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RESUMO

Certas linhagens de camundongos, como BALB/c, desenvolvem lesdes cutaneas nao
controlaveis enquanto outras, como C57BL/6, sdo capazes de controlar a infec¢cdo apos
inoculacéo de L. major ou L. amazonensis. No modelo murino, a resolucdo ou a progressao
da doenca causada por L. major parece ser determinadas pela ativacdo preferencial de
células Thl ou Th2, respectivamente. Na presenca de uma resposta Thl, macréfagos
ativados principalmente por IFN-y tornam-se capazes de eliminar o parasita por produzirem
oxido nitrico (NO), toxico para o parasito. Esta polarizacdo da resposta em Thl ou Th2,
entretanto, ndo é tao clara para outras espécies de Leishmania. Por exemplo, camundongos
da linhagem C57BL/10, enquanto capazes de curar uma infeccdo por L. major, néo
conseguem resolver a lesdo se infectados por L. amazonensis. Quando infectados por L.
major, estes camundongos produzem altos niveis de IFN-y e nenhuma IL-4, mas se a infec¢ao
for por L. amazonensis h& producédo de IL-4, e pouca ou nenhuma de IFN-y. Assim, um
mesmo hospedeiro reage de maneira diversa a diferentes espécies de Leishmania e,
portanto, resisténcia e susceptibilidade, bem como padréo Th1/Th2 de resposta, dependem
nao s6 do background genético do hospedeiro como também da espécie ou mesmo da cepa
infectante. Um outro exemplo interessante de uma mesma linhagem de camundongo
apresentando respostas completamente diversas frente a infeccdo por duas espécies de
Leishmania é o da linhagem BALB/c. Totalmente susceptiveis a infeccao por L. major e L.
amazonensis, esses camundongos desenvolvem uma minima ou nenhuma lesdo quando
infectados por L. guyanensis. In vitro, macréfagos de camundongos BALB/c eliminam uma
infecgdo de L. guyanensis, ao contrario do que ocorre com L. amazonensis. Ja verificamos
gue essa eliminacdo € dependente da explosdo respiratéria e de espécies reativas do
oxigénio (ROS), induzidas pela infeccdo e que o parasita morre por apoptose. Esses
exemplos mostram que a resposta imune a infec¢é@o pelas véarias espécies de Leishmania é
bastante complexa, ndo podendo ser explicada simplesmente pela dicotomia Th1/Th2 e deve
ter uma participagdo importante de mecanismos de imunidade inata. O objetivo desse projeto
foi verificar a participagédo da exploséo respiratéria (imunidade inata) e da resposta de células
T helper (imunidade adaptativa) na resisténcia de camundongos BALB/c a infeccéo por L.
guyanensis. Em resumo, investigamos alguns aspectos da resposta do hospedeiro apos a
infeccdo com L. guyanensis, a saber, a real participacdo de ROS, utilizando a apocinina, um
inibidor especifico da explosao respiratéria, o tipo de resposta adaptativa (Thl ou Th2),
verificando a expressédo das citocinas IFN-y e IL-4 no desfecho da infeccdo nesses
camundongos. NGs verificamos que as ROS sao importantes para a conten¢do de infec¢ao

nas primeiras semanas e que nas semanas subsequentes os camundongos produzem IFN-y



mas néo IL-4, o que € um marco distintivo da resposta Thl. Uma vez que nosso grupo ja
mostrou que L. guyanensis é sensivel ao NO, nossos resultados demonstram que as ROS
sdo capazes de controlar a infeccdo em momentos iniciais, e indicam que a ativacdo de uma

resposta do tipo Thl deve controlar a infec¢ao nos periodos mais tardios.

Palavras chaves: Leishmania guyanensis; Leishmaniose; Resposta protetiva; ROS



ABSTRACT

Certain mouse strains, such as BALB/c, develop uncontrollable skin lesions, while
others, such as C57BL/6, can control the skin infection after inoculation with L. major or L.
amazonensis. In the murine model, the resolution or progression of disease caused by L.
major appears to be determined by the preferential activation of Thl or Th2 cells, respectively.
In the presence of a Thl response, macrophages activated primarily by Thl-derived IFN-y
become capable of eliminating the parasite by producing nitric oxide (NO), which is toxic to
the parasite. The polarization of the response into Thl or Th2, however, is not as clear for
other Leishmania species. For example, mice of the C57BL/10 strain, while capable of curing
a L. major infection, fail to resolve the lesion when infected with L. amazonensis. When
infected with L. major, these mice produce high levels of IFN-y and no IL-4, but if the infection
is with L. amazonensis, IL-4 is produced but not IFN-y. Thus, the same host reacts differently
to different Leishmania species, and therefore, resistance and susceptibility, as well as the
Th1/Th2 response pattern, depend not only on the host genetic background but also on the
infecting species or even the strain. Another interesting example of the same mouse strain
presenting completely different responses to infection by two Leishmania species is the
BALB/c strain. Completely susceptible to infection by L. major and L. amazonensis, these mice
develop minimal or no lesions when infected with L. guyanensis. In vitro, macrophages from
BALB/c mice eliminate L. guyanensis but not L. amazonensis infection. We have already
shown that this elimination is dependent on the respiratory burst and reactive oxygen species
(ROS) induced by the infection, and that the parasite dies by apoptosis. These examples
demonstrate that the immune response to infection by various Leishmania species is quite
complex and cannot be explained simply by the Th1/Th2 dichotomy, but must have an
important involvement of innate immunity mechanisms. The objective of this project was to
investigate the role of the respiratory burst (innate immunity) and the T helper cell response
(adaptive immunity) in the resistance of BALB/c mice to L. guyanensis infection. In brief, we
investigated some aspects of the host response after infection with L. guyanensis, namely,
the actual role of ROS using apocynin, a specific inhibitor of the respiratory burst, and the type
of adaptive response (Thl or Th2), through the expression of the cytokines IFN-y and IL-4, in
the infection outcome of these mice. We found that ROS are important for containing infection
in the first few weeks and that in subsequent weeks, mice produce IFN-y but not IL-4, a
hallmark of a Thl response. Since our group has previously shown that L. guyanensis is
sensitive to NO, our results demonstrate that ROS can control infection in the early during the
infection and indicate that activation of a Th1-type response should control infection later on.

Keywords: Leishmania guyanensis; Leishmaniasis; protective immunity; Nitric Oxid;
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1. INTRODUCAO

1.1 A leishmaniose e as principais caracteristicas de seu agente etiolégico

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas pela infec¢do por maltiplas
espécies do género Leishmania pertencentes a ordem Kinestoplastida (HONIGBERG, 1963;
LAINSON & SHAW, 1979) e a familia Tripanosomatidae (LAINSON & SHAW, 1979).
Atualmente, o género Leishmania € descrito em trés subgéneros: Leishmania (Leishmania),
Leishmania (Viannia) e Leishmania (Sauroleishmania), os quais séo classificados com base
na regido do trato digestorio que colonizam e se desenvolvem no hospedeiro invertebrado
(CROAN et al., 1997; OVEZMUKHAMMEDOV, & SAF'IANOVA, 1989, CUPOLILLO, 2000).

Os protozoérios do género Leishmania tém um ciclo de vida complexo, envolvendo
hospedeiros invertebrados e vertebrados. Os hospedeiros invertebrados s&o os
flebotomineos, insetos transmissores da doenca, que sao popularmente conhecidos por
diversos nomes, como mosquito-palha, asa-dura, birigui, entre outros, dependendo da regido
de ocorréncia. Dentre os hospedeiros vertebrados, encontram-se diversos grupos de
mamiferos que desempenham o papel de reservatérios da doenca, incluindo caes e roedores
(ciclo zoondtico) e, em alguns paises, 0s proprios seres humanos (ciclo antropondético)
(PISCOPO & MALLIA, 2006; PEARSON & SOUSA, 1996; ALMEIDA M. C. et al., 2003).

A transmissdo do agente etiol6gico ocorre quando fémeas infectadas do
flebotomineos do género Phlebotomus, no Velho Mundo e Lutzomyia, nho Novo Mundo
(LAINSON, RYAN & SHAW, 1987; KILLICK-KENDRICK, 1990), transmitem o protozoario para
0 hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Encontram-se também na literatura
relatos de transmissao vertical (congénita) ou por meio de fluidos corporais. Entretanto esses
casos ndo sao frequentes e ndo apresentam importancia epidemioldgica comprovada
(NEVES et al., 2016).

Durante o seu ciclo biologico, a Leishmania apresenta varias formas. Em algumas
etapas do ciclo, os parasitos sdo intracelulares obrigatorios das células do sistema fagocitico
mononuclear e apresentam formato ovalado sem o flagelo aparente, forma conhecida como
amastigota (RITTIG & BOGDAN, 2000). Em outras etapas, estes protozoarios sao
observados em formas extracelulares no trato digestivo de fémeas de flebotomineos,
apresentando corpo alongado e flagelo aparente, forma infectante que é conhecida como
promastigota (HANDMAN & BULLEN, 2002; PEARSON & SOUSA, 1996).

A Leishmania inicia 0 seu ciclo biolégico no hospedeiro invertebrado quando o
flebotomineo ingere, durante o repasto sanguineo em individuos infectados, fagécitos

contendo o protozoario internalizado na forma amastigota (Fig. 1) (PIMENTA et al., 1992;
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OMONDI et al., 2022). Ao chegar no intestino médio do inseto, as células fagociticas se
rompem e as amastigotas internalizadas sao liberadas e rapidamente transformadas em
promastigotas prociclicas. Ap6s aproximadamente 3-4 dias de intensa replicacdo, os
protozoarios migram para o esodfago e faringe do hospedeiro invertebrado e se aderem ao
epitélio por meio do lipofosfoglicano (LPG), o principal componente de superficie das
promastigotas (PIMENTA et al., 1992, SOARES et al., 2005). Uma vez neste ambiente, as
menores temperaturas, o pH mais elevado em relacdo a pele do hospedeiro vertebrado e o
esgotamento dos nutrientes desencadeiam um processo conhecido como metaciclogénese.
Nesta etapa, modificacées no perfil do LPG sdo observadas, fazendo com que ocorra a
liberacdo das promatigotas que estavam aderidas no epitélio (MUSKUS & VILLA, 2002; DA
SILVA et al., 2015). Apds esse processo, as promastigotas prociclicas sao transformadas em
uma forma néo divisivel e infectante, denominada promastigotas metaciclicas. As formas
infectantes da Leishmania apresentam também alta motilidade que as permite migrar para as
porcdes anteriores do aparelho digestivo do inseto. Por fim, durante um segundo repasto
sanguineo, o vetor regurgita, na derme do hospedeiro, as formas promastigotas metaciclicas
gue estao presente na saliva, a qual parece favorecer a infectividade do parasito (THEODOS
et al., 1991; NORSWORTHY et al., 2004; TEIXEIRA et al., 2005; KAYE et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado que cada repasto sanguineo em individuos nao
infectados realizada por flebotomineos infectados aumenta a infectividade do parasita. I1sso
ocorre pois o0 contato com o sangue ndo contaminado induz uma espécie de desdiferenciacéo
das formas metaciclicas presentes no hospedeiro invertebrado em uma metacilogénese
reversa. Esses dados sdo importantes, pois mostram que as formas metaciclicas, antes
consideradas um estagio terminal e diferenciada, podem, na verdade, passar por um
processo de diferenciacdo. No estudo, foi mostrado que as formas metaciclicas se
desdiferenciam em uma forma posterior as promastigotas prociclicas, conhecidas como
formas leptomonas. Essas formas séo replicantes e podem se rediferenciar em promastigotas
metaciclicas infectantes provocando um aumento da carga parasitaria no inseto vetor,
portanto, mais infectante (SERAFIM et al, 2018).

Quando chegam ao tecido epitelial do hospedeiro vertebrado, as promastigotas
infectam principalmente células do sistema fagocitico mononuclear, como neutréfilos e
macréfagos e células dendriticas, mas também podem infectar células ndo fagociticas
(HOLBROOK & PALCZUK, 1975; SCHWARTZMAN & PEARSON, 1985; BOGDAN et al.,
2000; PETERS et al.,, 2008; CAVALCANTE-COSTA et al., 2019). ApGs essa ligacdo, o
parasita € internalizado formando um vacuolo contendo o parasito, o qual se funde com
lisossomos, dando origem a um fagolisossomo ou vacuolo parasitéforo (COURRET et al.,
2002; JAMES et al., 2006; HORTA et al., 2020). No interior desse vacuolo, o pH baixo e a

temperatura local levam as promastigotas a se diferenciarem em formas amastigotas, forma
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adaptada as condi¢Bes do fagolisossomo. Durante este estagio, as formas amastigotas se
estabelecem e replicam-se rapidamente, podendo levar a morte da célula hospedeira, por
necrose ou apoptose (DAMATA et al., 2015). Os corpos apoptéticos ou amastigotas livres,
caso liberadas no espaco extracelular podem ser fagocitados por outros macrofagos (SILVA-
MOREIRA et al., 2024), levando a amplificacdo da infec¢cdo e/ou a propagacao para outros
tecidos como linfonodos, baco, figado e medula éssea (PEARSON & SOUSA, 1996;
Ministério da saude, 2006).

