem para identificar o tipo celular e fornecer dados mais 

conclusivos sobre a sua origem.
Os grupos experimentais utilizados para a infecção in vivo apresentaram uma 

certa variação na resposta individual dos camundongos estudados. Por outro lado, o fato 

de não haver diferenças estatisticamente significativas entre os grupos não implica que 

as diferenças encontradas não tenham significado biológico. A  aplicação de estudos 

funcionais através da inibição desta proteína, bloqueando com anticorpo específico, 
inibição de seu RNAm, pela técnica de RNA interferente ou inibição de seu gene, 
utilizando animais “knockouts” poderia auxiliar na compreensão do papel de OPN nos 

mecanismos que envolvem recrutamento de macrófagos na infecção por Leishmania. 
Por outro lado, o aumento do número de animais e a repetição dos experimentos se 

fazem necessários para que os resultados atuais possam ser confirmados e ampliados.
O conjunto dos dados apresentados sugere que OPN está envolvida na resposta 

de susceptibilidade de camundongos CBA/J á infecção por L. amazonensis e aponta
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para a necessidade de ampliar o conhecimento sobre o papel desta proteína no contexto 

da infecção por Leishmania.



1. Em tempos tardios, a infecção por L. amazonensis induz maior expressão de OPN in 
vitro em macrófagos inflamatórios e o aparecimento in vivo de maior número de células 

positivas para OPN em linfonodos de drenagem de camundongos infectados quando 

comparada à infecção porZ. major.

2. A expressão diferencial de OPN na infecção por L. amazonensis em relação à 

infecção por L  major sugere sua contribuição para a resposta de susceptibilidade na 

infecção por Leishmania no modelo do CBA/J.
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