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RESUMO

PAPEL DA INTERLEUCINA-4 E DA PROSTAGLANDINA E2 DURANTE A 
INFECÇÃO DE CAMUNDONGOS BALB/c POR L  amazonensis. ELISALVA 
TEIXEIRA GUIMARÃES. [INTRODUÇÃO] O papel de citocinas durante a infecção 
experimental por L. amazonensis não é tão bem estudado quanto no modelo de 
infecção por L. major. Neste trabalho foi investigado o papel dos mediadores solúveis 
IL-4 e PGE2 no curso da infecção de camundongos BALB/c por L. amazonensis. 
[MÉTODOS] Camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- foram infectados por diferentes 
inóculos de L. amazonensis e submetidos ao tratamento com indometacina, um 
inibidor da síntese de PGE2. A produção de IFN^ (no sobrenadante da cultura de 
células do linfonodo) e os níveis de anticorpos no soro foram determinados por 
ELISA. Os níveis de NO séricos foram determinados através de seus produtos, o 
nitrito e 0 nitrato, pela reação de Griess. [RESULTADOS] Apesar das lesões e da 
carga parasitária em camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- progredirem de forma 
similar quando infectados por 5 x 10 L. amazonensis, houve um aumento de 
resposta Th1 em camundongos IL-4 -/- como indicado pela produção elevada de IFN- 
Y e de anticorpos anti-leishmania lgG2a neste grupo de animais. A produção de NO 
foi semelhante nos dois grupos de estudo. No entanto, camundongos IL-4 -/- 
desenvolvem lesões e carga parasitária menores que IL-4 +/+ após a infecção por 
10®, lo'^ ou 10  ̂ parasitos. Camundongos IL-4 -/- produzem cerca de 100 vezes mais 
NO que IL-4 +/+ após a infecção por 10“* L. amazonensis. Após o tratamento com 
indometacina, há uma diminuição das lesões e da carga parasitária em camundongos 
BALB/c IL-4 +/+. Em contrapartida, apesar haver uma redução significativa no 
tamanho das lesões de camundongos BALB/c IL-4 -/- tratados com esta droga, 
nenhuma diferença na carga parasitária foi observada. As lesões dos grupos tratados 
com indometacina apresentavam macrófagos não vacuolados e pequenas ou 
ausentes áreas de necrose. [CONCLUSÃO] A PGE2 e a IL-4 são fatores associados 
á susceptibilidade durante a infecção por L  amazonensis. [PALAVRAS-CHAVE] 
Leishmania amazonensis-, BALB/c, IL-4; PGE2; indometacina.



ABSTRACT

ROLE OF INTERLEUKIN-4 AND PROSTAGLANDIN E2 IN Leishmania 
amazonensis INFECTION OF BALB/c MICE. ELISALVA TEIXEIRA GUIMARÃES. 
[INTRODUCTION] The role of cytokines in Leishmania amazonensis experimental 
infection has not been well studied as in the L. major infection model. Here we 
investigated the role of interleukin (IL)-4 and PGE2 in L. amazonensis infection of 
susceptible BALB/c mice. [METHODS] Interleukin (IL)-4 deficient (IL-4-/-) or wild- 
type (IL-4+/+) BALB/c mice were infected with L. amazonensis promastigotes and 
submitted to treatment with indomethacin, an inhibitor of PGE2 synthesis. Cytokine 
(in lymph node cell culture supernatants) and serum anti-leishmania antibody 
levels were determined by ELISA. Nitric oxide production was estimated by the 
assessment of the NO2 and NO3 levels in sera using the Griess reaction. 
[RESULTS] Lesions and parasitic load were similar in IL-4 +/+ and IL-4-/- mice 
upon infection with 5 x 10 parasites, despite the higher production of interferon 
(IFN)-y and lgG2a in IL-4 -/- mice compared to IL-4 +/+ mice. The NO levels were 
similar in both groups. However, IL-4 -/- mice developed smaller lesions and 
parasitic loads upon infection with 10 , 10  or 10  ̂ parasites, compared to IL-4 +/+ 
mice. The NO production was 100 times higher in sera from IL-4 -/- than in IL-4 +/+ 
mice upon infection with 10  ̂ L  amazonensis. IL-4 +/+ mice treated with 
indomethacin during the first three weeks of infection developed smaller lesions 
and lower parasitic load when compared to the control group. However, although 
indomethacin treatment caused a significant reduction in lesion size of IL-4 -/- 
mice, no difference in the parasitic load was observed. The lesions o f indomethacin 
tTeated groups contained most macrophages without vacuoles and small or absent 
necrotic areas. [CONCLUSION] These results indicate that IL-4 and PGE2 are 
susceptibility factors to L. amazonensis infection. [KEYWORDS] Leishmania 
amazonensis] BALB/c mice, lL-4; PGE2: indomethacin.
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LISTA DE ABREVIATURAS

Células NK; células matadoras naturais (natural killer cells)

Con A: Concanavalina A 

COX-2: ciclooxigenase-2

ELISA; ensaio imunoenzimático (enzyme-linked immunosorbent assay)

HBSS; solução salina balanceada de Hank (Hank's balanced salt solution)

IFN-7 : interferon gama 

Ig: imunoglobulina 

IL; interleucina

iNOS: óxido nítrico induzível (inducible nitric oxide synthase)

LIT; infusão de fígado (liver infusion trypsin)

LPS; lipopolissacarideo

MHC; complexo de histocompatibilidade principal (major histocompatibility 

complex)

NO; óxido nítrico (nitric oxide)

PBS; solução tampão fosfato (phosphate buffered saline)

PGE2: prostaglandina E2 (prostaglandin E2)

RNA; ácido ribonucléico (ribonucleic acid)

SBF; soro bovino fetal

TGF-p; fator de crescimento tumoral beta (tumor growth factor)

Th; linfócito T auxiliador (T helper)

TNF-a; fator de necrose tumoral alfa (tumor necrosis factor-a)



1. INTRODUÇÃO

1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS:

Os protozoários do gênero Leishmania são os agentes etiológicos da 

leishmaniose, um grupo de doenças que acomete mais de 12 milhões de pessoas. 

Cerca de 350 milhões de indivíduos em 88 países de todo o mundo estão 

localizados em área de risco de adquirir a doença e estima-se o aparecimento de

1,5 a 2 milhões de novos casos ao ano, muitos dos quais não são registrados 

(WHO, 2000).

A leishmaniose está amplamente distribuída nos países tropicais e 

subtropicais, em áreas que abrangem desde as florestas úmidas das Américas 

Central e do Sul a áreas desérticas do oeste da Ásia, estando presente em áreas 

rurais e urbanas. O desenvolvimento econômico, mudanças ambientais e o fluxo 

migratório mundial são fatores que levam ao aumento da incidência desta doença 

(CUNNINGHAM, 2002).

A leishmaniose ocorre nas Américas desde o sul dos Estados Unidos até o 

norte da Argentina. O foco mais importante é o sul-americano, que compreende 

todos os países, com exceção do Uruguai e do Chile. A incidência da 

leishmaniose no Brasil tem aumentado nos últimos vinte anos em praticamente 

todos estados. Surtos epidêmicos têm ocorrido nas regiões Sudeste, Centro- 

Oeste, Nordeste e na região Amazônica, relacionados ao processo predatório de 

colonização (MARZOCHI, 1992). Em 2002, foi registrado cerca de 30.087 novos 

casos de leishmaniose cutânea no país (MS-SVS, 2003).
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o  gênero Leishmania compreende espécies de protozoários unicelulares, 

digenéticos (heteroxenos), pertencentes à ordem Kinetopiastida e à família 

Trypanosomatidae (NEVES et al, 1997). Há aproximadamente 21 espécies de 

Leishmania que são transmitidas por cerca de 30 espécies de insetos vetores 

(CUNNINGHAM, 2002). As principais espécies são: Leishmania donovani, L  

infantum, L. major e Leishmania tropica no Velho Mundo e Leishmania mexicana, 

Leishmania amazonensis, Leishmania braziliensis e Leishmania chagasi no Novo 

Mundo. Estes parasitos são transmitidos na forma promastigota para o hospedeiro 

vertebrado pela picada do inseto flebotomlneo (KABUTUTU et al, 2003). Ao serem 

injetados no hospedeiro mamífero, os promastigotas são fagocitados por células 

do sistema fagocítico mononuclear, onde se diferenciam e se replicam sob a forma 

amastigota, podendo causar uma doença assintomática ou uma grande variedade 

de quadros clínicos, tais como a leishmaniose cutânea, mucocutânea ou visceral 

(KABUTUTU et al. 2003).

Algumas lesões cutâneas podem curar espontaneamente ou evoluir para 

casos mais graves associados a outros sítios cutâneos ou mucocutâneos 

(HOWARD et al, 1980). A lesão primária ocorre no local da picada do inseto, com 

posterior formação de pápulas vermelhas que podem ulcerar ou não. Na 

leishmaniose mucocutânea, a infecção pode envolver também as mucosas nasais, 

da laringe, da faringe e da cavidade bucal (ROBERT S & JANOVY, 1995). A 

visceralização pode levar a uma infecção fatal se não for propriamente tratada, e é 

caracterizada pela hiperplasia e hipertrofia de células do sistema fagocítico 

mononuclear, principalmente no baço, no fígado e na medula óssea, onde os 

parasitos se multiplicam rapidamente (CORBETT & LAURENTI, 1998).
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Estudos têm demonstrado que a resposta imune do hospedeiro e a espécie de 

Leishmania infectante influenciam o curso da infecção, tanto em modelos 

experimentais como em seres humanos (UZONNA et al, 2001). A Leishmania 

major e a Leishmania amazonensis, por exemplo, multiplicam-se rapidamente em 

macrófagos humanos in vitro e infectam facilmente camundongos, enquanto que a 

Leishmania braziliensis é relativamente pouco patogênica em macrófagos 

cultivados e em camundongos (BARRAL et al, 1993). Outros fatores, tais como o 

estágio de desenvolvimento do parasito bem como suas condições de 

manutenção, a dose injetada do parasito, a rota da infecção e o “background” 

genético do camundongo também influenciam a manifestação da doença (KROPF 

et al, 2003).