Promastigotes multiply and Sandfly injects promastigotes into
migrate 1o proboscis of sandfly skin as it takes a blood meal

Macrophages and other cells
phagocytize promastigotes

Sandfly Stages Host Stages

Amastigotes change into
promastigotes in gut of
sandfly

Promastigotes change
into amastigotes

@ Ingestion of infected cell

@ Amastigotes multiply
Sandfly consumes cells infected with and infect other cells

amastigotes as it takes a blood meal

Figura 1. Ciclo de vida de Leishmania spp. Durante o repasto sanguineo, flebotomineos
fémeas infectadas regurgitam Leishmania promastigotas metaciclicas no tecido epitelial de
hospedeiros vertebrados (1). Na derme, a Leishmania infecta principalmente células do
sistema fagocitario mononuclear, como macrofagos e neutréfilos (2). Dentro do
fagolisossomo da célula hospedeira, as leishmanias se transformam em amastigotas, formas
arredondadas e sem flagelo aparente (3). Dentro do vacuolo parasitério, as amastigotas se
replicam por biparticdo e, por fim, saem das células hospedeiras para infectar novas células
(4). Flebotomineos se infectam ao se alimentar do sangue de vertebrados infectados com a
Leishmania (5). As células contendo amastigotas séo ingeridas (6). No intestino do mosquito-
palha, as amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas (7). Durante essa fase,
as leishmanias se multiplicam e, ap6s a metaciclogénese, se transformam em promastigotas
metaciclicas. As metaciclicas migram para a probdscide, utilizada pela fémea para penetrar
a pele de outros animais em busca de sangue (8). (PACHECO et al., 2020).

Em seres humanos, a leishmaniose pode se manifestar em mais de uma forma clinica

que, ainda, pode ser subdividida. Qual forma clinica o paciente ira apresentar depende de
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fatores como a espécie envolvida na infec¢ao, o grau de viruléncia e o estado imunolégico do
hospedeiro (SILVEIRA et al., 2004). A forma mais grave da doenca, a leishmaniose visceral
(LV), apresenta alto indice de mortalidade e os pacientes podem apresentar febre, perda de
peso, anemia, sangramentos e alteracbes em O6rgdos internos como figado e baco
(DESJEUX, 2004). Essa manifestacdo clinica é causada comumente pelas espécies L.
donovani e L. infantum.

A forma clinica mais comum da doenca € a leishmaniose tegumentar americana (LTA),
e € caracterizada pelo surgimento de feridas na pele que podem ser Unicas ou multiplas,
geralmente com bordas elevadas e centro ulcerado (BARRAL et al., 1995). Quando a LTA se
apresenta pela formacéo de lesdo Unica (nodular ou ulcerativa) bem determinada, ela é
classificada como leishmaniose cuténea localizada (LCL). Por outro lado, quando surgem
lesbes difusas ndo ulceradas por toda a pele, o paciente € diagnosticado com leishmaniose
cutanea difusa (LCD). Além dessas duas manifestacdes clinicas, também podem ser
observadas les6es mucosas agressivas que afetam as regides nasofaringeas, caracteristica
da leishmaniose cutaneomucosa (LCM) (BARRAL et al., 1995; DESJEUX, 2004). Nas
Américas, a manifestacdo tegumentar € causada principalmente pelas espécies L.
braziliensis, L. amazonensis, L. guyanensis e L. mexicana. J& no Velho Mundo, L. major, L.
tropica e L. aethiopica sdo as principais responsaveis pelo desenvolvimento da doencga.

A leishmaniose afeta principalmente populagdes que residem em regides tropicais e
subtropicais e é classificada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma das 10
principais doencas tropicais negligenciadas (PAHO/WHO, 2024). A OMS estima que mais de
1 bilhdo de pessoas vivem em regides endémicas de leishmaniose, onde estdo expostas a
um alto risco de infec¢@o. Entretanto, apesar da abrangéncia e impacto da leishmaniose na
populacdo mundial, pesquisas para o combate e prevencdo da doenca sdo negligenciadas
por parte das instituicbes governamentais, que investem pouco nas pesquisas de prevencgao
e tratamento da doenca.

Noventa e nove paises ao redor do mundo séo endémicos para leishmaniose, sendo
89 para LTA, 80 para LV e 71 para as duas formas da doenga (Fig. 2) (PAHO/WHO, 2024).
Anualmente é estimado 30.000 novos casos de leishmaniose visceral e mais de 1 milhdo de
novos casos de leishmaniose cutanea. Sessenta e oito por cento dos casos de LV estédo
concentrados em quatro paises: Brasil, india, Suddo e Quénia. J& para a LC, 3 dos 9 paises
gue concentram 85% dos casos mundiais sdo da América do Sul, sendo eles: Brasil,
Colémbia e Peru (PAHO/WHO 2024).
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[ Endemic || Non-endemic [ ] Previously reported cases | No data

Figura 2. Taxa de prevaléncia da leishmaniose cutanea no mundo, 2022. Dados obtidos

pela Organizacdo Mundial da Saude.

1.2 Resposta imune do hospedeiro durante a infecgdo experimental por Leishmania
no modelo murino: resisténcia versus susceptibilidade

Existem uma série de fatores que influenciam o curso da infec¢do na leishmaniose
cutanea. O grau de infecgéo, a regido do corpo onde ocorreu o indculo (NABORS et al., 1995),
as caracteristicas genéticas e o sexo do hospedeiro vertebrado, bem como o tipo de resposta
imunologica desenvolvida influenciam no desenvolvimento ou ndo de uma leséo (SCOTT,
SACKS & SHER, 1983; BARRAL et al., 1983; MCELRATH et al., 1987; DE ROSSELL, BRAY
& ANDER, 1987). Além disso, caracteristicas moleculares do agente etiologico como a
espécie, ou mesmo a cepa, envolvida na infec¢édo e a forma do parasito também séo capazes
de alterar o curso da doenca (PEACOCK et al., 2007; AFRIN, KHAN & HEMEG, 2019;
KAUSHAL et al., 2023).

A maioria dos estudos a respeito da resposta imunoldgica contra a leishmaniose é
realizada em modelos murinos. Nesses estudos, diversas linhagens de camundongos séo
utilizadas para identificar os mecanismos imunolégicos responsaveis pela resisténcia ou a
susceptibilidade a infeccdo por Leishmania (PRESTON et al., 1972; HOLBROOK & COOK,
1983; SCOTT & FARRELL, 1998; SACKS & MELBY, 2001). Camundongos resistentes sdo
capazes de curar a lesdo (healer), mesmo sem a eliminagdo completa do parasito, e 0s
susceptiveis sdo incapazes de cura-la (nonhealer), apresentando quase sempre um aumento
progressivo da lesdo, podendo até levar a morte do camundongo (PRESTON & DUMONDE,
1976).
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Estudos realizados no fim do século passado que utilizaram L. major, um dos agentes
etioldgicos da LC no velho mundo, trouxeram importantes dados a respeito da relacdo
parasito-hospedeiro. Nestes estudos, foi evidenciado que animais susceptiveis e resistentes
desenvolvem respostas imunoldgicas diferentes quando infectados com o parasito (LIEW &
O'DONNEL, 1993; BOGDAN et al.,1993; REINER & LOCKSLEY, 1995). A infeccao por L.
major em camundongos BALB/c resulta em um padréo de alta susceptibilidade, com o
desenvolvimento progressivo da leséo, e o animal ndo se cura. Juntamente com a progressao
da lesdo, também é observado o aumento do nimero de parasitos na regido, podendo, por
fim, ocorrer metastases (NASSERI & MODABBER, 1979; ALEXSANDER & KAYE, 1985). Por
outro lado, camundongos C57BI/6, quando infectados com 0 mesmo nimero de parasitos da
mesma espécie de Leishmania desenvolvem um padrdo totalmente diferente. Nesses
animais, uma pequena inflamacé&o no sitio da infecgéo se desenvolve nas primeiras semanas
e essa lesdo regride até desaparecer por completo e o animal se cura (REINER &
LOCKSLEY, 1995; NASHED et al., 2000).

A susceptibilidade ou resisténcia de camundongos a infecgéo foi continuadamente
estudada, com diferentes linhagens de camundongos e com diferentes espécies de
Leishmania (LIEW et al., 1991; MULLER et al., 1991; AKUFFO, MAASHO & HOWE, 1993;
REINER & LOCKSLEY, 1995; SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002; PEREZ-CABEZAS et al.,
2019). Infeccdes feitas com L. amazonensis, espécie causadora de LC nas Américas,
também foi estudada em varias linhagens de camundongo como BALB/c, C57BI/6 e C57BI/10
e, diferentemente do que foi demonstrado para L. major, infecgbes por L. amazonensis
resultam em lesdo que ndo se cura em varias linhagens estudadas (ALMEIDA et al., 1996;
MAIOLI et al., 2004; DE SOUZA et al., 2011). Estes dados sugerem que fatores genéticos
presentes nas diferentes espécies de Leishmania sdo capazes de moldar o curso da doenca.

Fatores genéticos presentes nos hospedeiros também influenciam o desenvolvimento
ou ndo de lesdes cutaneas. Algumas linhagens de camundongos, como C57BIl/6 sdo muito
mais resistentes a L. amazonensis que outras, como BALB/c (DA MATA et al., 2015).
Também é observado que camundongos C57BI/6 quando infectados com L. major séao
capazes de curar espontaneamente as lesdes desenvolvidas, enquanto ndo se curam da
infeccdo causada por L. amazonensis, com pequena progressdo da lesdo e eventual
metastase (REINER & LOCKSLEY, 1995; MAIOLI et al., 2004). Outras linhagens também
apresentam respostas diferentes a infeccfes por diferentes Leishmanias. Enquanto infeccao
por L. amazonensis resulta em progressao da lesdo em camundongos CBA, a inoculagéo de
L. major nestes mesmos animais resulta em padréo de resisténcia (DE SOUZA et al., 2000;
GOMES et al., 2003). Paralelamente, todos estes dados sdo bons indicios de que a resposta
imunologica desenvolvida na leishmaniose cutdnea depende da somatoria entre os fatores

vinculados a interacéo parasito-hospedeiro.
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A infeccdo por Leishmania leva os camundongos a desenvolverem a resposta
imunolégica adaptativa caracterizada pela multiplicacao e diferenciacéo dos linfécitos TCD4*,
conhecidos como linfocitos auxiliares (helper), LTh. Essas células Th podem ser ativadas a
expressarem fenétipos distintos com relacdo ao padrdo de secre¢cdo de citocinas. Se na
presenca de interleucina (IL)-12, secretada por células dendriticas infectadas (BOGDAN &
ROLLINGHOFF, 1998), diferenciam-se em células secretoras de IL-2, IL-3, Interferon-gama
(IFNy), principalmente, tendo sido denominadas de Thl. Se em presenca de IL-4, secretada
possivelmente por uma populagéo de linfocitos T CD4+ que expressam receptores VB4-Va8
T que reconhecem um epitopo particular de um antigeno de Leishmania denominado LACK
(Leishmania receptor for activated C kinase) (LAUNOIS et al., 1997 e HIMMELRICH et al,
1999) ou por eosinéfilos durante a resposta imune inata (SASSE et al, 2022), LTh
diferenciam-se em células secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13, denominadas Th2 (MOSMANN et
al., 1986; SHER & COFFMAN, 1992; ABBAS et al.,, 1996; MOSMANN & SAD, 1996;
O’GARRA, 1998; ESPIR et al. , 2014 SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Os diferentes perfis
de LTh desenvolvidos sdo capazes de conduzir o curso de infec¢cdes para diferentes
desfechos nos modelos murinos (SHER & COFFMAN, 1992; Powrie & Coffman, 1993; Scott
et al., 1994; LIBLAU et al.,1995; O'GARRA, STEINMAN & GIJBELS, 1997; RAPHAEL et al.,
2015).

No modelo de infec¢éo por L. major, o desenvolvimento do padrao de resisténcia esta
relacionado com a capacidade das células dendriticas do hospedeiro produzirem IL-12 no
inicio da infeccédo (REINER et al., 1994; MACATONIA et al., 1995) (Fig. 3). A IL-12 produzida
€ capaz de ativar a producéo e liberacéo de IFN-y em células natural killer (NK) (SCHARTON
& SCOTT, 1993) e, em sinergismo com o Fator de Necrose tumoral (TNF), estimulam a
diferenciacdo dos linfécitos ThO em Thl (HSIEH et al., 1993; SEDER et. al, 1993;
TRINCHIERI, 1995). Linfocitos Th1l produzem IFN-y, citocina que, juntamente com moléculas
do parasito, estimula a producdo de TNF pelos macréfagos, que pode atuar de maneira
autocrina nestas células (BOGDAN et al., 1990). Juntas, essas duas citocinas induzem nos
macréfagos a produgédo de uma enzima denominada 6xido nitrico sintase (iINOS) que catalisa
a producao oxido nitrico (NO) (GREEN et al., 1990; BOGDAN et al., 1990; LIEW et al., 1990a;
LIEW et al., 1991), molécula com alta capacidade leishmanicida, que controla o nimero de
parasitos e o desenvolvimento da lesdo (LIEW et al., 1990b).

Além da sua importancia no inicio da infeccao, a producéo de IL-12 também se mostra
essencial durante toda infeccdo por L. major em camundongos resistentes, como o C57BL/6.
A continua sintese e liberacdo dessa citocina nesses animais contribui para manutencao do
fen6tipo Thl e a continua secrecdo de IFN-y e, consequentemente, da producdo de NO

(PARK et al., 2000). Quando é feita a supressdo ou remocdo de IFN-y e IL-12 em
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camundongos resistentes, eles perdem a capacidade de eliminar parasito, desenvolvendo
padrdo de susceptibilidade (BELOSEVIC et al., 1989; WANG et al., 1994; SWIHART et al.,
1995; SCHARTON-KERSTEN et al., 1995; MATTNER et al., 1996). Por outro lado, quando
camundongos susceptiveis a infeccdo por L. major sao tratados com IL-12 exdgena, eles
desenvolvem capacidade de curar lesdo (HEINZEL et al.,, 1993; SYPEK et al., 1993),
caracteristica comum a animais resistentes.

J& em camundongos BALB/c, o fenétipo de susceptibilidade quando infectados com
L. major € consequéncia da ativagao de linfécitos ThO em Th2 (SCOTT et al., 1988; HEINZEL
et al., 1989; SHER & COFFMAN, 1992; REINER & LOCKSLEY, 1995). Nesses animais, a
auséncia da cadeia 2 do receptor de IL-12 (IL-12R) prejudica a ativagéo das vias sinalizagédo
da citocina que leva os linfécitos a se diferenciarem em Th2 (SZABO et al.,, 1997). Na
auséncia ou em uma menor taxa de producéao de IL-12, a IL-4, juntamente com TGF-p,
suprimem o desenvolvimento de linfocitos Thl e favorecem a resposta Th2, sem a produgéo
de NO, o que leva a susceptibilidade desses camundongos (CHATELAIN, VARKILA &
COFFMAN, 1992; SZABO et al., 1995; LI, HUNTER & FARRELL, 1999; GORELIK et al.,
2002).

Além disso, producdo de IL-4 nos camundongos BALB/c € continua durante a
infeccdo, ao contrario do que € visto nos animais resistentes, observado apenas nas primeiras
semanas (MORRIS et al., 1992; REINER et al., 1994). A produc¢do desta citocina € transitéria
em camundongos C57BI/6. Nesses animais, a resposta Th2 vista no inicio da inflamacgéo é
rapidamente redirecionada para a resposta do tipo Thl pela acdo da IL-12 (MORRIS et al.,
1992; SCOTT et al., 1996; BELKAID et al.,, 2000). Na resposta que confere resisténcia a
camundongos C57BI/6, outras citocinas também séo importantes para o desfecho da leséo,
como IL-17 (GONZALEZ-LOMBANA et al., 2013; DIETZE-SCHWONBERG K. et al., 2019),
IL-10, IL-5 (GROUX et al., 1999; NASHED et al., 2000) e IL-13 (MATTHEWS et al., 2000).

Apesar dos estudos com a L. major terem sido fundamentais para a estruturacao do
conhecimento que se tem sobre a resposta imunolégica desenvolvida na leishmaniose, esse
padrdo de resisténcia e susceptibilidade, mediado pelas respostas Thl e Th2,
respectivamente, ndo explica todos os fenétipos de resisténcia e susceptibilidade em
diferentes linhagens de camundongos infectados com diferentes espécies de Leishmania
(MCMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004). Além disso, a ideia da existéncia de uma
dicotomia entre respostas Thl e Th2 traz a falsa ideia de que os fenoétipos de resisténcia e
susceptibilidade estdo vinculados apenas pela auséncia ou presenca de uma ou outra
citocina. Estudos mais atuais mostram que o desenvolvimento ou ndo da doenca é o resultado
de uma somatdria de diversos fatores do hospedeiro e do parasito que, juntos, levam a

producdo de um balanco de citocinas inflamatorias e anti-inflamatoérias que determinam a
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protecao ou patologia da infeccdo (MCMAHON-PRATT & ALEXANDER, 2004; SAHA, ROY
& UKIL, 2022).
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Figura 3. Respostaimune de camundongos C57BL/6 ou BALB/c ainfecc¢éo por L. major.
Ao infectar camundongos C57BIl/6 (setas pretas), a L. major invade macréfagos e CD
residentes, que liberam IL-12. A citocina liberada atua na diferenciagéo de linfécitos T naive
(ThO) para o fenétipo Thl, células que produzem citocinas inflamatérias como o IFN-y. As
citocinas produzidas e os estimulos do préprio parasito ativam a producao de NO, substancia
leishmanicida que controla o desenvolvimento da lesdo. Por outro lado, camundongos BALB/c
(setas vermelhas) possuem uma dificuldade na sinalizacdo da IL-12 e, por isso, a IL-4
produzida pelo animal ativa os linfécitos ThO a se diferenciarem para o subtipo Th2, capaz de
produzir citocinas como IL-4, IL-10 e IL-13 que n&o ativam a producédo da iNOS.

Um estudo realizado, que pode ser usado para exemplificar que a dicotomia entre a
resposta Thl e Th2 ndo € um padrdo para todas as infec¢cbes, € o de C57BI/10 inoculados
com L. amazonensis. Foi mostrado que quando infectados, essa linhagem de camundongos
apresenta padréo de susceptibilidade, ndo sendo capaz de curar a lesdo espontaneamente
(NEAL & HALE, 1983; CHILDS et al., 1984). Assim como no modelo de BALB/c infectados
com L. major, os camundongos C57BI/10 infectados com L. amazonensis tampouco Sao
capazes de desenvolver o fenétipo Thl de linfécitos (AFONSO & SCOTT, 1993). Entretanto,
também néo é observado a producdo de uma resposta Th2 tipica de animais susceptiveis,
com a auséncia da producéo de IL-4 ao longo da infecgcdo (AFONSO & SCOTT, 1993). Estes
dados sugerem que neste modelo de infec¢éo, a susceptibilidade ndo esta relacionada com
o desenvolvimento preferencial de uma resposta Th2 e sim pela auséncia da resposta Th1.

Um outro exemplo é o que ocorre durante a infeccdo de camundongos BALB/c com
L. braziliensis, animais estes que sao resistentes, mas néo apresentam alta produgéo de IFN-

v (NEAL & HALE, 1983; DeKREY et al., 1998). Nesses animais, 0 ndo desenvolvimento da
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lesdo é associada as baixas taxas de IL-4 produzidas. Neste caso, a pequena quantidade de
IFN-y produzido seria suficiente para resolugcéo da lesdo pois ndo haveria IL-4 o suficiente
para inibir o seu efeito protetor (DeKREY et al., 1998). Portanto, este seria um exemplo no
qgual o desenvolvimento de um padrdo de resisténcia n&do seria pela presenca de uma
resposta Thl e sim pela auséncia de uma resposta Th2.

Outro ponto importante foi levantado com o estudo de uma cepa de L. major
(MHOM/SN/74/SD) retirada de pacientes com lesdes incuraveis. Quando usaram essa cepa
para infectar camundongos C57BI/6, normalmente resistentes a L. major, estes animais foram
susceptiveis a infeccao. Entretanto, ao contrario do que se podia imaginar, esses animais
ainda desenvolviam uma resposta Thl polarizada, com a producdo de IFN-y e auséncia de
IL-4 e IL-13. Nesse modelo de infecgéo, foi sugerido que a citocina IL-10, produzida pelo
animal, seria crucial para o desenvolvimento de lesdo (ANDERSON et al. 2005).

Em conjunto, esses resultados demonstram a importancia de se estudar a resposta
imunologica desenvolvida frente & infeccéo por Leishmania com ciéncia da sua complexidade,
utilizando outras espécies e outros hospedeiros. Os casos citados anteriormente sdo apenas
alguns dos exemplos que sdo descritos na literatura. Juntos, eles sugerem que o balango de
citocinas liberadas pelas células Th podem apresentar diversos padrbes, e que o modelo de
L. major amplamente estudado ndo representa varios outros exemplos de infeccbes por
Leishmania.

Outros mecanismos independentes de células T sdo sugeridos como importantes para
o desenvolvimento ou ndo de leses em infec¢des por Leishmania. Principalmente no inicio
da infeccao, na auséncia da resposta adaptativa, células do sistema imune inato produzem
importantes elementos como citocinas, quimiocinas e substancias microbicidas que séo
capazes de determinar o curso da inflamacao. Macrofagos sdo exemplos de células do
sistema inato que desempenham importante funcdo durante o processo inflamatério. Essas
células frente a infecgdo de Leishmania desempenham diversas func¢des pois, além de serem
as principais células hospedeiras do protozoario, elas também atuam como apresentadora de
antigeno e células efetoras capazes de eliminar o patdgeno (TOMIOTTO-PELLISSIER, 2018;
SANDOVAL-PACHECO et al., 2021). Dependendo dos estimulos presentes no tecido, os
macréfagos podem se apresentar varios fendtipos distintos, sendo que dois sdo os mais
caracteristicos: M1, resultado da ativacdo por IFN-y, denominada ativacao classica, e M2,
resultado da ativacéo por IL-4, denominada ativag&o alternativa (ADAMS, 1989; MILLS, 2000;
ANDERSON & MOSSER, 2002; MARTINEZ et al., 2008). Esses dois fenoétipos se diferenciam
pelas citocinas por eles produzidas, com o subtipo M1 secretando citocinas inflamatdrias
como IFN-y, TNF, IL-1p e IL-12 e o subtipo M2 produzindo IL-10, IL-4, IL-13 entre outras
citocinas anti-inflamatorias. (SHAPOURI-MOGHADDAM, et al., 2018) A liberacdo dos
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diferentes tipos de citocinas pode determinar se a célula irA produzir substancias
leishmanicidas ou se vdo atuar como ambiente seguro para replicacdo das leishmanias
(MARTINEZ et al., 2008; ARANGO-DUQUE & DESCOTEAUX, 2014; TOMIOTTO-
PELLISSIER, 2018; SANDOVAL-PACHECO et al.,, 2021). Portanto, os macrdfagos,
juntamente com outras células do sistema imune inato determinam diferencas importantes no
curso da doenca.

Como ja mencionado, ao entrarem em contato com a Leishmania, e sob estimulo de
citocinas inflamatérias como IFN-y e TNF, o macréfago é capaz de induzir a producédo de
metabdlitos leishmanicidas, como o NO, um géas altamente reativo que é capaz de afetar as
vias metabdlicas do parasito, eliminando-o (NATHAN, 1992; JAMES, 1995). A producéo de
NO nos macrofagos é feita pela oxidagdo do aminoacido L-arginina pela iNOS produzindo L-
citrulina (HIBBS-JR et al., 1988). Utilizando o modelo de infecgéo de L. major em C57BI/6, foi
sugerido que a producgéo desse metabdlito € essencial para a capacidade de cura espontanea
da lesdo. De maneira interessante, foi mostrado pelo nosso e por outros grupos de pesquisas
gue macrofagos de linhagens diferentes de camundongos possuem capacidades distintas de
producdo de NO. Foi mostrado que macréfagos de camundongos C57BI/6 néo infectados
produzem mais NO do que macréfagos de camundongos BALB/c, quando estimulados por
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e IFN-y ou apenas por LPS (SANTOS et al., 2006;
OLIVEIRA et al., 2014). Também foram feitos estudos que demonstraram que a maior
producdo de NO pelos camundongos C57BI/6 se deve por uma maior producdo de IFN-3,
gue induz a producdo de STAT-1 e IRF-1 (OLIVEIRA et al., 2014), fatores de transcricdo
importantes para a transcricao da iNOS.