A leishmaniose pode ser tratada com o uso local ou sistêmico de antimoniais 

pentavalentes e diaminas aromáticas. As formas mais utilizadas incluem os 

antimoniais sódio estibuclonato e o antimoniato meglumina. Contudo, estas drogas 

podem ter efeitos tóxicos graves. Pode haver também uma falha de cerca de 10 a 

25% no tratamento, casos em que estas drogas podem ser substituídas pela 

anfotericina B e pentamidinas (CUNNINGHAM, 2002). Ainda há muita dificuldade 

no tratamento da leishmaniose pela complexidade da doença, dadas as inúmeras 

combinações de diferentes síndromes, espécies e áreas geográficas de aquisição 

da doença, cada combinação diversificando na apresentação clínica e na história 

natural da doença (HERWALDT, 1999). Além da complexidade da doença, deve- 

se avaliar a falta de quimioterápicos mais eficazes e com menor toxicidade do que 

os atualmente empregados.
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1.2 ASPECTOS IMUNOLÓGICOS DA LEISHMANIOSE

Um dos maiores avanços no entendimento do sistema imune foi a 

descoberta de que células T CD4" podem se diferenciar de um precursor comum 

em classes funcionalmente distintas. As distintas classes de células T podem 

mediar diferentes funções imunológicas efetoras na proteção e na patologia de 

muitas doenças infecciosas e autoimunes (0 ’GARRA, 1998).

O estudo da infecção de camundongos por Leishmania spp. tem contribuído 

para o entendimento de muitos dos eventos imunológicos que ocorre no 

hospedeiro em resposta ao protozoário parasito (JONES et al, 2002). O 

desenvolvimento diferencial de um padrão de resposta Th1 e Th2 em 

camundongos infectados por L. major constitui um excelente modelo para o 

estudo de fatores que regulam in vivo a polarização de células T CD4"̂  (LI et al, 

2002). Todavia, assim como outras infecções parasitárias, a leishmaniose é 

caracterizada pela cronicidade, um atributo que pode levar à despolarização desta 

resposta (WILSON et al, 2002). Avanços na área de experimentação, como o da 

tecnologia de transgênese em camundongos, têm contribuído para a identificação 

dos mecanismos que estão envolvidos na indução de imunidade em 

camundongos resistentes (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

Os eventos mediados por células T têm uma profunda influência sobre o 

resultado da leishmaniose. Contudo, esta resposta inicial de células T é 

subseqüente á infecção de macrófagos por estes parasitos. A interação entre o 

parasito e o macrófago é importante na determinação do tipo de resposta imune 

que irá ser desenvolvida e influencia a ativação de macrófagos para eliminação
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dos parasitos. Os macrófagos produzem um repertório amplo de citocinas que 

podem regular positiva ou negativamente estes eventos (NACY et al, 1991). A 

Leishmania também pode infectar células dendríticas e fibroblastos (RITTER & 

KORNER, 2002). As células dendríticas são críticas para a indução de uma 

resposta de células T parasito-específica, sobretudo nas fases iniciais da infecção. 

A atividade funcional das células dendríticas é regulada através da produção de 

citocinas (MOLL et al, 2002).

A infecção de macrófagos é dependente de uma série de mecanismos que 

possibilitam a sobrevivência da Leishmania no ambiente hostil das células 

fagocíticas (IVIATTE et al, 2001). A inibição da ativação de macrófagos infectados, 

da fusão do fagossoma com o endossoma, da apoptose, de enzimas hidrolíticas, 

da produção de óxido nítrico, de metabólitos oxidativos, a redução da expressão 

de moléculas de MHC II e a modulação da síntese de citocinas são mecanismos 

que facilitam a evasão deste parasito à resposta imune do hospedeiro. 

(CUNNINGHAM, 2002).

As primeiras demonstrações diretas da relevância da resposta Th1/Th2 na 

regulação da doença vieram a partir de estudos utilizando o modelo de infecção 

por L  major (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Neste sistema, algumas 

linhagens isogênicas de camundongos, como C3H e C57BL/6, são resistentes à 

infecção, e apresentam uma resposta dominante Th1, com lesões que se 

resolvem espontaneamente e uma imunidade à re-infecção (ASEFFA et al, 2002). 

Em oposição, camundongos BALB/c desenvolvem uma resposta imune Th2 e são 

incapazes de controlar a replicação parasitária (JONES et al, 2000).
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1.2.1. Desenvolvimento de células Th1 e resistência;

A citocina IL-12 desempenha um papel central na geração da resposta 

imune tipo 1. A IL-12 é uma citocina heterodimérica produzida primariamente por 

células apresentadoras de antígeno. Ela é constituída por duas cadeias 

polipeptídicas, a p35 e a p40, ligadas covalentemente entre si e que em conjunto 

formam a molécula p70 biologicamente ativa. A sinalização via JAK/STAT induzida 

pela IL-12 desempenha um papel crítico no desenvolvimento de uma resposta 

imune efetiva específica à L  major (HEINZEL et al, 1993). Uma das suas 

principais propriedades é a capacidade de estimular a secreção de IFN-y por 

células T e por células NK (SEDER et al, 1993). A sinalização através da IL-12 e 

do seu receptor, o IL-12R, não apenas inicia o desenvolvimento de uma resposta 

Th1, mas também mantém esta resposta uma vez que ela foi estabelecida (PARK 

et al, 2002). Ambas as cadeias de IL-12R são expressas durante a ativação de 

células Thl, enquanto que células Th2 expressam apenas a cadeia IL-12Rpi, mas 

não a cadeia IL-12R(32 do receptor (SZABO et al, 1995).

O IFN-y ativa macrófagos a destruir os parasitos intracelulares (NOBEN- 

TRAUTH et al, 2003), através da indução da expressão de óxido nítrico sintase. 

Esta enzima leva à produção de radicais reativos de nitrogênio, tóxicos ao parasito 

(PÉREZ-SANTOS & TALAMÁS-ROHANA, 2001). A neutralização de IFN-y in vitro 

inibe o desenvolvimento de células Th1 induzido pela IL-12 (WENNER et al, 

1996). Camundongos geneticamente resistentes, quando são deficientes na 

produção de IFN-y ou no receptor de IFN-y, são incapazes de controlar a
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replicação parasitária (WANG et al, 1994). Em adição, a neutralização utilizando 

anticorpos anti-IFN-y durante os primeiros dias de infecção por L  major levou à 

diferenciação de uma resposta tipo Th2 e á susceptibilidade (SCOTT et al, 1991).

A importância do NO na atividade leishmanicida exercida por macrófagos é 

evidenciada pelo aumento da carga parasitária após a inibição da sua síntese 

através do uso de antagonistas (EVANS et al, 1993). Linhagens de camundongos 

deficientes na expressão de iNOS desenvolvem uma doença progressiva quando 

infectados por L  mayor (WEI et al, 1995).

O TNF-a também está envolvido nos processos de destruição do parasito, 

através de um mecanismo que leva á produção de NO (BOGDAN et al, 1990). 

Camundongos resistentes à infecção por L  major apresentam quantidades 

significantes de TNF-a nos linfonodos, enquanto que esta citocina é indetectável 

em camundongos susceptíveis (THEODOS et al, 1991).

Recentes estudos têm demonstrado que uma subpopulação de células T 

CD4^, as células T regulatórias CD4'' CD25'', além de suprimir outras populações 

de células T, também regula a resposta imune contra agentes infecciosos. A 

produção inicial de IL-4 em resposta á infecção por L. major é aumentada e há um 

conseqüente aumento da carga parasitária em camundongos BALB/c depletados 

de células T CD4^ CD25^ (ASEFFA et al, 2002). No entanto, BELKAID e 

colaboradores (2002) demonstraram que camundongos C57BL/6 tratados por 

células T CD4* CD25"’ purificadas de lesões crônicas são altamente susceptíveis á 

infecção por L  major. A IL-10 produzida por estas células regulatórias contribui 

diretamente na persistência do parasito nas lesões.
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Camundongos BALB/c susceptíveis também podem desenvolver resistência 

à infecção por L  major quando infectados por inóculos com um número pequeno 

de parasitos (DOHERTY & COFFMAN, 1996; BRETSCHER et al, 1992). 

Camundongos BALB/c quando infectados com 1000 promastigotas desenvolvem 

uma resposta Th1 estável e resistem a um desafio subseqüente, enquanto que a 

infecção com números maiores de promastigotas resulta em uma polarização para 

uma resposta Th2 e em susceptibilidade (BRETSCHER et al, 1992). Esta 

resistência é associada a um estado de memória que gera uma resposta Thl ativa 

durante um desafio posterior. No entanto, camundongos C57BU6 infectados por 

100 promastigotas de L. mayor desenvolvem uma fase “silenciosa” de proliferação 

de parasitos que dura cerca de 4 a 5 semanas. Durante esta fase, apesar de não 

haver formação de lesão, há uma resposta Th2 transitória, com aumento da carga 

parasitária e dos níveis de IL-4. Após este período, há o desenvolvimento de uma 

lesão cutânea que coincide com a morte do parasita e posterior resolução da 

infecção (BELKAID et al, 2000). Esta resposta Th2 transitória é inibida 

principalmente pela produção de IFN-y por células T CDS"" (UZONNA et al, 2004).

1.2.2. Desenvolvimento de células Th2 e susceptibilidade:

A susceptibilidade de camundongos BALB/c após a infecção por L  major iem 

sido associada à expansão de células Th2, as quais produzem IL-4 (SACKS & 

NOBEN-TRAUTH, 2002; REINER & LOCKSLEY, 1995). Como resultado, há uma 

doença progressiva, acompanhada pela proliferação não controlada do parasito,
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um aumento de resposta Th2 e eventual morte dos animais (NOBEN-TRAUTH et 

al, 1996 e NOBEN-TRAUTH et al, 1999).

A produção de IL-4 durante a fase inicial da infecção de camundongos BALB/c 

é necessária e suficiente para instruir o desenvolvimento de células Th2, 

resultando no progresso da doença (HIMMELRICH et al, 2000). Há uma 

supressão do desenvolvimento de células Thl pela inibição da síntese de IFN-y, o 

qual é necessário para ativar os macrófagos a destruir os parasitos (SACKS & 

NOBEN-TRAUTH, 2002). Esta resposta inicial da IL-4 parece estar confinada a 

uma população oligoclonal de células T CD4^, com o receptor de células T 

Vp4Va8 que reconhece o antígeno de leishmania LACK e expressam mRNA para 

IL-4 de 12 a 14 horas após a infecção (LAUNOIS et al, 1997).

Apesar do papel da IL-4 em induzir a susceptibilidade á infecção, estudos têm 

demonstrado resultados contraditórios sobre a importância desta citocina na 

progressão da doença. A neutralização específica utilizando anticorpos anti-IL-4 

no tempo do desafio resultou na cura de camundongos BALB/c, com o 

estabelecimento de uma resposta imune protetora (SADICK et al, 1990). Já o 

tratamento com o anti-IL-4, após duas semanas de infecção, foi eficaz apenas 

quando o inóculo inicial utilizado foi baixo (UZONNA & BRETSCHER, 2001). 