Além do NO, o contato de promastigotas de L. guyanensis e L. amazonensis com
macréfagos leva a producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS - reactive oxygen
species) (SOUSA-FRANCO et al., 2006). Essas substancias sdo produzidas durante uma
reacdo denominada explosao respiratoria, que ocorre em algumas células do sistema imune
inato (LOCKSLEY & KLEBANOFF, 1983; MURRAY & CARTELLI, 1983; BEAMAN &
BEAMAN, 1984; ROOS & WINTERBOURN, 2002; NAKAI & TSRUTA, 2021). Durante a
exploséo respiratdria, o oxigénio € metabolizado pela NADPH oxidase, ou fagocito oxidase
(Phox, phagocyte oxydase) ou ainda NOX, em anion superoxido (O2) que, em seguida, pode
ser novamente metabolizado em outras ROS, como o perdxido de hidrogénio (H20-), radical
hidroxila (OH") e acido hipocloroso (HCIO) (BUCHMULLER & MANUEL, 1981; LOCKSLEY &
KLEBANOFF, 1983; ROOS & WINTERBOURN, 2002). Presente principalmente em
macrofagos e neutréfilos, a Phox consiste em uma unidade catalitica NOX2 (gp91phox) e de
unidades regulatorias p22phox, p40phox, p47phox, p67phox e a RAC GTPase. A Phox é

naturalmente inativa e apresenta a unidade gp9lphox e p22phox formando um complexo
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intramembranar estavel, enquanto as outras subunidades estéo presentes no citoplasma (Fig.
4). Quando a célula é estimulada com antigenos e/ou mediadores inflamatorios, as
subunidades citoplasmaticas séo induzidas a se ligarem nas subunidades intramembranares,
0 que da origem a enzima ativa (HEYWORTH et al., 1991; AGO et al., 2003; GROEMPING
et al., 2003; GROEMPING & RITTINGER, 2005; VIGNAIS, 2005; BELAMBRI et al., 2018).
Quando ativa, a Phox transfere um elétron da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH) ao oxigénio molecular (O2) para produzir o O2" (BABIOR, 2000). Essa ROS
atua oxidando DNA, proteinas, lipidios, carboidratos e centros de ferro-enxofre da cadeia
respiratoria dos microrganismos (ROOS & WINTERBOURN, 2002). Juntamente com o NO,
0 Oy forma o peroxinitrito (ONOQO"), também téxico para o parasito. Assim como o NO, as
ROS produzidas pelas células do sistema imune inato sdo sugeridas como um importante
mecanismo leishmanicida, embora o seu papel ndo esteja completamente elucidado. Em
infeccdo por L. amazonensis, camundongos knockout para a subunidade gp91 da Phox,
embora ndo sejam diferentes quanto ao numero de parasitos infectantes, demonstraram uma
patologia mais severa do que animais que fazem a explosao respiratéria nos estagios mais
avancados da infeccdo por mediar a apoptose de neutrofilos induzida pela infeccédo
(CARNEIRO et al, 2018).

Além de serem produzidos por macréfagos, as ROS e o NO também s&o produzidos
por neutréfilos, células que podem proteger ou aumentar a infeccdo por Leishmania pela
interagdo com outros tipos celulares. Assim como macrofagos, neutrofilos de camundongos
resistentes (C57BIl/6) a L. major sdo descritos como melhores produtores de NO quando
comparado com neutréfilos de camundongos susceptiveis (BALB/c) (DUARTE, 2008; HORTA
et al.,, 2012). Em infeccdo por Leishmania, os neutrofilos sdo as primeiras células a se
infectarem por promastigotas, servem como célula hospedeira por um curto periodo, entram
em apoptose sendo fagocitadas por macréfagos que chegam ao sitio da infeccdo
posteriormente (PETERS et al, 2008). A infeccédo inicial de neutréfilos seguida da fagocitose
das células apoptéticas infectadas por macréfagos é conhecida como o mecanismo do
“cavalo de Troia” (VAN-ZANDBERGEN et al., 2004; PETERS et al., 2008; LASKAY, VAN-
ZANDBERGEN & SOLBACH, 2008). Até bem recentemente, pensava-se que neutréfilos ndo
permitiriam ao parasita transformar-se em amastigotas, mas foi posteriormente foi mostrado
gue L. mexicana replica dentro de neutréfilos, demonstrando que esse tipo celular também

pode agir como um nicho para a replicagdo do parasito (HURRELL et al, 2017).
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Figura 4. Ativacdo da NADPH oxidase. A NADPH oxidase é uma enzima com Varias
subunidades, sendo algumas intramembranares e outras citosolicas. Para ser ativada, as
subunidades citosolicas sao fosforiladas e ligadas nas unidades presentes na membrana
plasméatica. Quando ativa, a enzima é capaz de transferir elétrons do NADPH para o oxigénio
molecular, o transformando em superéxido. (ASSARI, 2006)

Além disso, foi mostrado que neutr6filos sdo capazes de eliminar L. amazonensis por
intermédio das NETs (neutrophil extracellular traps), estruturas fibrosas compostas por DNA,
elastase, histonas, catepsina G e mieloperoxidase (BRINKMANN et al., 2004; GUIMARAES-
COSTA et al., 2009). Este processo de morte celular é distinto da apoptose e da necrose e
depende da geracdo de ROS pela NADPH oxidase (FUCHS et al, 2007).

Como visto, tanto caracteristicas do sistema imune inato quanto do sistema adaptativo
séo capazes de determinar o desenvolvimento ou ndo de lesdo em infecg&o por Leishmania.
Macréfagos, neutrofilos, células dendriticas juntamente com outras células do sistema imune
inato influenciam no desenvolvimento do tipo de resposta de células auxiliares. Ao mesmo
tempo, os linfécitos TCD4+ ativados séo capazes de induzir a atividade inflamatéria ou anti-

inflamatéria das células inatas.

1.3 Caracteristicas da infec¢cdo de camundongos BALB/c causada por L. guyanensis

Endémica no Brasil, na Coldombia, Guiana Francesa, Guiana, Peru e Suriname,
(GRIMALDI et al., 1989; ESCOBAR et al., 1992; LAINSON et al., 1994) a espécie L.
guyanensis € o foco do nosso trabalho. Quando infecta hospedeiros vertebrados, essa
espécie pode levar o desenvolvimento uma Uulcera dérmica com bordas definidas,

caracteristica da manifestacdo cutanea da doenca. Entretanto, a infec¢éo pela L. guyanensis
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também pode levar a manifestagdo mucocutanea da doenca, gerando lesdes na mucosa do
individuo infectado (GUTIERREZ et al., 1991; BIDDLESTONE et al., 1994; ROMERO et al.,
2002; PIRES et al., 2015; ABADIAS-GRANADO et al., 2021). Além das infecgdes em seres
humanos, essa espécie também pode ser encontrada parasitando cdes, como demonstrado
em um estudo feito em 2020 (SANTOS et al., 2020).

Nas Ameéricas, L. guyanensis € responsavel por 10% dos casos de LC (OLIVER,
MINGUEZ-MENENDEZ & FERNANDEZ-PRADA, 2019). Entretanto, estudos reportam a
necessidade de uma caracterizagdo correta das Leishmanias presentes nas Américas,
principalmente entre os protozoarios do subgénero Viannia, L. guyanensis e L. braziliensis.
Por consequéncia dessa ma identificacdo, os autores sugerem que presenca da L.
guyanensis pode estar sendo subnotificada nas regides endémicas (PIRES et al., 2015).
Apesar da sua importancia epidemioldgica, ha pouquissimos estudos sobre essa espécie,
particularmente sobre a resposta imune desenvolvida frente & infecgdo causada por ela.

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa e por outros demonstram que
guando infectados com L. guyanensis, os camundongos C57BIl/6 ndo desenvolvem lesao,
sendo considerado resistente para a espécie. De maneira interessante, a linhagem BALBI/c,
conhecida por ser extremamente susceptivel a infecgdo por espécies como L. major e L.
amazonensis, quando infectados por L. guyanensis tampouco desenvolvem lesdao ou
desenvolve pequenas lesGes que se curam espontaneamente (SOUSA-FRANCO et al., 2006;
MENDES, 2011), semelhante ao que ocorre com a infec¢gdo com L. braziliensis (DEKREY,
LIMA & TITUS, 1998). Quando analisada a quantidade de parasitos na pata (local do in6culo)
e linfonodo, os dados apontam que o nimero de parasitos € baixo em ambas as linhagens, o
gue sugere gue além de controlar o desenvolvimento da patogénese, estes animais também
séo capazes de eliminar o parasito (SOUSA-FRANCO et al., 2006; MENDES, 2011).

Em camundongos C57BI/6 infectados com L. guyanensis, estudos demonstraram que
a producéo de citocinas inflamatorias (IL-12 e IFN-y), tipicas de um padréo de resposta Th1,
esta envolvido com a sinalizacédo dependente de Myd88 e TLR9. A sugestdo é baseada em
experimentos que mostraram que camundongos Myd88-/- e TLR9-/- se tornaram susceptiveis
a infeccdo, aumentando a producgéo de IL-4 e IL-13 (IVES et al., 2014). O perfil de citocinas
também foi avaliado em pacientes em uma area endémica do Brasil e foi mostrado que a
persisténcia da infec¢éo por L. guyanensis esté relacionada com a deficiéncia de producao
de IFN-y e a producéo de IL-10 na lesédo (BOURREAU et al., 2001; BOURREAU et al., 2007,
MATTA et al., 2007; BOURREAU et al., 2009).

Em camundongos BALB/c, nosso grupo de pesquisa demonstrou que, in vitro, 0s

macrofagos de camundongos BALB/c eliminam amastigotas por uma via independente de
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NO. Foi verificado que as amastigotas morrem in vitro por apoptose, causada pela exploséo
respiratoria e a producao de ROS induzidas pelo parasito (SOUSA-FRANCO et al., 2006).
Assim, 0 objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos da imunidade inata e
adaptativa responsaveis pela resposta que protege camundongos BALB/c do
desenvolvimento de leséo pela infeccdo por L. guyanensis. Devido ao resultados in vitro
obtidos anteriormente em nosso laboratério, investigamos se a exploséo respiratéria, eficaz
na eliminagdo do parasito in vitro, estaria envolvida na resisténcia desses camundongos a
por L. guyanensis in vivo. Como nao ha dados sobre a resposta imune adaptativa nessa
linhagem de camundongos infectados por L. guyanensis, investigamos ainda qual o tipo de
células Th estavam atuando durante a infeccdo e que pudesse ter participacdo nessa

resisténcia.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Buscar os mecanismos de resisténcia de camundongos BALB/c a infecgcdo por L.
guyanensis, avaliando a participacdo das ROS e a resposta imune adaptativa mediada por

linfocitos Th.

2.2 Objetivos especificos

e Reproduzir o curso da infeccdo de camundongos BALB/c com L. guyanensis
comparando-o com o da L. major em camundongos BALB/c e C57BL/6;

o Avaliar a duracdo do efeito da apocinina administrada in vivo sobre a explosdo
respiratoria de macrofagos;

e Avaliar o efeito da inibicdo da producdo de ROS em camundongos BALB/c sobre a
curso da infeccdo por L. guyanensis;

e Quantificar as citocinas IFN-y (Th1) e IL-4 (Th2) no local da lesdo e nos linfonodos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Parasitos

A cultura de promastigotas de Leishmania (Viannia) guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) foi iniciada a partir de descongelamentos de cepas doadas pela prof.

Norma de Melo, da Universidade Federal de Minas Gerais. J4 as promastigotas da cepa
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Leishmania (Leishmania) major (MHOM/IL/80/Friedlin) foi gentilmente fornecida pela prof.
Camila Indiani de Oliveira, da Universidade Federal da Bahia.

Ambas as espécies eram cultivadas em Meio 199 (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Grand Island, USA) suplementado com 20% de SFB (Cultilab, Sdo Paulo, Brazil) em pH 7,2-
7,4. Apos a adicdo de Adenina 1%, Hemina 0,2%, Biotina 0,1%, Glutamina 1% e Penicilina
1%, o meio de cultura era filtrado em filtros com membrana de porosidade 0,22 pm para
esterilizacao e, entdo, eram estocados em recipientes estéreis. Para a manutencao do cultivo
eram feitos repiques a cada 4-5 dias, utilizando 1x10° parasitos por mL de meio em garrafas
de cultura. Para fazer a contagem dos parasitos, a cultura era diluida 20x em PBS contendo
4% de paraformaldeido (PFA) e contadas com auxilio de camara hemocitométrica de
Neubauer (C.A. Hausser & Son, Philadelphia, USA). A observacédo da cultura era feita em
microscopio invertido (Olympus IMT, Téquio, Japado) para verificar a auséncia de
contaminacgdo. As formas promastigotas utilizadas nos experimentos eram mantidas por no
méaximo 15 repiques, para prevenir perda de viruléncia ap0s longos periodos de cultura
(NOLAN & HERMAN, 1985; NASYROVA et al., 1989).

3.2 Criopreservacao

Para a criopreservacdo, as promastigotas eram centrifugadas a 2.000 x g por 15
minutos a 4°C para a retirada do meio de cultura. O pellet, entdo, era ressuspendido com
solucdo de congelamento (SFB + 10% DMSO) estéril e a suspenséo era aliquotada em
criotubos de 2 mL (Nunclon-Delta, Nunc, Dinamarca) apropriados para o congelamento. As
aliquotas eram mantidas por 24h em deep-freezer a -80°C (Bio Freezer, Forma Scientific,
Marietta, Ohio) antes de serem transferidas para um botijao de nitrogénio (N.) liquido (Omega
EM-32, MVE Cryogenics, New Prague, Minnesota, USA). Para recuperar as formas
promastigotas previamente criopreservadas, as aliquotas eram descongeladas rapidamente
em banho-maria a 37°C, inoculadas em meio 199, acrescido de 20% de soro fetal bovino
(SFB) estéril e inativado, e mantidas a 25°C (estufa BOD-REVCO). As culturas recuperadas
s6 eram utilizadas em experimentos ap0s dois repiques consecutivos para total recuperagéo

dos parasitos.

3.3 Animais

Camundongos machos de 5 a 6 semanas da linhagem BALB/c e C57BI/6 foram
obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal de Minas Gerais. Antes do inicio dos experimentos, todos 0s animais passaram por
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protocolos de vermifugagdo utilizando Triatox® (Cooper, Cotia, SP, Brazil) e Albendathor®
(Fabiani, Albendathorl0) para prevencdo de parasitos ectopicos e internos. O protocolo
consiste na administracao, via oral, de uma solu¢do composta de 1 mL de Albendathor® em
250mL de agua por 24h e no borrifamento de uma soluc¢ao contendo 1,5 mL em 200 mL de
Triatox® nos animais. Esse protocolo foi repetido duas vezes com um intervalo de uma
semana entre eles. Todos os animais foram mantidos em isoladores no biotério do
departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB-UFMG. Os estudos foram realizados de
acordo com as leis brasileiras de experimentagdo animal. Para realizacdo do presente
trabalho os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFMG (CEUA - 59/2022) e todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento e

estresse dos animais.

3.4 Infeccdo dos animais com L. guyanensis e/ou L. major

Camundongos BALB/c e C57BI/6 foram infectados, subcutdneamente, nas patas
traseiras, com 40 ul de uma suspensdo em solugdo salina de 1x10° ou 1x10° de
promastigotas de L. major e/ou L. guyanensis obtidas no 5° dia de cultura (quando a grande
maioria das promastigotas sdo metaciclicas infectantes). As Leishmanias utilizadas se
encontravam na fase estacionaria, 4°-5° dia ap6s o repique, dias em que porcentagem de
promastigotas metaciclicas é de praticamente 100% pelo menos para L. guyanensis
(MENDES et al., 2019) embora para L. major a populacdo possa ser heterogénea (SACKS,
1989). Para o experimento de quantificacdo de citocinas, os camundongos BALB/c foram
infectados com 1x10° promastigotas de L. guyanensis em ambas as patas traseiras. Como
grupos comparativos, camundongos BALB/c ou C57BI/6 foram infectados da mesma forma
com L. major. Ainda como controle, um grupo de camundongos BALB/c permaneceu nao
infectado.

Para o experimento com a apocinina, descrito mais a frente, os camundongos BALB/c

foram infectados com 10° de L. guyanensis apenas em uma das patas traseiras.

3.5 Curso da infeccdo e quantificacéo de parasitos.

Para acompanhar o curso da infeccdo foi feita a medicdo semanal das patas
infectadas com auxilio de um paquimetro (Mitutoyo, Kawasaki, Kanagawa, Japéo). A medida
do tamanho da lesao foi representada pela diferenca do tamanho entre a pata infectada e a

pata nao infectada (média + EP) da semana 0.
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Para quantificar o nimero de parasitos presentes na pata infectada foi utilizado o
método de diluicao limitante descrito em Afonso & Scott (1993) com algumas alteracdes. As
patas infectadas com L. major ou L. guyanensis foram coletadas e transferidas para um tubo
falcon pré-identificado contendo Meio 199 suplementado com 20% de SFB. Logo apés, as
patas foram maceradas com auxilio de macerador de tecidos de vidro. O conteddo macerado
foi transferido novamente para o tubo falcon para ser centrifugado por 4 min a 400 x g na
temperatura de 4°C. Entdo, o sobrenadante foi vertido em um novo tubo falcon para ser
novamente centrifugado, dessa vez a 2000 x g por 15 minutos a 4°C. Apos a centrifugacao,
0 sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 400ul de Meio 199. Essa
suspensdo contendo parasitos foi diluida serialmente em fator de diluicdo de 4, de 1:4! até
1:4%6, para um volume final de 200uL de Meio 199 com 20% de SFB em placa de cultura
celular de 96 pocos. Todo o processo descrito foi realizado em fluxo laminar e todos o material
utilizados foram autoclavados para evitar possiveis contaminacgdes. As placas foram
incubadas por 10 dias a 25°C e analisadas em microscépio invertido (Olympus, IMT, Téquio,
Japdao) para observacéo do crescimento dos parasitos.

3.6 Tratamento com apocinina

A apocinina (Acetovanilona 98%, Sigma-Aldrich) é um composto que, quando
dimerizado no interior da célula, inibe especificamente a enzima NADPH oxidase responsavel
pela explosdo respiratoria e, consequentemente a producdo de ROS. A apocinina foi
dissolvida em agua deionizada aquecida a 100°C, sendo entdo armazenada a temperatura
ambiente. Camundongos BALB/c foram tratados ou ndo com 40mg/Kg de apocinina em

300pL por via intraperitoneal duas vezes por semana (a cada 3-4 dias).

3.7 Obtencéo de macrofagos peritoneais de camundongos

Para coleta de macrofagos peritoneais, camundongos BALB/c foram injetados por via
intraperitoneal com 2 mL de meio tioglicolato 4% para aumentar a quantidade de células na
regido (GORDON et al., 1974). ApGs 96 horas, os camundongos foram eutanasiados e 10ml
de PBS gelado foram injetados na cavidade peritoneal do animal. Ainda com o auxilio de
seringa e agulha (21G1”), o PBS injetado era homogeneizado dentro do abdémen do animal
e, por fim, coletado e transferido para um tubo Falcon. O processo foi repetido até obter um
volume final de 30 a 40ml.

As células, entdo, foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e o pellet foi

ressuspendido em 1ml de RPMI incolor (Gibco, Thermo Fisher Scientific. Oslo, Norway) para
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evitar que a coloracdo néo interferisse com a leitura posterior no lumindmetro. Por fim, a
suspensao de células foi contada com auxilio da cAmera de Neubauer para plagueamento

em placas de 96 pocos para o ensaio de quantificacdo de ROS.

3.8 Quantificacdo de ROS

Para quantificar a producdo de ROS, camundongos machos da linhagem BALB/c
foram injetados por via intraperitoneal com 2 ml de tioglicolato 4%. Apds 96 horas, 0s animais
foram eutanasiados e células peritoneais eram coletados, como descrito anteriormente. As
células coletadas eram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos e o pellet foi ressuspendido
em 1 ml de RPMI incolor. Para leitura, 1x10° células, por poco, foram plaqueadas em placas
para luminémetro de 96 well com ou sem estimulo de 50 ul de zymosan (1mg/ml) e 25 ul de
luminol (0,05mM). A producdo de ROS foi avaliada em um lumindmetro de microplacas

(Cambridge Technology, Cambridge, UK) em intervalos de 2 minutos por 2 h.

3.9 Obtencéo de antigeno

O antigeno utilizado nos experimentos foi produzido a partir de cultivo de Leishmania
major ou Leishmania guyanensis obtidas no 4-5° dia, quando eles se encontravam, em sua
maioria, na fase estacionaria de crescimento, como verificado para L. guyanensis (MENDES
et al., 2019). As promastigotas foram centrifugadas a 2000 x g por 15 minutos e o pellet foi
ressuspendido em 20 ml de solugdo salina para retirada total do Meio 199. Apés essa etapa
de lavagem, o pellet foi ressuspendido em 10mL de PBS e submetido a sete ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido e banho-maria 37°C,
respectivamente, para rompimento dos parasitos. A quantificacédo de proteina era entao feita
no extrato total dos parasitos pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Por fim, o extrato

era aliquotado em pellets de 1 mg/mL e estocados em freezer a -80°C.

3.10 Cultura de células de linfonodo

Linfonodos popliteos esquerdos e direitos foram coletados de camundongos C57BI/6
e BALB/c infectados com L. major ou L. guyanensis nas patas traseiras com auxilio de kit
cirargico esterilizado em autoclave. Apos a coleta, os linfonodos foram macerados com auxilio
de maceradores de vidro e o conteudo final foi ressuspendido em 2 ml de RPMI e centrifugado
a 400 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em 1

ml de RPMI contendo 20% de SFB. As células presentes na suspensao foram quantificadas
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com auxilio de uma camara de Neubauer e adicionadas em placas de cultivo celular de 24
pOcos na concentracéo de 1x10° de células em 1mL de RPMI suplementado com 20% SFB.
As células eram plaqueadas com ou sem estimulo de 50 ul de suspensao de antigeno de L.
guyanensis ou L. major e, entdo, eram incubadas em estufa 5% CO; a 37°C. Apés 72 horas
todo o sobrenadante era coletado e mantido em freezer a -20°C.

3.11 Citometria de fluxo

Quatro semanas ap6s a infecgdo com L. major ou L. guyanensis, patas de
camundongos BALB/c e C57BI/6 foram coletadas. As amostras retiradas das patas foram
encubadas por 90 minutos em uma solug&o contendo 62,5 ug/mL de liberasse TL (Roche) e
0,5 mg/mL de desoxiribonuclease | (sigma Aldrich) diluidas em 1ml de RPMI incompleto
(Gibco). Apos o periodo de encubacéo, as amostras foram maceradas com a adicdo de 1mL
de RPMI 10% SFB. Em seguida, o homogenato foi centrifugado por 10 min a 400 x g.

Na sequéncia, as células foram lavadas e encubadas por 15 min com o kit para
avaliacao de viabilidade celular LIVE/DEADTM (Life Technologies, Grand 42 Island, NY, EUA)
junto ao anticorpo anti-Fc-y 11l/1l CD16/32 (clone 2.4G2) e com o0 seguinte mix de anticorpos
monoclonais fluorescentes: CD45 (30-F11); B220 (RA3-6B2); TCR-B (H57-597); CD8a (53-
6.7); CD4 (RM4-5); FOXP3 (MF-14). Logo ap0s, as células foram lavadas para remocéo do
excesso de anticorpos e fixas com PFA 2% por 20 minutos.

Logo apos as lavagens, as células foram encubadas por 45 minutos com Perm/Wash
Buffer™ (BD) juntamente com o seguinte mix de anticorpos intracelulares: FOXP3 (MF-14),
IFN-y (XMGL1.2) e IL-4 (BVD4-1D11). Novamente as células passaram por uma sequéncia de
lavagens para remoc¢&o do excesso de anticorpos.

Por fim, as amostras adquiridas foram lidas utilizando o citbmetro de fluxo DXFlex
(Beckman Coulter). As analises foram realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland,
OR, EUA).

A estratégia de gating utilizada para as analises estao representadas na figura 5.



34

7
o oou
gl 4
me} Single cells 8.0M
& o'y aou]
] ERTYE ;
3 2
{1 |
- E| « o 40M
CH T <
@ w1l Células vidvels i §
g 200 20m]
8 'y
n'y 0
IIIu [
T T T T T T T T T T
100 1% 204 404 oM BOM 0 1M 204 3w 4o
Time : Time SSC-A:: SSC-A FSC-A: FSC-A
Células Totais Leucécitos
50k 50k
Leucécitos
a0k 40k
g a0k g a0k
a b
2 4
g g
£ 20k 2 20k
& )
b 2
2 |4
10k 1ok
o 0
S T P B T e i T — s
10 10° 0 0 -10 0 10 10"
Comp-FL7-A : CD4S Comp-FLB-A :: TCRB
Células T
I
2
8
g
<
4
5
8
T v
m‘ Ll IUA 10
Comp-FL6-A :: CD4
T CD4 T CD4 T CD8a
sk v 7
0y 0 Ior (]
o 6
4
40K = Treg L 0y
g g w3 2 n'q
g k-] . =
Z 3 I
g [ b E|
2 3 g
@ 3 LAY
2 120%
ot RE ;
o4 K a3
° = L4 Ll T . g T .l r ™Y Al o ol '17 T Lo e . ] T il T
-0 »ID° 0 I(l4 Inb I(l7 -W‘ o III‘ Wo 0 »\ﬂ‘ o m" Il)5 Iﬂ7
Comp-FL2-A . FoxP3 Comp-FLS-A IL-4 Comp-FLS-A  IL-4

Figura 5 — Estratégia de gating para as analises de citometria de fluxo

3.12 ELISA

Os sobrenadantes coletados das culturas de linfonodo foram utilizados para
guantificar a producéo das citocinas IFN-y e IL-4. Para realizacdo dos experimentos, foram
utilizados kits (BD e R&D, respectivamente) exclusivos para detec¢cdo das citocinas. As
recomendacdes do fabricante foram seguidas com pequenas alteracdes descritas a seguir.