NOBEN-TRAUTH e colaboradores (1996) demonstraram que camundongos 

BALB/c deficientes na produção de IL-4 permanecem susceptíveis durante a 

infecção por L  major, enquanto KOPF e colaboradores (1996) obtiveram 

resultados opostos. A infecção de camundongos deficientes em IL-4Ra revelou 

que a habilidade de L. majorem escapar da defesa imune depende do isolado de
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L mayor (NOBEN-TRAUTH, 2000). A infecção pelo isolado de L. mayor IR173 foi 

controlada apenas parcialmente em camundongos BALB/c deficientes em IL-4 e 

totalmente em camundongos BALB/c deficientes em IL-4Ra. Ambas as linhagens 

de camundongos BALB/c deficientes em IL-4 e em IL-4Ra demonstraram 

susceptibilidade quando infectadas com outro isolado de L  major, o LV39 

(NOBEN-TRAUTH et al, 1999). Em experimentos utilizando os isolados de L. 

major Seidman e FEBNI, camundongos BALB/c deficientes em IL-4 foram 

incapazes de controlar a replicação parasitária (KROPF et al, 2003). 

Adicionalmente, a administração exógena de IL-4 não foi suficiente para induzir 

uma doença progressiva em camundongos resistentes C57BL/6 infectados por L  

mayor (SADICK et al, 1991). Estes dados sugerem que a IL-4 é necessária, porém 

não é 0 único fator que inibe a resposta Thl levando à susceptibilidade à infecção 

(GORELIKetal, 2002).

1.2.3 Outros fatores associados à susceptibilidade

Outras citocinas podem inibir o desenvolvimento de células Th1, tais como a 

IL-13, IL-10 e 0 TGF-p (LETTERIO & ROBERTS, 1998). Estudos de mapeamento 

genético têm identificado a região cromossômica associada à susceptibilidade em 

camundongos, região esta que contém o gene da IL-13 (ROBERTS et al, 1993). A 

IL-13 é uma citocina com propriedades semelhantes às da IL-4, que utiliza para a 

sua sinalização, além do seu receptor IL-13Ra1, a cadeia IL-4Ra. Assim, em 

camundongos deficientes em IL-4Ra, a IL-4 e a IL-13 não induzem sinalização
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intracelular, enquanto que camundongos deficientes em IL-4 mantêm a função da 

IL-13. Como a ausência genética apenas da IL-4 não converte camundongos 

BALB/c ao fenótipo de resistência, os resultados obtidos com camundongos 

BALB/c deficientes em IL-4Ra, os quais apresentavam um perfil de resistência, 

indicam um papel da IL-13 em promover a susceptibilidade na infecção por L. 

major (NOBEN-TRAUTH et al, 1999; MOHRS et al, 1999). Estudos utilizando 

camundongos transgênicos para IL-13 ou deficientes na produção desta citocina 

confirmaram que IL-13 é um fator de susceptibilidade durante a infecção por L  

mayor (MATTHEWS et al, 2000).

Uma citocina adicional que pode suprimir a resposta Thl e a ativação de 

macrófagos é a IL-10 (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). A IL-10 é uma potente 

citocina antiinflamatória e imunossupressora secretada por vários tipos celulares, 

incluindo macrófagos, monócitos, células T CD4"̂ , T CDS"" e células B (MOORE et 

al, 1993). A IL-10 suprime a síntese de IFN-y e reduz a produção de NO, além de 

diminuir a expressão de moléculas de MHC classe I e MHC classe II e de 

moléculas co-estimulatórias em macrófagos, tais como as moléculas B7. A IL-10 

era considerada inicialmente pouco importante na infecção por L. major, pois o 

tratamento de camundongos BALB/c com o anticorpo monoclonal anti-IL-10 não 

alterou significantemente a progressão da doença (CHATELAIN et al, 1999). 

Porém, vários estudos têm evidenciado que a IL-10 diminui a atividade 

leishmanicida in vitro de macrófagos humanos e murinos devido à inibição da 

síntese de óxido nítrico (VIETH et al. 1994; VOULDOUKIS et al, 1997). No 

homem, a gravidade da leishmaniose viceral tem sido associada ao aumento dos
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níveis de IL-10 (KAYE et al, 1991). A produção de IL-10 também está associada 

com a progressão da lesão em pacientes com leishmaniose cutânea (LOUlZIR et 

al, 1998). Camundongos BALB/c deficientes em IL-10 são mais resistentes à 

infecção por L  major do que camundongos BALB/c selvagens, porém não são 

capazes de curar a lesão (KANE & MOSSER, 2001). NOBEN-TRAUTH e 

colaboradores (2003) sugerem que a sinalização de IL-4R e IL-10 contribui para a 

susceptibilidade, porém a IL-10 exerce um efeito maior no controle da infecção por 

L. major.

O TGF-p é uma citocina pleiotrópica que exerce múltiplas funções regulatórias 

no sistema imune (LETTERIO & ROBERTS, 1998). O TGF-p inibe a diferenciação 

de células T virgens em células T efetoras, além de inativar processos fisiológicos 

de macrófagos, influenciando a habilidade destas células em controlar parasitos 

intracelulares, como a Leishmania e o T. cruzi (SAD & MOSMANN, 1994; 

NELSON et al, 1991). Há um aumento da produção de IFN-y em células do 

linfonodo de camundongos BALB/c infectadas por L. major, após o tratamento 

com anti-TGF-p (SCHARTON-KERSTEN et al, 1995). Alguns autores sugerem 

que 0 TGF-p é também produzido por uma classe Th3 de linfócitos T, na presença 

ou não de IL-10 e sem a participação de IL-4, células estas com propriedades 

regulatórias e imunossupressoras (GROUX et al, 1997; STROBER et al, 1997). 

Altos níveis de TGF-p foram encontrados em hamsters ou camundongos 

infectados por L. chagasi e L. donovani, respectivamente (RODRIGUES et al, 

1998; MELBY et al, 2001). A infecção murina por L. braziliensis ou L. amazonensis
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é exacerbada pela administração exógena de TGF-p (BARRAL-NETTO et al, 

1992; BARRAL et al,1993).

1.2.4 O papel da prostaglandina E2

A prostaglandina E2 também pode afetar a gravidade da infecção por favorecer 

uma resposta Th2 exacerbada (WILBORN et al, 1995). Apesar da produção de IL-

4 nos primeiros estágios de infecção por L  mayor aparecer como o fator central da 

regulação da baixa expressão de IL-12RP2 por células T CD4'', a PGE2 pode 

também desempenhar um importante papel neste processo (LI et al, 2002).

As prostaglandinas são derivados do ácido araquidônico e estão entre os 

mediadores produzidos por macrófagos mais bem estudados (WILBORN et al, 

1995). Este mediador lipídico é liberado da membrana celular, principalmente 

através da ação da fosfolipase A2. As prostaglandinas têm papel central em 

diversos processos patológicos e fisiológicos. A conversão a PGE2 é catalizada 

pela enzima ciclooxigenase (COX), a qual existe como três isoformas. A COX-1 é 

expressa constitutivamente e é responsável pela produção de prostaglandinas nas 

funções fisiológicas na qual está envolvida. A descoberta da segunda isoenzima 

induzível, a COX-2, que é expressa apenas durante a inflamação pela estimulação 

de citocinas e produtos bacterianos, levou ao desenvolvimento de inibidores 

seletivos que poderiam ter eficácia clínica similar e poucos efeitos adversos 

(MAZARIO et al, 2001; WARNER & MITCHELL, 2004). Uma terceira enzima, a 

COX-3, foi descrita recentemente e é expressa em altos níveis no cérebro e no
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coração. A COX-3 é responsável pela sensação de dor e febre (BOTTING et al, 

2000).

A administração exógena de PGE2 causa principalmente a inibição da ativação 

de macrófagos e da formação de radicais de oxigênio e nitrogênio, bem como da 

resposta celular a vários mediadores pró-inflamatórios e fatores de crescimento, 

resultando em uma diminuição da função imune e da fibrogênese (BELLEY et al,

1995).

Na leishmaniose, o pico de produção de PGE2 ocorre durante as primeiras 

semanas de infecção. O aumento da produção de prostaglandinas é detectado 

com apenas uma semana de infecção em camundongos susceptíveis BALB/c 

infectados por L. mexicana, enquanto que em camundongos resistentes C57BL/6 

este aumento não é detectado (PÉREZ-SANTOS & TALMÁS-ROHANA, 2001). A 

produção de PGE2 é elevada durante a infecção de camundongos BALB/c por L  

major {FARREL et al, 1987) e em macrófagos infectados in vitro por L. donovani 

(MATTE et al, 2001).

0  tratamento de camundongos infectados por Leishmania com um potente 

inibidor da ciclooxigenase, a indometacina, diminui significantemente a gravidade 

da doença. Esta droga direciona a resposta imune a um perfil Thl e causa um 

aumento dos níveis de IL-12, IFN-y, NO e de moléculas co-estimulatórias nestes 

camundongos, apesar de não induzir a cura (SAHA et al, 1995; FREITAS et al, 

1999; FARREL et al, 1987). A adição de indometacina na cultura de esplenócitos 

de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados não altera a produção de IL-4 e de 

IL-10 (PÉREZ-SANTOS & TALMÁS-ROHANA, 2001). O tratamento combinado
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utilizando a indometacina e a IL-12 controla a infecção de camundongos BALB/c 

por L  major, enquanto que o tratamento apenas com a droga ou apenas com a IL- 

12 não é eficaz no controle da doença (LI et al, 2002).

1.3 A INFECÇÃO POR Leishmania amazonensis

A regulação da resposta imune do hospedeiro é bem definida durante a 

infecção cutânea por L. major em linhagens de camundongos isogênicas que são 

geneticamente susceptíveis ou resistentes a este parasito (Jl et al, 2002). 

Contudo, poucos estudos foram realizados para investigar a resposta imune do 

hospedeiro durante a infecção pelas espécies de Leishmania que causam doença 

no Novo Mundo, como a L. amazonensis (SOUZA et al, 2000).

A Leishmania amazonensis é um membro do complexo Leishmania 

mexicana. Em países da América do Sul, este parasito causa um amplo espectro 

de manifestações clínicas que variam desde lesões cutâneas simples a múltiplos 

nódulos desfigurantes ou mesmo complicações viscerais (Jl et al, 2002). Esta 

espécie de parasito é descrita como o único agente etiológico da leishmaniose 

cutâneo difusa no Brasil, uma condição que está associada a uma pobre resposta 

imune mediada por células nos estágios iniciais da infecção (Jl et al, 2002).

A infecção experimental murina por L. amazonensis causa um diferente 

padrão de susceptibilidade na leishmaniose (JONES et al, 2002). Este parasito 

causa uma infecção que não cura em linhagens de camundongos que são 

resistentes a L. major, tais como a C3H, C57BL/10, C57BL/6 (AFONSO & SCOTT, 

1993; JONES et al, 2000). Apesar destes camundongos apresentarem um
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fenótipo susceptível, a resposta imune não é completamente definida como uma 

resposta Th2 (JONES et al, 2000). Em camundongos C57BL/10, a produção de IL-

4 é restrita apenas às primeiras semanas de infecção e, posteriormente, quando 

as lesões são evidentes, nenhuma IL-4 é detectada. Além disso, a neutralização 

de IL-4 endógena pelo anticorpo monoclonal 11811, apesar de reduzir a lesão, 

não promove a cura da infecção, sugerindo que o fenótipo susceptível não é 

devido apenas a uma resposta Th2 induzida pela IL-4 (AFONSO & SCOTT, 1993).

JONES e colaboradores (2000) demonstraram que camundongos C57BL/6 

deficientes em IL-4 não curam a infecção quando infectados com um número 

elevado de parasitos de L  amazonensis. Foi detectada uma expressão reduzida 

da subunidade p2 do receptor de IL-12, sugerindo que a susceptibilidade é devida 

à ausência funcional do IL-12R na população de células T CD4"  ̂ e que esta 

resposta é independente da ação da IL-4. Em oposição a este estudo, SOUZA e 

colaboradores (2000) demonstraram que camundongos CBA, resistentes à 

infecção por L  major, apresentam um fenótipo de susceptibilidade, com altos 

níveis de IL-4 e baixos níveis de IFN-y em todo o curso da infecção por L. 

amazonensis. Durante a infecção de macrófagos J774-G8 ativados por LPS, a L. 

amazonensis suprime a expressão de iNOS e conseqüentemente a síntese de NO 

(BALESTIERE et al, 2002).

Alguns estudos indicam ainda que há um balanço na expansão de células 

Thl e Th2 no curso da infecção por L. amazonensis. Com duas semanas de 

infecção, células T CD4"  ̂ do linfonodo de camundongos BALB/c, além de 

produzirem IL-2, IFN-y e TNF-a, produzem também IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Jl et al.
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2002). O desenvolvimento da lesão e a carga parasitária são exacerbadas na 

presença de células T CD4" ,̂ demonstrando que estas células contribuem 

significantemente para a imunopatologia da doença crônica (SOONG et al, 1997). 

As células T CD8"̂  estão envolvidas na resposta imune protetora contra a infecção 

por L. amazonensis, através de mecanismos mediados pela produção de IFN-y e 

pela secreção de perforina, com potencial citolítico no local da infecção 

(COLMENARES et al, 2003).

Macrófagos peritoniais produzem TGF-p ativo após 72 horas de infecção por 

L. amazonensis. Há também um aumento da produção de TGF-p nos tecidos da 

pata de camundongos infectados por este parasito, bem como um aumento 

progressivo da lesão em camundongos C57BL/6 infectados e administrados 

exogenamente pelo recombinante de TGF-p (BARRAL-NETTO et al, 1992). 

Camundongos BALB/c infectados por L  amazonensis e tratados com anti-TGF-p 

expressam mais mRNA para IFN-y do que os controles não tratados, apesar de 

não curarem completamente a infecção (BARRAL-NETTO et al, 1992). A infecção 

progride de maneira similar em camundongos C57BL/6 IL-10 -/- (JONES et al,

2002) e em BALB/c IL-10 -/- (PADIGEL et al, 2003) quando comparados com 

camundongos selvagens, durante a infecção por 5 x 10® e 10® L  amazonensis, 

respectivamente. Apesar de não haver diferença no curso da infecção, estes 

camundongos apresentam uma resposta Thl exacerbada (PADIGEL et al, 2003; 

JONES et al, 2002).

C Pq G M 
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2. JUSTIFICATIVA

As leishmanioses representam um sério problema de saúde pública em vários 

países subtropicais e tropicais, incluindo o Brasil. Cerca de 12 milhões de pessoas 

sofrem desta doença, com aproximadamente 2 milhões de indivíduos infectados 

anualmente (WHO, 2000).

O uso de infecções parasitárias experimentais para o estudo da doença tem 

facilitado não apenas a compreensão de como os processos imunes são induzidos 

e regulados in vivo, mas também os mecanismos que os parasitos possuem para 

escapar da vigilância imune (NOBEN-TRAUTH, 2000). A infecção experimental de 

camundongos por L  major é um dos modelos mais bem caracterizados para o 

estudo da resposta imune associada à diferenciação de linfócitos T (SCOTT et al,

1996). Muitos trabalhos evidenciaram o papel do IFN-y em promover resistência à 

infecção polarizando para uma resposta do tipo 1, enquanto que a citocina IL-4 

leva a uma resposta do tipo 2 e é o principal fator em direção à susceptibilidade e 

progresso da doença. Porém, recentes estudos demonstraram muitas 

contradições sobre o papel do IL-4 em exacerbar a infecção. A depender do 

isolado de L. major, camundongos BALB/c deficientes em IL-4 e no seu receptor 

permanecem susceptíveis à infecção. BIEDERMANN e colaboradores (2001) 

demonstraram que a IL-4 pode induzir resistência em camundongos susceptíveis 

BALB/c infectados por L  major Os autores observaram que, quando presente na 

fase inicial da ativação das células apresentadoras de antígeno, que precede a 

estimulação de células T, a IL-4 instrui células dendríticas a produzir IL-12 

induzindo a maturação de células Thl e a resistência. Porém, quando presente no
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período da ativação das células T, a IL-4 inibe a cadeia p2 do receptor de IL-12, 

levando a uma resposta Th2 e á susceptibilidade. Em camundongos C57BL/6 

deficientes em IL-12 infectados por L. chagasi, os níveis de IL-4 são baixos em 

todo o curso da doença (WILSON et al, 2002). Portanto, a depender da espécie do 

parasito, do inóculo utilizado e da linhagem de camundongo estudada, há uma 

resposta diferenciada em direção à susceptibilidade. Outros fatores que agem em 

conjunto ou de forma independente da IL-4 podem levar á susceptibilidade, como 

a IL-10, IL-13, TGF-p e a PGE2.

Apesar da L. amazonensis ser responsável por uma ampla variedade de 

manifestações clínicas nos países sul-americanos, poucos estudos têm 

investigado a resposta do hospedeiro durante a infecção por este parasito 

(SOUZA et al, 2000). Portanto, 0 estudo de mediadores solúveis inibitórios como a 

IL-4 e a PGE2 e as suas associações nos mecanismos os quais poderiam suprimir 

a eliminação dos parasitos durante a infecção de camundongos por L  

amazonensis, é de grande relevância para 0 entendimento da patogênese da 

doença. As correlações entre aspectos histopatológicos e avaliações imunológicas 

deste modelo murino permitirão compreender alguns dos mecanismos envolvidos 

nos perfis de susceptibilidade durante à infecção. O entendimento dos eventos 

associados à polarização de células T é crítico para o desenvolvimento racional de 

vacinas e estratégias imunoterapêuticas para 0 controle da doença.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Investigar o papel dos mediadores solúveis IL-4 e PGE2 nos mecanismos que 

suprimem a eliminação dos parasitos durante a infecção experimental de 

camundongos BALB/c 1L-4+/+ e IL-4-/- por L  amazonensis.

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:

■ Avaliar, comparativamente, a progressão da infecção nas linhagens BALB/c 

lL-4 +/+ e IL-4 -/-, com ou sem tratamento por indometacina, infectados com 

diferentes inóculos de L. amazonensis;

■ Comparar o perfil de produção de IFN-y por células de linfonodo e 

anticorpos parasito-específicos no soro destes animais;

■ Comparar o perfil de produção de NO nos grupos de estudo;

■ Quantificar a carga parasitária nos linfonodos;

■ Detectar a presença de parasitos no local da infecção;

■ Comparar os aspectos morfológicos das lesões dos vários grupos de 

camundongos.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados neste estudo camundongos das linhagens BALB/c IL-4 -/- 

e IL-4 +/+, fêmeas, com a idade entre 8 a 12 semanas. Os camundongos foram 

produzidos e mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz- 

FIOCRUZ/BA, com fornecimento de água e ração comercial balanceada ad libitum 

até 0 dia do sacrifício. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho 

foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Fiocruz-BA.

4.2 PARASITOS E ANTÍGENO

As formas promastigotas de L  amazonensis (MHOM/BR88/BA-125 Leila 

strain) foram cultivadas em meio LIT contendo 10% de soro bovino fetal (Cultilab), 

5% de urina humana estéril, 50 ng/ml de gentamicina (Hipolabor) e incubados a 

26° C. Ao atingirem a fase estacionária de crescimento, novas passagens in vitro 

dos parasitos foram realizadas. Foram utilizados na infecção apenas parasitos 

provenientes de culturas recém-isoladas (até P3). A infectividade dos parasitos foi 

mantida através de passagens em camundongos. Para a preparação de antígeno 

solúvel, as formas promastigotas de Leishmania amazonensis foram lavadas três 

vezes em PBS a 3000 rpm por 10 minutos. O pellet contendo o extrato do parasito 

foi resuspendido em 1 ml de água estéril, e 3 a 4 sessões de congelamento em 

nitrogênio líquido e descongelamento em banho-maria a 37° C foram realizadas. 

Foi acrescentado PBS lOx na proporção 1/10 do volume final. O antígeno foi
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congelado a -70°C. A dosagem de proteínas por fluorescência (GERASIMOVA et 

al, 1992) foi realizada no FluorosKan II (Labsystems, Minnesota, EUA), 24 horas 

após o congelamento.

4.3 INFECÇÃO POR L. AMAZONENSIS

Camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- foram inoculados no coxim plantar 

da pata direita com 10 ,̂ IO'*, 10® ou 5 x 10® promastigotas de L. amazonensis. 

Foram utilizados diferentes inóculos para verificar a influência do inóculo inicial no 

curso da infecção em camundongos IL-4 -/-. A medida da espessura das patas foi 

realizada semanalmente utilizando um paquímetro digital (Mitutoyo, Japão). O 

tamanho da lesão foi determinado pela diferença da espessura da pata direita 

infectada e a pata esquerda não infectada. Os animais infectados por 5 x 10® L. 

amazonensis foram sacrificados após duas e cinco semanas de infecção. Os 

demais grupos foram sacrificados após um período de cinco a sete semanas de 

infecção, devido à ulceração e necrose das lesões.