Para deteccdo de IFN-y, placas de ELISA (Nalgene NUNC, Rochester, NY, EUA)
foram sensibilizadas com 50ul por poco de tampéo de cobertura, solugdo composta por
anticorpo de captura diluido em 5 mL de tampé&o de carbonato de calcio, pH 9,5. As placas

sensibilizadas foram incubadas por 18h a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas 3
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vezes com PBS contendo 0,05% Tween (PBS/Tween) utilizando uma lavadora de
microplacas de ELISA (BioTek® 50™ TS Microplate Washer) e bloqueadas utilizando 200ul
por poco do diluente especificado no protocolo (PBS + 10% SFB (PBS/SFB)). Apés incubacéo
por 1h a 25°C, as placas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS/Tween e as amostras
diluidas em PBS/SFB (1:5) foram adicionadas na placa em um volume final de 50ul por poco.
Nessa mesma etapa, o padrdo foi adicionado na concentracdo de 1ng/mL em duplicata e
diluido (1:2) nos pocos subsequentes para montagem da curva padrdo. Mais um ciclo de
lavagem foi realizado apés o fim da incubacgéo de 2h a 25°C. Logo apds, 10ul de anticorpo de
deteccéo e 20ul de conjugado estreptavidina-peroxidase foram diluidos em 5ml de diluente e
50ul dessa solucéo foi adicionada em cada poco. Ao fim da incubacéo de 1h a 25°C, as placas
foram lavadas 7 vezes. Para a etapa de revelacdo, foram adicionados 50ul por po¢co de uma
solu¢éo composta por Tetrametil-benzidina (TMB) (1 mg/mL) e 2ul de H2O2 30% diluido em
tampao citrato-fosfato (0,1M, pH=4,0). ApGs acompanhar o aparecimento de cor, a reacao
era parada com a adicao de 25ul de &cido sulfarico (2N) por poco. As placas foram lidas em
um comprimento de onda de 450nm com um leitor de microplacas (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA).

Para a dosagem de IL-4 as placas foram sensibilizadas com anticorpo de captura
diluido em PBS e blogueadas com 200ul de PBS contendo 1% BSA (PBS/BSA). Ja as
amostras nao foram diluidas e, portanto, foram adicionadas em um volume final de 50ul por
poco. O protocolo de dosagem dessa citocina contava com incubacfes separadas do
anticorpo de deteccdo e de conjugado estreptavidina-peroxidase. Primeiramente eram
adicionados 50uL de anticorpo de deteccéo diluido em PBS/BSA e incubado por 2h a 25°C
e, depois, eram adicionados 50ul do conjugado diluido na solug&o diluente (1:40) e incubado
por 20 minutos a 25°C. Com excec¢do dessas alteragdes, o procedimento utilizado para

dosagem de IL-4 foi 0 mesmo descrito anteriormente para a dosagem de IFN-y.

3.13 Andlise estatistica

As analises foram feitas com o programa GraphPad Prism 5.5 (San Diego, CA, USA),
utilizando-se t-test de Student ndo pareado; os valores de P que sdo estatisticamente
significativos foram determinados para cada analise e estdo indicados em cada gréfico. Os
experimentos também foram analisados para a existéncia de outliers e todos foram removidos

para a analise.
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4. RESULTADOS

4. 1 Infeccao por L. guyanensis ndo gera lesdes em camundongos BALBI/c.

Com o objetivo de verificar e reproduzir o curso de infec¢cdo de camundongos BALB/c
infectados com L. guyanensis, animais foram infectados com promastigotas em ambas as
patas. Promastigotas de L. major também foram utilizadas no experimento para infectar
camundongos BALB/c e C57BL/6, a fim de reproduzir a infeccdo amplamente descrita na
literatura e para servir de comparacao com a infec¢éo feita por L. guyanensis. A avaliacdo da
progressao da lesao foi feita a partir da medigdo semanal das patas infectadas.

Como pode ser observado na figura 6A, ndo houve desenvolvimento de lesdo em
camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis por pelo menos dez semanas apés a
infecgdo. Esse desfecho € semelhante & infecgdo de camundongos C57BL/6 com L. major,
onde ha um leve desenvolvimento da lesdo que cessa e regride ap6s a quarta semana de
infeccdo. Como comparagdo, ainda na figura 6A, podemos observar que camundongos
BALB/c infectados com L. major apresentam um crescimento progressivo da leséo e posterior
ulceracdo das patas. Esses resultados confirmam dados da literatura que descrevem as
linhagens BALB/c e C57BL/6 como suscetiveis ou resistentes a infeccao por L. major,
respectivamente e a linhagem BALB/c como resistente & L. guyanensis.

Para verificarmos se o desenvolvimento ou ndo de leséo correlaciona-se com a
guantidade de parasitos no local de in6culo, foi realizada a quantificacdo de parasitos
utilizando as patas dos camundongos infectados. Na 82 semana de infec¢éo, realizou-se uma
diluicdo seriada do conteldo macerado das patas infectadas e, apés 10 dias de incubacéao
em meio de cultura, as placas foram analisadas em microscépio 6ptico para contagem de
promastigotas provenientes de amastigotas das lesdes.

Como pode ser observado na figura 6B, o aumento ou ndo da espessura da pata
correlaciona-se com a quantidade de parasitos presentes no local da inflamagdo. Na 82
semana de infeccdo, camundongos BALB/c infectados com L. major apresentaram uma carga
parasitéria consideravelmente maior do que dos animais infectados com L. guyanensis. A
baixa taxa de parasitos recuperados de animais infectados com L. guyanensis (10.000 vezes
menor quando comparado com animais infectados com L. major) indica que, na 82 semana
de infeccdo, camundongos BALB/c sdo capazes de eliminar a grande maioria dos parasitos
na pata quando infectados com L. guyanensis. Este padrdo ndo é observado quando a
mesma linhagem é infectada com L. major. Nao foi feita a recuperacao de parasitos em

camundongos C57BI/6 infectados com L. major.
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Figura 6: Progresséo da lesdao em camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L.
guyanensis ou L. major e quantificacdo de parasitos apds 8 semanas de infeccao. (A)
Grupos de 10 camundongos BALB/c ou C57BI/6 foram infectados com 1x10° promastigotas
de L. major (azul e verde) ou L. guyanensis (vermelho) em ambas as patas traseiras. O
desenvolvimento da lesdo foi monitorado por 8 semanas (C57Bl/6 com L. major) ou 10
semanas (BALB/c com L. major ou L. guyanensis). O tamanho da les&o foi representado
como a diferenca entre a espessura da pata infectada pela nédo infectada (semana 0). Cada
ponto representa a média das medidas + EP (B) Para cada grupo, patas de 5 camundongos
foram coletadas para quantificacdo de parasitos na oitava semana apds a infec¢do. As barras
verticais representam o nimero médio de parasitos + DP por pata (representados como o
logaritmo negativo do titulo de parasitos). EP = Erro padrdo; DP= Desvio padrdo; NR = N&o
realizado.

4. 2 O tratamento de camundongos BALB/c com apocinina inibe a producéo de ROS.

Resultados anteriores do nosso laboratério demostraram que, in vitro, macréfagos de
camundongos BALB/c matam amastigotas de L. guyanensis por apoptose, por meio de ROS,
produzidas pela explosédo respiratéria induzida pelo proprio parasito (SOUSA-FRANCO,
2006). Para avaliar se a exploséo respiratoria participava na eliminacdo do parasito in vivo,
participando da resisténcia de camundongos BALB/c a infec¢&o por L. guyanensis, utilizamos
a apocinina, um potente inibidor da enzima NADPH oxidase durante a infecgdo. Assim, para
verificar se a dose de apocinina que iriamos utilizar inibia completamente a exploséao
respiratéria dos macréfagos de camundongos BALB/c e por quanto tempo, tratamos os
camundongos com 40 mg/Kg de apocinina, injetada intraperitonealmente, e quantificamos a
producdo de ROS 1, 2, 3 ou 5 dias apds o tratamento. Para isto, macréfagos peritoneais de
camundongos, tratados ou ndo com apocinina, foram coletados e utilizados para o ensaio de
quimioluminescéncia descrito em Material e Métodos.

E possivel observar, na figura 7, que macrofagos peritoneais de camundongos
produzem ROS quando estimuladas por zymosan, indutor da explosao respiratéria. Como
esperado, as células dos grupos tratados com apocinina mostraram uma redugéo de cerca
de 70% na producéo de ROS, j& no primeiro dia apds o tratamento. Esta redugdo aumenta
com o tempo, chegando a 100% de inibicdo no 3° dia. No 5° dia, o efeito da apocinina ainda
€ consideravel, mas ja comeca a desaparecer, com as células tendendo a se aproximarem
dos valores do 1° e 2° dia. Com esses resultados, para que a explosao respiratoria ficasse
completamente inibida durante todo o experimento, a apocinina foi injetada nos camundongos

infectados com intervalos de 3 dias.
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Figura 7: Efeito da apocinina na produ¢cdo de ROS por macréfagos de camundongos.
Camundongos foram tratados, via intraperitoneal, com 40 mg/Kg de apocinina 1 dia (verde),
2 dias (roxo), 3 dias (vermelho) ou 5 dias (amarelo) antes da quantificacdo de ROS. Animais
nao tratados (azul) foram utilizados como controle negativo para o experimento. O ensaio de
oxidagdo do Iuminol por quimioluminescéncia foi realizado usando zymosan como
estimulador da producédo de ROS.

4. 3 A exploséo respiratéria € importante para resisténcia de camundongos BALB/c
infectados por L. guyanensis nas primeiras semanas de infeccéo.

Para verificar se a explosdo respiratéria, como ocorre in vitro, é importante na
eliminagcéo dos parasitos durante a infeccdo de camundongos BALB/c por L. guyanensis, 20
camundongos tiveram suas patas infectadas com 1x10° promastigotas de L. guyanensis,
como descrito em Material e Métodos. Logo apoés a infeccdo, 10 animais foram tratados com
40 mg/Kg de apocinina, por via intraperitoneal, duas vezes na semana durante todo
experimento, de acordo com os resultados apresentados anteriormente (Fig. 7). Os animais
néo tratados foram utilizados como controle da infecgédo. A progresséo da leséo foi avaliada
semanalmente, como também descrito em Material e Métodos.

Como pode ser observado na figura 8, e como j& demonstrado nos resultados
anteriores (Fig. 6A), camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis apresentam pouca

progressao da lesdo (maximo 0.2 mm), mostrando sua resisténcia a infe¢cdo. No entanto,
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guando tratados com apocinina, 0os animais infectados apresentaram um maior aumento no
tamanho da pata verificado da 32 & 72 semana, sendo que da 4° & 62 semana pdés infeccdo, o
tamanho da pata dos animais tratados chegou a ser cerca de 2 vezes maior quando
comparados com 0s animais ndo tratados. Estes resultados indicam que a explosao
respiratoria € um mecanismo importante para a resisténcia de camundongos BALB/c frente a

infecgcéo por L. guyanensis nas primeiras semanas de infeccéo.
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Figura 8: Efeito da inibicdo da explosédo respiratoria sobre o tamanho da leséo de
camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis. Camundongos BALB/c foram
infectados com 1x10° promastigotas de L. guyanensis e, no dia da infeccao, tratados (n=10)
ou ndo (n=30) com 40 mg/Kg de apocinina, via i.p, duas vezes na semana durante todo
periodo do experimento. A progressao da lesédo foi monitorada pela medida da espessura da
pata infectada. O tamanho da leséo foi representado como a diferenca entre a espessura da
pata infectada pela ndo infectada. *P < 0,05; ** P < 0,01

4. 4 Camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis produzem IFN-y mas n&o
IL-4, tanto nas patas (avaliado 4 semanas) quanto nos linfonodos (avaliado em 8
semanas).