4.4 TRATAMENTO COM INDOMETACINA

Camundongos BALB/c lL-4 -/- e lL-4 +/+ infectados por lO'  ̂L. amazonensis 

foram tratados com indometacina (Sigma, St. Louis, EUA). A droga foi dissolvida 

em etanol a 10 mg/ml e posteriormente diluída em salina a uma concentração final 

de 20 i^g/ml. Para os controles, foram utilizados apenas o etanol diluído em salina 

na mesma concentração da droga (veículo). O tratamento foi realizado durante as 

três primeiras semanas de infecção, diariamente, por via intraperitonial. Foi
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realizado também um tratamento prolongado (por sete semanas) para verificar o 

efeito desta droga por um período maior de infecção. Neste último experimento, a 

indometacina foi administrada por via oral em camundongos BALB/c IL-4 -/-, a 

uma concentração de 20 |ag/ml diluída em 0,4% de etanol. Os camundongos 

controles receberam apenas 0,4% de etanol na água (veículo).

4.5 COLETA DE SANGUE

Os animais foram anestesiados com solução de xilazina (10 mg/kg) e 

quetamina (90 mg/kg) para obtenção de sangue na região axilar após secção do 

plexo braquial. O sangue acumulado foi aspirado utilizando-se uma pipeta 

Pasteur. Após este procedimento, os animais foram imediatamente sacrificados 

em câmara de CO2 para remoção de órgãos e tecidos.

4.6 SOROLOGIA

Os níveis de anticorpos leishmania-específicos IgGI e lgG2a foram 

determinados pela técnica de ELISA. Placas de 96 poços foram sensibilizadas 

com 50 1̂ 1 de antígeno solúvel de leishmania diluído em tampão carbonato na 

concentração de 3 |j,g/ml e incubados por 16 horas a 4°C. Após a sensibilização, 

as placas foram lavadas três vezes com PBS/tween 20 a 0,05% e bloqueadas com 

100 [xl de PBS + 5% leite desnatado por 2 horas. Após este período, os soros 

diluídos 1:50 e 1:500 foram plaqueados e incubados por 2 horas á temperatura 

ambiente. As placas foram então lavadas três vezes com PBS/tween 0,05%. A 

ligação de anticorpos IgGI e lgG2a foi detectada através da adição de 50 i^l/poço
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dos anticorpos anti-lgG1 ou anti-lgG2a biotinilados (Pharmingen, IVlinneapólis, 

EUA) diluídos 1:500 durante 45 minutos. As placas foram lavadas por cinco vezes 

com PBS/tween 0,05% e incubadas durante 30 minutos à temperatura ambiente 

com avidina-peroxidase diluída 1:1000. As placas foram novamente lavadas por 

oito vezes com PBS/tween 0,05%. A revelação foi realizada adicionando o 

substrato TMB (3, 3’, 5, 5’- tetramethylbenzidine; Sigma) dissolvido em 10 ml do 

tampão citrato-fosfato 0,05 M e 2 |al de H2O2 e interrompida com ácido fosfórico a 

0,05 M. A leitura da reação foi determinada utilizando o espectofotômetro 

(Spectramax 190 -  Molecular Devices, Califórnia, EUA), com filtro de 450 nm. As 

análises foram realizadas no Software Softmax 4.3.1.

4.7 DOSAGEM DE NO

A dosagem de NO foi realizada no soro dos animais. As amostras foram 

desproteinizadas (GREEN et al, 1982) e a produção de NO foi determinada 

através de seus produtos oxidativos, 0 nitrito e nitrato, pelo método de Griess 

(DING et al, 1988). O nitrato foi oxidado a nitrito através da adição de 100 [ú de 

vanádio (MERK, Damstadt, Alemanha) nas amostras. A absorbância foi 

determinada em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As análises 

foram realizadas no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em 

MM de nitrito, tendo por base uma curva padrão de nitrito de sódio com 

concentração inicial de 400 pM.

4.8 CULTURA DE CÉLULAS
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Durante o sacrifício dos diferentes grupos experimentais, o linfonodo 

poplíteo regional foi retirado para preparo de suspensão celular. Após lavagem em 

meio HBSS (Sigma), os linfonodos foram macerados e as suas células foram 

centrifugadas a 1500 rpm, por 10 minutos, em centrífuga refrigerada. O pellet 

contendo as células foi resuspendido em 1 ml de meio RPMI suplementado com 

7.5% de bicarbonato de sódio, hepes a 1M, piruvato a 100 Mm, L-glutamina a 200 

mM, 50 |iM |3-2-mercaptoetanol, 10% de SBF e 50 |ag/ml de gentamicina para 

determinação da concentração de células através da contagem em câmara de 

Neubauer. Foram plaqueadas 5x10® células/poço em placas de 24 poços, em um 

volume final de 1 ml/ poço de meio RPMI (Sigma) contendo 10% SBF. Alguns 

poços foram estimulados com 1 ^ig/ml de concanavalina A (Sigma) ou com 100 

fxg/ml de antígeno de L  amazonensis. As células foram cultivadas em atmosfera 

úmida contendo 5% de CO2, a 37° C. Após 48 horas de cultura, os sobrenadantes 

foram coletados e mantidos a -20° C para posterior dosagem de citocinas.

4.9 DOSAGEM DE CITOCINAS

A dosagem de IFN-y foi realizada a partir do sobrenadante das culturas de 

células do linfonodo, pela técnica de ELISA sanduíche, utilizando 0 protocolo, 

anticorpos e citocina recombinante do kit Duoset ELISA Developmet System (R&D 

Systems, Minneapólis, EUA). Placas de ELISA (NUNG -  IMMUNO PLATE 

Maxisorp Surface) foram sensibilizadas com 50 \úl poço do anticorpo de captura, 

na concentração de 2 ^ig/ml, diluído em PBS e incubadas por 16 horas à 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas três vezes com PBS a 0,05% de
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tween e bloqueadas com 100 jil/poço de PBS contendo 0,05% de nitrito de sódio, 

1% de BSA e 5% de sacarose por 2 horas. Em seguida, foram adicionados 50 

[úlpoço das amostras, do branco e da curva padrão de IFN-y diluídos no tampão 

Tris-salina (20 mM trizma base e 150 mM de NaCI) contendo 0,1% de BSA e 

0,05% de tween 20, durante 2 horas, à temperatura ambiente. O padrão foi diluído 

seriadamente (1:2), a partir da concentração inicial de 2000 pg/ml, com onze 

diluições em duplicata. A placa foi lavada três vezes com PBS/tween 0,05% e 

incubada com 50 |il do anticorpo de detecção (biotinilado) na concentração de 400 

ng/ml por um período de de 2 horas. A placa foi lavada três vezes com PBS/tween 

0,05% e incubada durante 20 minutos com avidina-peroxidase diluída 1:200. A 

revelação foi realizada adicionando o substrato TMB dissolvido em 10 ml do 

tampão citrato-fosfato 0,05M pH 5,0 e 2 1̂ de H2O2 e interrompida com ácido 

fosfórico a 0,05 M. A leitura da reação foi determinada utilizando 0 

espectofotômetro (Spectramax), com filtro de 450 nm. As análises foram 

realizadas no Software Softmax 4.3.1.

4.10 HISTOPATOLOGIA

As patas infectadas dos camundongos foram retiradas após o sacrifício 

destes animais, fixadas em formalina a 10% por 48 horas e posteriormente 

descalcificadas em solução contendo ácido nítrico a 7% durante 3 dias. Para a 

retirada do excesso de ácido, as patas foram lavadas durante 5 dias com água 

destilada e em seguida foram então encaminhadas para processamento 

histopatológico. Os fragmentos do tecido da pata foram incluídos em parafina e
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secções com 5-7 îm do corte foram obtidas e coradas com hematoxilina e eosina 

para análise. Alternativamente, secções não coradas foram submetidas à 

marcação com anticorpo anti-leishmania.

4.11 IMUNOISTOQUÍMICA

A técnica de imunoistoquímica foi realizada para a confirmação da presença 

de parasitos nas lesões. Lâminas tratadas com poli-t-lisina contendo secções do 

tecido da pata infectada em parafina foram processadas para desparafinização do 

tecido. O bloqueio da peroxidase endógena foi realizado utilizando metanol + 3% 

de H2O2 durante 20 minutos à temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas 

três vezes em água destilada por cinco minutos e duas vezes com PBS. As 

reações inespecíflcas foram bloqueadas com PBS + 5% de BSA durante 20 

minutos. As lâminas foram incubadas com anticorpo primário anti-L. braziliensis 

(policlonal de coelho IgG, produzido no laborátorio LPBl/Fiocruz/BA), diluído 

1/1000 em PBS + 1% BSA, por 16 horas, a 4°C. Após este período de incubação, 

as lâminas foram mantidas por 30 min à temperatura ambiente e foram lavadas 

três vezes com PBS. Em seguida, o anticorpo secundário produzido em cabra 

anti-lgG de coelho conjugado à biotina (American Qualex, San Clemente, E.U.A) 

foi adicionado, diluído a 1/200 em PBS + 1% de BSA + 5% de soro normal de 

camundongo por 45 minutos á temperatura ambiente. Os cortes foram lavados por 

duas vezes em PBS por 5 minutos e incubados com streptavidina-peroxidase, 

diluída 1/500 em PBS durante 30 minutos. Em seguida, os cortes foram 

novamente lavados duas vezes com PBS por 5 minutos e revelados com 0
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substrato DAB (diaminometilbenzidina, Sigma). A reação foi interrompida com 

água corrente. O tecido foi então contracorado utilizando a hematoxilina de Harris 

e montado com bálsamo do Canadá. As lâminas foram observadas em 

microscópio óptico para avaliação da marcação dos parasitos.