Com objetivo de verificar qual o tipo de resposta de linfécitos Th é montada frente a

infeccdo de BALB/c por L. guyanensis, patas de animais infectados com 1x10° foram
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utilizadas para realizac&o de citometria de fluxo para a deteccéo de IFN-y e de IL-4, citocinas
caracteristicas de respostas Thl e Th2, respectivamente. Para esse experimento, utilizamos
camundongos BALB/c e C57BI/6 infectados com L. major de forma a servir de controle
comparativo com o grupo de interesse. Camundongos néo infectados foram utilizados como
controle negativo. Os animais infectados tiveram suas patas coletadas 4 semanas apés a
infeccdo, a fim de avaliar a producdo das citocinas no inicio da resposta imune adaptativa.

Na figura 9A podemos observar que a frequéncia de linfocitos Th produtores de IFN-y
(TCD4+ IFN-y+ IL-4-) em camundongos BALB/c infectadas com L. major (azul) ndo € maior
do que em camundongos nao infectados (preto), condizente com o que ja esta estabelecido
na literatura. Por outro lado, a frequéncia dessas células em camundongos BALB/c infectados
com L. guyanensis, (vermelho) é igual a de camundongos C57BI/6 infectados com L. major
(verde), que desenvolvem uma resposta do tipo Thl, esta Gltima também condizente com a
literatura, chegando a ser 3 vezes maior, quando comparado com a frequéncia basal de
animais néao infectados (preto).

Com relagdo a IL-4 (Fig. 9B), a porcentagem de LTh de camundongos BALB/c
infectados com L. guyanensis que a produzem (TCD4+ IFN-y- IL-4+) (vermelho) ndo &
diferente da observada em LTh de camundongos néo infectados (preto) ou de camundongos
C57BI/6 infectados com L. major (verde), este Ultimo também condizente com dados da
literatura. Dados relativos a producdao de IL-4 por camundongos BALB/c (azul) infectados com
L. major ndo foram obtidos.

Nesse experimento, avaliamos ainda a intensidade média de fluorescéncia das células
analisadas e verificamos que é a mesma para todos os grupos (Fig. 9 C e D)

Além de avaliarmos a frequéncia de LTh produzindo IFN-y e IL-4 na 42 semana, nas
patas dos camundongos infectados com L. guyanensis, avaliamos também a concentracao
destas citocinas produzidas por células dos linfonodos popliteos, na 82 semana de infec¢éo
com L. guyanensis, periodo no qual poucos parasitos sado detectados na lesdo (Fig. 6B).
Utilizamos, desta vez, o ensaio de ELISA, animais ndo infectados foram utilizados como
controle negativo e utilizamos antigeno de L. guyanensis para estimular as células dos
linfonodos como descrito em Material e Métodos.

Os dados apresentados na figura 10 mostram que, também na 82 semana apos a
infeccdo, é observado a producédo de IFN-y pelas células de linfonodos de camundongos
BALB/c infectados com L. guyanensis (Fig. 10A). A produgdo de IFN-y apresentou um
aumento de cerca de 17 vezes sem a adicdo de antigeno e de cerca de 47 vezes com a
adicdo de antigeno de L. guyanensis em comparagdo com 0 grupo controle, composto por

animais ndo infectados. Esses dados também demonstram que, ao contrario das células de
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animais nao infectadas, as células dos camundongos infectados sé@o sensiveis a antigenos
de L. guyanensis.

Ao contréario do que foi observado na quantificagdo de IFN-y, a produgéo de IL-4 em
camundongos infectados com L. guyanensis ndo foi observada, apresentando valores
semelhantes aos obtidos nos animais néo infectados (Fig. 10B), na presenca ou na auséncia
de antigeno de L. guyanensis. Estes resultados apontam que a producdo de IFN-y parece
ser continua até pelo menos a oitava semana de infeccdo enquanto IL-4 continua ndo sendo
produzida, mostrando que o padrdo de citocinas produzido pelas células do linfonodo é o
mesmo observado na pata infectada na 42 semana (Fig. 9) com aumento da produgéo de
IFN-y e nenhuma producgéo de IL-4.

Coletivamente, esses dados demonstram que camundongos BALB/c infectados com L.
guyanensis desenvolvem uma resposta imune adaptativa do tipo Thl, com a produgéo de
IFN-y e auséncia de producéo de IL-4, confirmando nossa hipétese. Esse padrdao é o mesmo
apresentado por camundongos C57BI/6 infectado com L. major e € o oposto do reportado
para camundongos BALB/c infectados com a mesma espécie.
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Figura 9. Producao de IFN-y e IL-4 por células da pata de camundongos BALB/c e
C57BI/6 infectados com L. guyanensis ou L. major. Camundongos BALB/c ou C57BI/6
foram infectados nas patas com 1x10° de promastigotas de L. guyanensis ou L. major (n=5).
ApOs 4 semanas de infeccao, as patas foram removidas e as células da lesao utilizadas para
realizacdo de citometria de fluxo. (A) Porcentagem de linfocitos TCD4* IFNy* IL4". (B)
Porcentagem de linfocitos TCD4* IFNy IL4*. (C) Intensidade de fluorescéncia média de
TCD4* IFNy* IL4" ; (C) Intensidade de fluorescéncia média de linfécitos TCD4* IFNy IL4*:
NI = ndo infectados - pool de células. NR = N&o realizado
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Figura 10: Producéo de IFN-y e IL-4 por células do linfonodo de camundongos BALB/c
infectados com L. guyanensis. Os linfonodos popliteos de 5 camundongos BALB/c
infectados em ambas as patas traseiras com 1x10° promastigotas de L. guyanensis foram
coletados ap6s 8 semanas de infecgdo. As células dos linfonodos foram cultivadas na
presenca ou auséncia de antigeno de L. guyanensis (Ag) e, ap0s 72 horas, o sobrenadante
foi coletado para quantificar a producéo de IFN-y (A) ou IL-4 (B) pelo ensaio de ELISA. NI=n&o
infectado; I=infectado; ND= N&o detectado

5. DISCUSSAO

Por muitos anos, estudos em camundongos vém sendo utilizados para elucidar
padrdes imunoldgicos responsaveis pelo desenvolvimento ou nao de lesdo em leishmaniose
cutanea. Espécies vinculadas a leishmaniose no velho mundo, como a espécie L. major, foi
amplamente estudada e, devido a isso, sabe-se bastante a respeito dos aspectos
imunolégicos responsaveis pela sua resisténcia e susceptibilidade (HEINZEL, et al., 1989;
SCOTT, 1991; HEINZEL et al., 1993; KOPF et al.,, 1996; REINER & LOCKSLEY, 1995;
SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002). Entretanto, apesar de ser um modelo experimental que
elucidou muitas questdes relacionadas a resposta protetora em leishmaniose, ele néo
representa todas as variaveis de infec¢des envolvendo diferentes espécies de Leishmania e
diferentes linhagens de camundongo.

Nas Américas, 1 a cada 10 casos registrados de LC sédo resultantes da infeccdo por
L. guyanensis (OLIVER, MINGUEZ-MENENDEZ & FERNANDEZ-PRADA, 2019), uma
espécie do subgénero Viannia que pode sofrer metastases para tecidos da mucosa oral,
resultando na leishmaniose mucocutanea (BIDDLESTONE et al., 1994; ROMERO et al.,
2002; ABADIAS-GRANADO et al., 2021). Um estudo, feito em 2015, em uma regido endémica

do Brasil sugeriu a existéncia de subnotificacdo em infec¢éo por L. guyanensis, ocasionado
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por diagndsticos incorretos entre as espécies encontradas no pais (PIRES et al., 2015).
Entretanto, apesar da sua importancia epidemiolégica nas Américas, pouco se sabe a
respeito dos mecanismos imunoldgicos relacionados a resisténcia em infec¢des causadas
pela espécie. A auséncia de estudos sobre a espécie é evidente ao considerarmos a
guantidade de artigos ao pesquisarmos termos referentes a L. guyanensis no portal PubMed

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Acessado no dia 07 de outubro de 2024, enquanto a

busca pela palavra-chave “Leishmania” leva ao achado de 32.689 resultados, apenas 605
(1,85%) destes resultados contém a espécie L. guyanensis. Destes Ultimos apenas 86
(0,26%) apresentam os termos “immunity” ou “immune” juntamente com L. guyanensis. Estes
ndameros demonstram a lacuna de conhecimento que existe para a espécie, principalmente
no que se refere a resposta imune e a imunidade protetora estimulada por ela.

Em trabalhos anteriores, 0 nosso grupo de pesquisa mostrou que camundongos
BALB/c, susceptiveis a infecgdo por L. major e L. amazonensis, desenvolvendos graves
lesdes no sitio da infec¢@o, ndo desenvolvem lesdes durante a infeccdo por L. guyanensis
(SOUSA-FRANCO, 2006; MENDES, 2011; da Mata et al., 2015; MENDES et al., 2019). No
presente trabalho, confirmamos estes dados para darmos continuidade ao nosso estudo.
Mostramos que a linhagem de camundongos BALB/c infectada com L. major apresenta
desenvolvimento progressivo da lesé@o até pelo menos a 102. semana de infec¢éo. Por outro
lado, essa mesma linhagem quando infectado com L. guyanensis ndo desenvolve lesdo
durante as mesmas semanas analisadas, de forma muito semelhante ao que ocorre com
camundongos C57BL/6 infectados com L. major, que é um padrdo amplamente conhecido na
literatura de resisténcia a leishmaniose cutdnea no modelo murino (Fig. 6A). Isto demonstra
gue a mesma linhagem de camundongos que morre da infeccdo por L. major ou L.
amazonensis, é totalmente resistente a infeccdo por L. guyanensis. Isto demonstra também
gue L. guyanensis deve possuir componentes diferentes de L. major e L. amazonensis, que
€ capaz de estimular em camundongos BALB/c, resposta imune totalmente diferentes nesses
camundongos. Alternativamente, L. guyanensis pode estimular respostas imunes
semelhantes as estimuladas pelas duas outras espécies, mas que L. guyanensis é sensivel
e L. major e L. amazonensis possua resisténcia aos mecanismos efetores induzidos.

E possivel que a auséncia de lesdo na infeccdo por L. guyanensis seja devida a
eliminacdo dos parasitos pelos animais durante a infec¢cdo, como visto pelo nimero de
parasitos no sitio de leséo, ao contrario do que ocorre na leséo ocasionada pela infecgéo por
L. major onde o numero de parasitos € cerca de 10.000 vezes maior do que na lesdo
acarretada por L. guyanensis (Fig. 6B). Em nossos resultados, € possivel observar que a
diferenca no crescimento da lesé@o é evidenciada a partir da 42 semana, momento no qual o
sistema imune adaptativo do hospedeiro j& foi ativado, sugerindo uma ativacao diferenciada

de linfécitos TCD4* (Th). Como mencionado anteriormente, dados da literatura mostram que
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a resisténcia de C57BI/6 a infeccdo por L. major estd associada a producdo de citocinas
inflamatorias, como IL-12 e IFN-y que, de maneira direta ou indireta, ativam linfocitos Th a
produzir mais IFN-y que induzem os macrofagos a sintetizarem a iNOS, e produzir NO, gas
toxico para Leishmania (REINER et al.,, 1994; OLEKHNOVITCH & BOUSSO, 2015;
FORMAGLIO et al., 2021). J4 a susceptibilidade da linhagem BALB/c a mesma espécie é
decorrente da auséncia de producéo da citocina IL-12 e a grande producéo de IL-4, que ndo
s0 ndo induz a sintese de NO, como ativa os linfocitos Th a produzirem mais IL-4 além de IL-
10 e IL-13, citocinas que inibem a producgéo de NO pelo fagécitos (LIEW et al, 1991; CUNHA,
MOHCADA & LIEW, 1992; DOHERTY et al, 1993; REINER & LOCKSLEY,1995;
HIMMELRICH et al., 1998; LI et al., 2002). Além do mais, ao contrario de outros modelos de
resisténcia, como C57BI/6 infectados com L. major e BALB/c infectados com L. braziliensis,
nos quais a lesdo geralmente aumenta até a quarta ou quinta semana, a infeccdo por L.
guyanensis resulta em pouco ou nenhum desenvolvimento da lesdo. Isto sugere que o
controle do crescimento da lesdo nas primeiras semanas é resultante de uma resposta imune
inata eficaz que controlaria a replicagdo do parasito até que a resposta adaptativa se
desenvolva.