4.12 QUANTIFICAÇÃO PARASITÁRIA

A quantificação parasitária foi realizada a partir de células do linfonodo 

utilizando um método de diluição limitante. O linfonodo poplíteo regional inteiro foi 

macerado em uma placa de Petri contendo HBSS. As células foram centrifugadas 

a 1500 rpm, por 10 minutos, em centrífuga refrigerada. O pellet contendo as 

células foi ressuspendido em 1 ml de meio LIT completo para determinação da 

concentração de células através da contagem em câmara de Neubauer. Foram 

plaqueadas 2x10® células/poço em placas de 96 poços contendo um volume final 

de 100 nl de meio LIT completo. A partir desta concentração inicial de células, 

foram realizadas diluições sucessivas (1:10). As placas foram então incubadas a 

26° C. A presença de parasitas foi monitorada a partir do quinto dia de cultura pela 

observação ao microscópio óptico da presença ou não de formas promastigotas 

nos poços. A carga parasitária foi determinada pela média geométrica das 

recíprocas dos títulos correspondentes aos poços contendo maior diluição que se 

apresentaram positivos, utilizando-se a fórmula;

V 7P,.„n
Onde: n = Número de animais

p = recíproca dos títulos no qual foi encontrado o último poço positivo
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4.13 EXPRESSÃO E ANÁLISE DOS RESULTADOS

Os valores numéricos apresentados nos gráficos correspondem às médias 

± SE ou ± SD de mensurações efetuadas nos diferentes grupos de animais, 

conforme indicado nas figuras. Nos gráficos correspondentes a parasitisme, esses 

resultados são expressos em log (10) das médias geométricas das diluições 

máximas em que poços positivos foram encontrados. A significância das 

diferenças entre os grupos foi examinada utilizando teste t de Student para 

amostras independentes ou análise de variância (quadro de comparações envolvia 

mais que dois grupos). O limite crítico de significância foi estabelecido para P < 

0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Camundongos BALB/c IL-4 -/- desenvolvem lesões menores que IL-4 

+/+ quando infectados por 10®, 10^ e 10  ̂L. amazonensis.

Para determinar se a IL-4 desempenha um papel na susceptibilidade durante 

a infecção por L. amazonensis, camundongos BALB/c IL-4 -/- foram infectados 

na pata direita com diferentes inóculos de L  amazonensis e o curso da infecção 

foi comparado com o de camundongos selvagens da mesma linhagem. Como 

pode ser visto na figura 1, a doença progride de forma similar em camundongos 

BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- quando infectados por 5x10® promastigotas de L  

amazonensis, tendo ambos os grupos apresentado lesões progressivas e 

semelhantes. No entanto, quando utilizamos inóculos mais baixos, como 10 ,̂ 10  ̂

e 10® promastigotas de L. amazonensis, camundongos IL-4 -/- desenvolvem 

lesões menores que IL-4 +/+, apesar de não curarem a infecção. Este resultado 

indica que a IL-4 participa da susceptibilidade de camundongos BALB/c por L  

amazonensis e que o tamanho do inóculo influencia o curso da infecção por este 

parasito.
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FIGURA 1

Fig. 1: Curso da infecção de camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- por 10 , 

10 ,̂ 10® e 5 X 10® promastigotas de L  amazonensis. As lesões foram monitoradas 

semanalmente através da medida da espessura das patas, durante 5-7 semanas. 

Resultados semelhantes foram obtidos em outros dois experimentos. Valores 

representam as médias ± SE de 5 camundongos por grupo. * P<0,04 referente ao 

teste t de Student.
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A quantificação parasitária foi realizada por diluição limitante no linfonodo de 

camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por diferentes inóculos de L  

amazonensis. Com apenas duas semanas de infecção, não havia diferença na 

carga parasitária no linfonodo de camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- 

infectados por 5 x 10® L. amazonensis (Fig. 2A). Em contrapartida, nenhum 

parasito foi detectado no linfonodo de camundongos infectados por 10 ,̂ 10  ̂e 10® 

L. amazonensis com duas semanas de infecção neste estágio de infecção 

(dados não mostrados). Após cinco semanas de infecção, camundongos IL-4 -/- 

apresentavam uma carga significantemente menor de parasitos (cerca de 1000 

vezes menor) quando comparados com IL-4 +/+ (Fig. 2B-D). Para confirmar 

estes resultados, nós realizamos imunoistoquímica para a detecção de parasitos 

na pata infectada. Como mostra a figura 3, lesões de camundongos IL-4 +/+ 

infectados por 10'* L  amazonensis apresentam muitos macrófagos com amplos 

vacúolos parasitóforos citoplasmáticos contendo inúmeros parasitos. No entanto, 

lesões de camundongos IL-4 -/- apresentam apenas focos isolados de parasitos 

nas lesões em meio de macrófagos predominantemente não vacuolados (Fig. 3).

5.2. Quantificação parasitária no linfonodo de camundongos BALB/c IL-4

+/+ e IL-4 -/- infectados por L. amazonensis
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FIGURA 2

5x10® L  amazonensis 10® L. amazonensis

Fig. 2: Quantificação parasitária de camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- 

infectados por L. amazonensis. A carga parasitária foi determinada por diluição 

limitante no linfonodo de 5 camundongos BALB/c IL-4 +/+ (barras pretas) e de 5 

camundongos IL-4 -/- (barras brancas) infectados por diferentes inóculos de L 

amazonensis após 2 (A), 5 (D) e 7 (B e C) semanas pós-infecção. A quantificação 

dos parasitos foi determinada individualmente e as médias geométricas das diluições 

máximas de cada grupo foram expressas em log (10). Os dados correspondem a um 

experimento representativo de três realizados. * P<0,01 referente ao teste t de 

Student.
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FIGURA 3



imunoistoquímica para a detecção de L  amazonensis foi realizada após 7 

semanas de infecção nas secções de tecido da pata de camundongos infectados 

por IO'* L  amazonensis (objetiva de 20x). Em (A), lesões de camundongos 

BALB/c IL-4 +/+ exibem muitos macrófagos vacuolados contendo inúmeros 

amastigotas. Em (B), lesões de camundongos BALB/c IL-4 -/- exibem apenas 

focos isolados de parasitas em meio a um infiltrado constituído 

predominantemente por maaófagos não vacuolados.

Fig. 3: Detecção de parasitos na pata dos camundongos infectados. A
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5.3. Resposta Th1 é mais elevada na ausência de IL-4 durante a infecção 

por L. amazonensis

Para avaliar o perfil da resposta imune em camundongos BALB/c IL-4 +/+ e 

IL-4 -/- infectados por L. amazonensis, células do linfonodo destes animais foram 

estimuladas por Con A ou por antígeno de L  amazonensis para dosagem de 

IFN-y. Após duas semanas de infecção, camundongos IL-4 -/- infectados por 5 x 

10® L  amazonensis produziram níveis significantemente maiores de IFN-y que 

IL-4 +/+, quando estimuladas por Con A e por antígeno de leishmania (Fig. 4A). 

Resultado similar foi encontrado em sobrenadantes de células de camundongos 

infectados por lO'* L. amazonensis após sete semanas de infecção (Fig. 4B).

O padrão de resposta também foi avaliado através da dosagem de 

anticorpos IgGI e lgG2a específicos para antígeno de L  amazonensis. Esta 

dosagem foi realizada por ELISA a partir do soro coletado dos camundongos 

infectados por 5 x 10® e 10'* L. amazonensis (Fig. 5). Camundongos IL-4 +/+ 

produzem mais IgGI que IL-4 -/-, após 2 e 7 semanas de infecção por 5 x 10® e 

IO'* L. amazonensis, respectivamente (Fig 5A e B). Após duas semanas de 

infecção, camundongos IL-4 -/- apresentavam predominantemente níveis 

maiores do anticorpo lgG2a que camundongos IL-4 +/+ quando inoculados por 5 

X 10® L. amazonensis (Fig. 5A). Em contrapartida, não foi observada diferença 

significativa nos níveis deste anticorpo durante a infecção de camundongos por 

10'* L  amazonensis (Fig. 5B).
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FIGURA 4

Fig. 4: Dosagem de IFN^ em sobrenadantes da cultura de células de 

camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por L. amazonensis. Células 

de linfonodo (pool de células de 5 camundongos por grupo) foram incubadas apenas 

com o meio de cultura ou estimuladas por antígeno de L  amazonensis (Ag) ou por 

Concanavalina A (Con A). Após 48 horas de cultura, os níveis de IFN-y nos 

sobrenadantes foram determinados por ELISA. (A), células de camundongos 

infectados por 5 x 10® L. amazonensis e (B) células de camundongos infectados por 

IO'* L. amazonensis, após duas e sete semanas de infecção, respectivamente.
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FIGURA 5

Fig. 5: Dosagem de anticorpos séricos IgGI e lgG2a de camundongos BALB/c 

IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por L. amazonensis. Os níveis de anticorpos 

leislimania específicos foram determinados por ELISA no soro destes animais. Em 

(A), dosagem de anticorpos no soro de camundongos infectados por 5 x 10® L 

amazonensis e em (B), por IO'* L  amazonensis, após 2 e 7 semanas de infecção 

respectivamente. Dados representativos de dois experimentos realizados. Valores 

representam as médias ± SD de 5 camundongos por grupo. *P<0,01 e #P<0,03, 

ambos referentes ao teste t de Student.
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5.4. Produção de NO em camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- 

infectados por L. amazonensis.

Como o NO é a principal molécula efetora na destruição da leishmania por 

macrófagos murinos, nós decidimos investigar se havia diferença nos níveis 

desta molécula em camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por L  

amazonensis, através da medida de seus produtos oxidativos, o nitrito e o nitrato, 

pelo método de Griess. Nós observamos que camundongos BALB/c IL-4 -/- 

produzem 100 vezes mais NO que camundongos IL-4 +/+ quando infectados por 

10'* L. amazonensis (Fig. 6B). Camundongos infectados por 5 x 10® L. 

amazonensis produzem aproximadamente cerca de 10 vezes menos NO quando 

comparados aos animais infectados por IO'* L  amazonensis. Não houve 

diferença nos níveis de NO entre BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- quando infectados por 

5 X 10® L amazonensis (Fig. 6A). Estes dados indicam que o inóculo de L. 

amazonensis na infecção pode interferir na capacidade de síntese de NO por 

macrófagos.
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FIGURA 6

Fig. 6: Dosagem de NO no soro de camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- 

infectados por L  amazonensis. A dosagem de NO foi realizada através da reação 

de Griess no pool dos soros de camundongos (5 por grupo) após 2 e 7 semanas de 

infecção por 5 x 10® e por 10“* L. amazonensis, respectivamente. Dados de um 

experimento representativo de dois realizados.
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5.5. Tratamento de camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por L. 

amazonensis com indometacina

A associação da ausência da citocina IL-4 e da prostaglandina E2, um 

mediador lipídico já conhecido por exacerbar a infecção por L. major, foi avaliada. 

Camundongos BALB/c lL-4 +/+ e IL-4 -/- foram infectados por 10  ̂ L. 

amazonensis e tratados ou não com indometacina, um inibidor da síntese da 

ciclooxigenase, a enzima responsável pela produção da PGE2. Após cinco 

semanas de infecção, houve uma redução significativa no tamanho das lesões 

de camundongos IL-4 +/+ e IL-4 -/- tratados com indometacina quando 

comparados aos camundongos controles não tratados (Fig. 7A). Houve também 

uma diminuição significante no número de parasitos no linfonodo dos 

camundongos IL-4 +/+ tratados com indometacina (Fig. 7B). Apesar de 

camundongos IL-4 -/- tratados com a droga apresentarem redução no tamanho 

das lesões, não foram observadas diferenças na carga parasitária no linfonodo 

destes animais (Fig. 7B).

Como foi visto na Fig. 7, as lesões voltam a crescer após o término do 

tratamento de três semanas com indometacina. Portanto, para acompanhar o 

efeito do bloqueio da PGE2 por um período maior de tempo, foi realizado 0 

tratamento prolongado com indometacina por via oral, em camundongos BALB/c 

IL-4 -/- infectados por 10  ̂L  amazonensis. Como mostra a figura 8, a lesão evolui 

nos dois grupos de estudo com o decorrer das semanas, apesar de ser 

significantemente menor no grupo tratado com indometacina.
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FIGURA 7

Fig. 7: Efeito do tratamento com indometacina por via intraperitoneal em 

camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- infectados por 10^ L  amazonensis. Em

(A), acompanhamento semanal da medida da espessura das patas, em animais 

tratados com indometacina (INDO) ou tratados apenas com o veículo da droga. 

Valores correspondem às médias ± SE de 5 camundongos por grupo. Em (B), 

quantificação parasitária por diluição limitante nas células do linfonodo destes 

animais. Os camundongos foram sacrificados após 5 semanas de infecção. Em (a), 

lL-4 +/+ veículo vs IL-4 +/+ INDO: P<0.001, (b) lL-4 +/+ veículo vs lL-4 +/+ INDO: 

P<0.001; IL-4 -/- veículo vs IL-4 -/- INDO: P<0.01, (c) IL-4 +/+ veículo vs IL-4 +/+ 

INDO: P<0.001; IL-4 -/- veículo vs IL-4 -/- INDO: P<0.01, (d) IL-4 +/+ veículo vs IL-4 

+/+ INDO: P<0.001; IL-4 -/- veículo vs lL-4 -/- INDO: P<0.01. Valores referentes ao 

teste one-way ANOVA.
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FIGURA 8

10  ̂L. amazonensis

Semanas pós-infecção

- IL-4 -/- veículo 
IL-4 n/-INDO

Fig. 8: Tratamento prolongado com indometacina por via oral em 

camundongos BALB/c IL-4 -/- infectados por L. amazonensis. Camundongos IL-

4 -/- foram infectados por 10  ̂ L. amazonensis e tratados com indometacina (INDO) 

ou apenas com o veículo da droga por via oral. O progresso da lesão foi monitorado 

a partir da medida da espessura das patas. Valores representam às médias ± SE de

5 camundongos por grupo. * P<0,03 referente ao teste t de Student.

53



5.6. Análise histopatológica das lesões de camundongos BALB/c IL-4 -/- e 

IL-4 +/+ tratados ou não com indometacina.

Foi realizada a análise histopatológica de secções do tecido da pata 

infectada coradas por hematoxilina e eosina dos diferentes grupos de estudo. 

Camundongos IL-4 +/+ tratados com o veículo da droga apresentavam lesões 

grandes, com infiltrado inflamatório crônico e monomórfico, do tipo “virchowiano”, 

com muitos macrófagos vacuolados contendo inúmeros parasitos. Este aspecto 

monótono da lesão foi apenas alterado pelas áreas de necrose, extensas em 

dois animais. Foi observada também a formação de microabscessos circundados 

por neutrófilos e eosinófilos (Fig. 9A). Em camundongos BALB/c IL-4 +/+ tratados 

com indometacina, o tamanho da lesão variava de pequeno (3 animais), a médio 

(1 animal) e grande (1 animal). Estas lesões tinham o aspecto virchowiano 

exceto em um dos animais, onde o infiltrado era constituído por uma mistura de 

macrófagos vacuolados e não vacuolados. As áreas de necrose estavam 

presentes em 2/5 animais, sendo discreta em 1 deles (Fig. 9B). Camundongos 

lL-4 -/- não tratados apresentavam lesões de tamanho pequeno a médio, com 

um infiltrado que varia do virchowiano (em 2 animais) ou pleomórfico (em 3 

animais) contendo macrófagos vacuolados e não vacuolados. Pequena área de 

necrose e microabscessos foi observado apenas 1 animal (Fig 10A). 

Camundongos IL-4 -/- tratados com indometacina apresentavam lesões 

pequenas em 3/4 animais e de tamanho médio em outro. O infiltrado tinha 

aspecto virchowiano em 2 animais e um infiltrado misto contendo macrófagos 

vacuolados e não vacuolados nos demais animais. Áreas de necrose estão 

ausentes (Fig 10B).
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Fig. 9: IHistopatologia da pata de camundongos BALB/c IL-4 +/+ infectados por 

IO'* L. amazonensis e tratados ou não com indometacina. Camundongos BALB/c 

IL-4 +/+ foram tratados com indometacina ou apenas com o veículo da droga 

durante as três primeiras semanas de infecção. Após 5 semanas, os animais foram 

sacrificados e as patas foram removidas. Os fragmentos do tecido foram incluídos 

em parafina e os cortes foram corados com H&E. A análise foi realizada ao 

microscópio óptico (objetiva de 4x). Em (A), camundondos BALB/c tratados apenas 

com 0 veículo da droga apresentavam lesões grandes, com coleções de macrófagos 

vacuolados contendo parasitos. Presença de áreas de necrose e microabscessos. 

Em (B), lesões pequenas, com infiltrado virchowiano, e poucas áreas de necrose na 

pata de camundongos BALB/c IL-4 +/+ tratados com indometacina.
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FIGURA 10



Fig. 10: Histopatologia da pata de camundongos BALB/c IL-4 -/- infectados 

por 10  ̂L. amazonensis após o tratamento com indometacina. Camundongos 

BALB/c IL-4 -/- foram tratados com indometacina ou apenas com o veículo da 

droga durante as três primeiras semanas de infecção. Após 5 semanas, os 

animais foram sacrificados e as patas foram removidas. Os fragmentos do tecido 

foram incluídos em parafina e os cortes foram corados com H&E. A análise foi 

realizada ao microscópio óptico (objetiva de 4x). Em (A), predomínio de células 

mononucleares não vacuoladas entremeadas por algumas células vacuoladas, 

nas lesões de BALB/c IL-4 -/- tratados com o veículo da droga. Em (B), a lesão 

em camundongos BALB/c IL-4 -/- tratados com indometacina apresentava 

aspecto semelhante, porém, com o tamanho reduzido.
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6. DISCUSSÃO

No modelo de Infecção de linhagens de camundongos isogênicos com 

lelshmanias causadoras de leishmaniose cutânea, os animais podem ser 

classificados como susceptíveis ou resistentes à doença tendo como base o 

curso da Infecção. Os camundongos BALB/c são susceptíveis à infecção por 

muitas espécies de leishmania. Em oposição, várias linhagens de camundongos 

possuem graus variados de resistência, a depender da espécie utilizada na 

Infecção. Camundongos C57BL/6 e C3H/HeN são resistentes à L  major, como 

evidenciado pela sua habilidade em curar, enquanto que infecções destes 

camundongos por L. mexicana ou L. amazonensis estão associadas a lesões 

crônicas, as quais podem sofrer metástases em todo o organismo (AFONSO & 

SCOTT, 1993). De fato, há muitas evidências de que a resposta imune do 

hospedeiro á L  amazonensis é diferente em muitos aspectos da que é 

encontrada durante a Infecção por L  major, incluindo na diferenciação e na 

expansão de células Th (Jl et al, 2002).

Durante o seu repasto sanguíneo, o Inseto vetor da leishmaniose Inocula 

no hospedeiro vertebrado cerca de 10 a 1000 promastigotas de leishmania. Na 

leishmaniose cutânea experimental geralmente é utilizado um inóculo com um 

elevado número de parasitos, que varia de 10® a 10  ̂parasitos (COURRET et al,

2003). Nestas condições, a L  major causa uma doença progressiva em 

camundongos BALB/c que são incapazes de controlar a expansão parasitária no 

local da inoculação e nos linfonodos drenantes. Entretanto, poucos trabalhos
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refletem o que acontece durante as condições naturais permissivas à 

perpetuação deste parasito.

Neste estudo, foi investigado o papel da IL-4 e da prostaglandina E2 nos 

mecanismos que levam à eliminação de parasitos no curso da infecção por 

diferentes inóculos de L  amazonensis. Para este fim, foram utilizados 

camundongos BALB/c deficientes em IL-4 e camundongos selvagens do mesmo 

“background” genético infectados por 10 ,̂ 10“*, 10® e 5 x 10® L  amazonensis. 

Alguns grupos de animais foram tratados com indometacina, um inibidor da 

síntese das prostaglandinas. Inóculos variados foram utilizados para verificar a 

influência do número de parasitos no curso da infecção.

Em nossos resultados foi observado que, a depender do inóculo utilizado, 

a doença progride de forma diferente nos grupos estudados. Camundongos IL-4 

-/- apresentam lesões menores que IL-4 +/+ quando infectados por 10 ,̂ IO'* e 10® 

L. amazonensis, apesar de não curarem completamente da doença. O número 

de parasitos também é bastante reduzido, sendo cerca de 1000 vezes menor em 

alguns grupos quando comparados aos animais IL-4 +/+, os quais desenvolvem 

lesões progressivas. Em contrapartida, quando nós utilizamos um inóculo com 

um maior número de parasitos (de 5 x 10® L. amazonensis), nenhuma diferença 

foi observada no curso da infecção e na carga parasitária entre camundongos IL- 

4 +/+ e IL-4 -/-, com duas e seis semanas de infecção. Estes resultados sugerem 

que a IL-4 é um fator associado á susceptibilidade em camundongos BALB/c 

infectados por L. amazonensis, e que a falta desta citocina leva a uma 

resistência parcial, sobretudo quando inóculos com pequenos números de 

parasitos são utilizados.
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JONES e colaboradores (2000) concluíram que a susceptibilidade à 

infecção por L. amazonensis é independente da citocina IL-4, uma vez que as 

lesões em camundongos C57BL/6 IL-4 -/- progrediam de forma similar aos IL-4 

+/+. Entretanto, o número de parasitos utilizados no inóculo inicial foi elevado (5 

X 10® parasitas), o que poderia explicar porque os autores não observaram 

diferenças no curso da infecção entre os dois grupos de estudo.

Outros trabalhos também sugerem que existe uma ausência de resposta 

Th2 durante a infecção por L. amazonensis. A susceptibilidade de camundongos 

C3H, C57BL/6 e C57BL/10 a L. amazonensis estaria associada à falta de uma 

resposta imune celular Thl, mais especificamente da cadeia p2 do receptor de 

IL-12, e não relacionada ao desenvolvimento de uma resposta Th2 (AFONSO & 

SCOTT, 1993; JONES et al, 2000). A progressão da doença não estaria, 

portanto, associado aos níveis de IL-4. (AFONSO & SCOTT, 1993). Entretanto, 

SOUZA e colaboradores (2000) demonstraram que camundongos CBA 

infectados por L. amazonensis produzem cerca de 5 vezes mais IL-4 do que em 

camundongos infectados por L  major. Em adição, o tratamento com o anticorpo 

monoclonal anti- IL-4 reduz o tamanho das lesões quando camundongos BALB/c 

são infectados por L  amazonensis, reforçando a importância da IL-4 na 

susceptibilidade à infecção por este parasito ( AFONSO & SCOTT, 1993).

Em relação ao perfil de citocinas produzidos durante a infecção, foi 

observado que camundongos BALB/c IL-4 -/- apresentam níveis maiores de IFNy 

quando comparados aos IL-4 +/+, mesmo durante a infecção por 5 x 10® L. 

amazonensis. Apesar de não haver diferença no curso da infecção e na carga
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parasitária quando este inóculo foi utilizado, houve um aumento de uma resposta 

imune Th1 (produção elevada de IFN-y e modificação da produção dos isotipos 

de IgG). Em contrapartida, a produção de NO é consideravelmente reduzida 

quando camundongos BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- são infectados por 5 x 10® L. 

amazonensis. O mesmo não é observado após infecção por IO'* L. amazonensis, 

onde camundongos IL-4 -/- produzem níveis significantemente maiores de NO 

que IL-4 +/+. O número elevado de parasitos utilizado no inóculo inicial poderia 

ser um dos fatores inibitórios da ativação de macrófagos e que 

conseqüentemente causam a supressão dos mecanismos efetores de eliminação 

destes parasitos. A supressão da síntese de NO pode ser um mecanismo de 

escape inicial para a propagação da L  amazonensis no hospedeiro.

GOMES e colaboradores (2003) demonstraram que a administração 

exógena de IFN-y na cultura de macrófagos de camundongos CBA não reduz a 

infecção por L. amazonensis, enquanto que este tratamento causa uma redução 

significante do número de células parasitadas por L. major. Estes dados reforçam 

a hipótese que a L. amazonensis é capaz de interferir na resposta imune do 

hospedeiro, influenciando a sua capacidade de controlar a infecção.

Como foi visto em nossos resultados, camundongos IL-4 -/- desenvolvem 

lesões menores que IL-4 +/+, têm uma carga parasitária menor e apresentam 

uma resposta polarizada para um perfil Thl, com níveis mais elevados de IFN-y. 

Porém, estes animais não curam a infecção, sugerindo que outros fatores, em 

conjunto com a IL-4, podem contribuir para a progressão da doença. Deste 

modo, foi avaliada se a associação da falta da IL-4 e da PGE2, poderia
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proporcionar a cura no curso da infecção por L  amazonensis. Camundongos 

BALB/c IL-4 +/+ e IL-4 -/- foram tratados com indometacina, um inibidor da 

síntese das prostaglandinas, por via intraperitonial, durante as três primeiras 

semanas de infecção por L. amazonensis. Nós observamos que houve uma 

diminuição das lesões e da carga parasitária em camundongos BALB/c IL-4 +/+ 

após o tratamento com indometacina. Em contrapartida, apesar haver uma 

redução significativa no tamanho das lesões de camundongos BALB/c IL-4 -/- 

tratados com a droga, nenhuma diferença na carga parasitária foi observada. A 

PGE2 inibe a resposta Th1 e aumenta a produção de citocinas Th2 tais como IL-

4, IL-5 e IL-10 (FEDYK & PHIPPS, 1996).

Como o desenvolvimento das lesões ocorreu apenas após 0 término do 

tratamento com indometacina (após as três primeiras semanas de infecção), foi 

realizado um tratamento prolongado com esta droga em camundongos IL-4 -/-, a 

fim de verificar o seu efeito por um período maior de tempo. Foi observado que o 

tratamento prolongado com indometacina em camundongos IL-4 -/-, apesar de 

reduzir as lesões, não causou a sua cura. FREITAS e colaboradores (1999) 

demonstraram que o tratamento com indometacina em camundongos BALB/c 

infectados por L  major diminui o tamanho das lesões e a carga parasitária, 

contudo, o efeito da droga é insuficiente para promover a cura da infecção. Os 

autores sugerem que os efeitos benéficos da indometacina foram 

predominantemente observados tardiamente na infecção, um período no qual a 

droga foi incapaz de bloquear suficientemente uma resposta Th2 já estabelecida 

e curar.

63



Apesar de a maioria dos trabalhos científicos em leishmaniose abordarem 

apenas a inibição da síntese da PGE2 pela indometacina, esta droga pode inibir 

também a produção de outros tipos de prostaglandinas. Contudo, o papel destes 

outros mediadores solúveis ainda é pouco estudado. REINER & MALEMUD 

(1985) descreveram que macrófagos infectados por L. donovani produzem níveis 

aumentados de PGE2, PGp2a, PGD2 e que estes fatores podem influenciar a 

função imune celular e exacerbar a infecção.

0  parasitismo de macrófagos por Leishmania spp. pode desencadear 

diferentes tipos de reações inflamatórias no local da infecção (Jl et al, 2003). 

Neste estudo, nós examinamos também as diferenças histológicas nas patas dos 

camundongos tratados com indometacina ou apenas com 0 veiculo da droga 

após cinco semanas de infecção. Tendências de mudanças no padrão 

histológico das lesões foram observadas nos animais tratados com a 

indometacina. Em camundongos BALB/c não tratados com a droga, foram 

observadas lesões grandes, de aspecto monótono, com muitos macrófagos 

vacuolados contendo parasitos, e moderadas a extensas áreas de necrose, 

características que são típicas da infecção de camundongos BALB/c por L. 

amazonensis (ANDRADE et al, 1984; BARRAL-NETTO et al, 1987). Uma vez 

tratados com a indometacina, camundongos BALB/c apresentavam lesões de 

tamanho menor e infiltrado predominantemente virchowiano. Áreas de necrose 

foram reduzidas e observada apenas em 2/5 animais. Estas observações 

sugerem que 0 tratamento com indometacina pode alterar os aspectos 

histopatológicos da lesão dos animais, principalmente em relação ao tamanho da
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lesão e necrose, como reflexo de mudanças para um quadro de resistência 

parcial. Em adição, camundongos IL-4 -/- tratados com a indometacina 

apresentavam lesões pequenas e um infiltrado que variava de virchowiano em 

alguns animais a misto em outros, com a presença de células vacuoladas e não 

vacuoladas. Áreas de necrose estavam ausentes. Alterações histológicas 

semelhantes foram observadas após a imunização de camundongos BALB/c por 

antígeno solúvel de leishmania (BARRAL-NETTO et al, 1987) e após o 

tratamento com indometacina em camundongos BALB/c infectados por L  major 

(FREITAS et al, 1999). O aspecto monótono das lesões em BALB/c não tratados 

assemelhava-se à aparência homogênea e regular dos macrófagos na 

leishmaniose cutânea difusa humana e murina (ANDRADE et al, 1984; BARRAL- 

NETTO et al, 1987). Na fase inicial da infecção de camundongos BALB/c por L  

m ajor, uma inflamação mais intensa e um maior estímulo para o recrutamento 

de células inflamatórias no local da inoculação do parasito está correlacionado 

aos elevados níveis de PGE2 e LTB4 (MILANO et al, 1996). Portanto, em nossos 

resultados, 0 infiltrado crônico observado em camundongos BALB/c não tratados 

poderia estar associado à presença de PGE2. Adicionalmente, a indometacina é 

capaz de alterar alguns mecanismos imunoregulatórios (FREITAS et al, 1999), 0 

que pode ter levado a essa resistência parcial observada em BALB/c IL-4 +/+ e 

lL-4 -/- tratados com esta droga. Adicionalmente, as diferentes composições 

celulares no foco inflamatório da lesão são resultado de processos quimiotáticos 

celulares específicos. Em camundongos infectados por L. amazonensis, a 

expressão de vários mediadores inflamatórios nos linfonodos e na pata não são 

detectados nas primeiras semanas de infecção (Jl et al, 2003). A infecção por

65



este parasito retarda a indução da resposta imune do hospedeiro na sua fase 

inicial em favor do estabeledmento da infecção, levando ao recrutamento de 

macrófagos imaturos que resulta na propagação de parasitas, contribuindo 

portanto para a patogênese da doença (Jl et al, 2003). Estas observações são 

consistentes com estudos clínicos que demonstram que a expressão de RNAm 

para IL-1(3, IL-6, TNF-a e CCL-2/MCP-1 é elevada em pacientes com lesões 

cutâneas que curam mas não em pacientes com leishmaniose cutânea difusa 

(RITTER etal, 1996).

Em conjunto, nossos resultados demonstram que a L. amazonensis pode 

interferir nos processos de ativação de macrófagos, suprimindo os mecanismos 

efetores de destruição dos parasitos através da modulação de alguns 

mediadores, tais como a IL-4 e a PGE2. Apesar destes mediadores 

desempenharem um papel na susceptibilidade à infecção por L. amazonensis, a 

deficiência destes dois fatores apenas não é suficiente para promover a cura da 

infecção por este parasito. É possível que outras citocinas como a IL-10, a IL-13 

e 0 TGF-p. possam atuar em conjunto.
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7. CONCLUSOES

1. O inóculo de parasitos influencia o curso da infecção por L  

amazonensis]

2. Camundongos BALB/c IL-4 -/- desenvolvem menor lesão e 

menor carga parasitária que IL-4 +/+, sobretudo quando inóculos 

de parasitos menores que 10® são utilizados;

3. Camundongos BALB/c IL-4 -/- produzem mais IFN-y que IL-4 

+/+:

4. A inibição da síntese de NO é um dos mecanismos de escape 

utilizados por L. amazonensis para evadir o sistema imune;

5. O tratamento com indometacina reduz o tamanho da lesão, a 

carga parasitária e a inflamação em camundongos BALB/c IL-4 

+/+;

6. A IL-4 e a PGE2 são fatores associados à susceptibilidade á 

infecção por L  amazonensis]

7. Os nossos resultados indicam que a L  amazonensis suprime os 

mecanismos efetores de destruição dos parasitos através da 

modulação de alguns mediadores, tais como a IL-4 e a PGE2 e 

sugerem que outras citocinas/ mediadores solúveis podem atuar 

na susceptibilidade à infecção por L  amazonensis.
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