A importancia da producdo de ROS na eliminacdo de patdogenos pelos macrofagos ja
foi amplamente debatido na literatura (NOVAIS et al., 2014; DRYDEN, 2018). Quando séo
produzidas, ROS reagem rapidamente com moléculas do parasita, incluindo seu DNA,
lipidios, proteinas e carboidratos, levando a apoptose (ROOS & WINTERBOURN, 2002).
Estudos anteriores mostraram que 0 anion superéxido juntamente com o perédxido de
hidrogénio séo téxicas para L. panamensis e L. guyanensis (ACESTOR et al., 2006). Dados
do nosso laboratério, da mesma época, mostraram que macrofagos de camundongos
BALB/c, quando infectados in vitro com L. guyanensis, matam as amastigotas apenas com o
estimulo da infec¢do. A infeccdo de macréfagos, por si s6, induz a explosdo respiratéria
nessas células, com a producdo de ROS. A morte dos parasitas nos macrofagos ocorre por
apoptose, e a inibicdo da producéo de ROS abole totalmente a capacidade de eliminacdo dos
parasitos pelos macréfagos. Esses resultados mostraram que a morte dos parasitos in vitro
€ causada por ROS, mostrando ainda que é independente da producdo de NO (SOUSA-
FRANCO et al.,, 2006). Foi ainda mostrado que a morte dos parasitos era causada
principalmente pelo O2° e pelo H,O, (MENDES, 2016). No entanto, ndo havia sido
demonstrado que a exploséo respiratéria tinha algum papel in vivo na resisténcia a infecgédo
de camundongos BALB/c por L. guyanensis, fazendo-se necessério validar esse mecanismo
in vivo.

Um composto bem utilizado para inibir a producdo de ROS € a apocinina, um inibidor

da enzima Phox, droga que foi utilizada in vitro nos estudos anteriores do nosso grupo
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(SOUSA-FRANCO et al., 2006). Assim decidimos utilizar a apocinina para investigar a
importancia de ROS na resisténcia de camundongos BALB/c a infeccdo por L. guyanensis.
Na literatura, € possivel encontrar diversos estudos que utilizam a apocinina para investigar
a participacdo de ROS em varias patologias, como artrite (HART et al., 1990), doenca
pulmonar obstrutiva crénica (CHAN et al., 2023) e colite (HWANG et al., 2019). Entretanto,
nao existiam estudos que tivessem investigado o tempo de acédo da droga em camundongos
BALB/c. Desta forma, no presente trabalho iniciamos por investigar o efeito da apocinina
injetada intraperitonealmente em camundongos BALB/c na capacidade de seus macrofagos
de produzirem ROS e a duracdo do possivel efeito inibidor. Apds realizar o teste, optamos
por injetar 40 ul/kg de apocinina de 3 em 3 dias, durante todo o periodo de infec¢ao por L.
guyanensis, para assegurar que macrofagos desses animais nao seriam capazes de produzir
ROS, uma vez que verificamos que a aplicacdo desta dose ¢é eficaz na reducdo da producao
de ROS nos primeiros 5 dias, sendo totalmente inibitéria no 3°. dia ap6s a injecéo (Fig. 7).

Estabelecido, entdo, o intervalo de tempo no qual a apocinina deveria ser
administrada, fomos avaliar, in vivo, a influéncia da explosdo respiratério na resposta
protetora observada nos camundongos BALB/c. O fato de termos observado que animais
tratados com apocinina apresentaram lesédo da pata infectada 2 vezes maior do que animais
nao tratados (Fig. 8) demonstra que ROS exerce um papel importante no controle inicial da
infecgdo, antes da resposta imune celular adaptativa. Este resultado corrobora os dados
anteriores in vitro do nosso grupo (Sousa-Franco, et al., 2006) e, juntos, confirmam a hipétese
inicial da importancia da explosao respiratéria no desenvolvimento do padréo de resisténcia
nestes camundongos.

E necessario reforcar que a influéncia do ROS na eliminac&o dos parasitas descrita
neste estudo é para os camundongo BALB/c. Nem todas as linhagens de camundongos em
gue a L. guyanensis ndo acarreta nenhuma lesdo se comportam da mesma forma. Em
estudos anteriores, 0 nosso grupo avaliou o desenvolvimento da lesdo por esta espécie em
camundongos C57BL/6 knockout para a subunidade catalitica gp91phox da NADPH oxidase.
Entretanto, assim como os animais selvagens, os animais destituidos da atividade da NADPH
oxidase tampouco desenvolvem lesdo (MENDES, 2011), indicando que a exploséo
respiratéria ndo é tdo importante para a eliminacdo dos parasitas nesta linhagem de
camundongo. Resultados anteriores mostram que em camundongos C57BL/6 0 mecanismo
de eliminacdo da Leishmania é dependente da producao de NO, uma vez que camundongos
knockout para a iINOS desenvolvem lesdes quando infectados com L. guyanensis (MENDES,
2016).

Nossos dados também mostraram que o0 aumento da lesdo em animais tratados com
apocinina s6 é observado até a 62. semana de infeccdo, sendo que a partir da 78. semana a

lesdo ja comeca a diminuir (Fig. 7), sugerindo que, a partir desse momento, outros
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mecanismos imunoldgicos estariam atuando na eliminacdo do parasito. Sugerimos aqui que
0 aumento temporario da lesdo nestes animais € observado pela auséncia de um dos
mecanismos do sistema inato que o BALB/c utiliza para eliminar a Leishmania. Ja a
diminuicdo iniciada na 72 semana pode ser resultado da ativacdo da resposta imune
adaptativa, com a producado de linfocitos Thl (como se vera a frente), com a producdo de
citocinas que aumentem a capacidade leishmanicida das células hospedeiras.

Em estudos futuros, seria interessante replicar este experimento, mas com uma
modificacdo: realizar o tratamento com apocinina quatro dias antes da infec¢éo, ao invés de
fazé-lo no mesmo dia da infeccdo, como feito neste trabalho. E possivel que, com a
metodologia aqui usada, a explosao respiratéria nos macréfagos ainda ndo estivesse
completamente inibida no momento da infec¢cdo e macréfagos tenham conseguido eliminar,
pelo menos em parte, os parasitas. Assim, de fato, pode ser que essa diferenga do curso de
infeccdo entre os dois grupos experimentais ainda seja maior. Além do mais, como
perspectivas futuras também seria bastante informativo adicionar a quantificacéo de parasitas
na pata, para verificar se o aumento da lesdo é conjunta com o0 aumento de parasitas no local.
Juntos, estes dados podem ajudar a entender melhor a importancia da explosao respiratoria
na resposta protetiva da linhagem BALB/c em infecg&o por L. guyanensis.

Para entdo identificar o padrdo de resposta imune adaptativa de linfécitos Th
produzida pelos camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis quantificamos a
producéo de citocinas tipicas da resposta do tipo Thl (IFN-y) ou Th2 (IL-4) e investigamos a
frequéncia de células T CD4* produtoras dessas citocinas nas patas e o nivel de sua producao
nos linfonodos popliteos. A avaliagdo do perfil de linfocitos Th a partir da citocina IFN-y e IL-
4 é amplamente utilizada na literatura por elas serem moléculas classicas liberadas pelas
células Thl eTh2, respectivamente (LOCKSLEY et al, 1987). Para esse experimento
utilizamos como controles camundongos BALB/c e C57BI/6 infectados com L. major para que
os resultados adquiridos pudessem ser comparados com um modelo de infeccdo ja
amplamente estudado. Como na infecgdo com L. guyanensis, as frequéncias de células CD4+
na pata produtoras de IFN-y ou de IL-4 na 42 semana foram as mesmas observadas nas patas
de camundongos C57BL/6 infectados com L. major, que tipicamente fazem uma resposta do
tipo Thl (Fig. 9), j& podemos concluir que a infecgdo de camundongos BALB/c com L.
guyanensis induz uma resposta do tipo Thl. Essa conclusdo € ainda corroborada pela
guantificacdo nos linfonodos das mesmas citocinas na 82 semana (Fig. 10). Estes dados
confirmam resultados preliminares feitos pelo nosso grupo de pesquisa, que demonstrou a
producédo de IFN-y e a auséncia da producao de IL-4 no linfonodo tanto na 42. quanto na 82.
semana de infec¢cdo (MENDES, 2011).
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Como descrito anteriormente, a producdo de IFN-y leva a sintese de NO em
macrofagos pela regulacao positiva da INOS. Resultados anteriores do nosso laboratério ja
haviam demonstrado que camundongos knockout para o gene da iNOS desenvolvem lesbes
nas patas de camundongos C57BL/c infectados com L. guyanensis (MENDES, 2016),
mostrando que a resisténcia desses camundongos € dependente de NO e que, portanto, L.
guyanensis € sensivel ao NO. Desta forma, podemos inferir que 0 que esta causando a
resisténcia de camundongos BALB/c a L. guyanensis € mesmo o NO produzido por
macrofagos ativados por IFN-y produzido por linfocitos Thl induzida nesses camundongos.
Como perspectiva futura, seria interessante comprovar a sensibilidade de L. guyanensis ao
NO in vitro bem como tratar camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis com
inibidores da producdo de NO, para verificar se, na auséncia de NO, ha o desenvolvimento
da lesao, para confirmar nossa inferéncia. Isso determinara inequivocamente se, apés a
ativacdo da resposta imune adaptativa, a eliminacdo de L. guyanensis que ocorre a partir da
72. semana de infec¢do os camundongos BALB/c € mediada por NO.

Outra evidéncia que a L. guyanensis estimula a ativagdo do perfil Thl em
camundongos BALB/c foi apresentada por hosso grupo de pesquisa com experimentos com
coinfeccdo com L. guyanensis e L. major. Foi mostrado que a infeccdo conjunta com L.
guyanensis faz com que os animais infectados com L. major apresentem uma lesédo bastante
diminuida quando comparada com animais infectados apenas com L. major (MENDES,
2016). Esse experimento é importante pois demonstra que a resposta imunoldgica do tipo
Th1l desenvolvida pela infeccao com L. guyanensis é capaz de alterar o desenvolvimento da
inflamacdo em um modelo de infeccdo amplamente descrito como do tipo Th2. Com
experimentos em andamento, iremos avaliar se a infeccdo com L. major de camundongos
BALB/c, que desenvolvem uma resposta Th2, sem a producdo de NO, alteraria o curso de
uma infeccdo com L. guyanensis, levando ao desenvolvimento de lesdo. Seria importante
ainda que nesses experimentos de coinfec¢do ocorra a quantificacdo de IFN-y e IL-4 nos
animais coinfectados com as duas espécies, das duas formas mencionadas, para confirmar
as respectivas alteragdes no padrédo dessas citocinas.

A gquantificacdo de IFN-y e IL-4 realmente sugere o perfil de resposta adaptativa que
esta sendo ativada no animal. Entretanto, para confirmarmos a hipotese de uma resposta
exclusivamente Thl, seria importante quantificar outras citocinas como IL-12 e TNF além de
citocinas tipicas de uma resposta Th2 como IL-5 e IL-13. Como descrito anteriormente, a
polarizacdo entre Th1l/Th2 pode ndo ser observada em todos os modelos de infecgéo,
podendo ser um mecanismo muito mais complexo no qual o balanco de citocinas produzidas
tenha grande influéncia na definicdo do desenvolvimento de uma resposta de resisténcia ou

susceptibilidade.
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Assim como a L. guyanensis, a L. braziliensis também apresenta uma resposta
protetiva em camundongos BALB/c (NEAL & HALE, 1983; CHILDS et al., 1984; LIMA, DeKrey
& TITUS, 1999). Ambas as espécies, pertencentes ao subgénero Viannia, sdo causadoras da
CL na América do Sul. Além da semelhanca morfolégica, molecular e filogenética (PIRES et
al.,, 2015), a L. braziliensis também apresenta semelhancas no padrdo imunolégico
desenvolvido quando infectado a linhagem BALB/c. Assim como demonstrado no presente
trabalho para espécie L. guyanensis, na infecgdo por L. braziliensis também é descrito um
padréo de resposta Thl, com a producéo de IFN-y e auséncia de IL-4 e IL-10 (DEKREY, LIMA
& TITUS, 1998; CARVALHO et al., 2012). Também € observada uma maior influéncia da
exploséao respiratéria em relagdo ao NO na eliminagdo do parasito, com trabalhos mostrando
ROS como sendo um importante mecanismo leishmanicida, tanto nas fases iniciais quanto
nas fases finais da inflamacédo (NOVAIS et al.,, 2014), o que parece diferir dos nossos
achados, onde a exploséo respiratéria parece ser importante no controle da infec¢cdo apenas
até a 62 semana de infeccdo. Juntos, estes dados podem indicar que algum padréo molecular
presente nas duas espécies estaria associado ao desenvolvimento do fendtipo de resisténcia
em camundongos BALB/c, padrdo ndo observado para outras espécies com menor relagdo
filogenética. Estudos futuros sdo necessarios para que se determine qual o padrdo molecular
presente nas espécies do subgénero Viannia que resulta no desenvolvimento de resisténcia
de camundongos BALB/c a infec¢do por essas duas espécies de Leishmania.

Por fim, com os dados obtidos no presente trabalho as seguintes conclusdes podem
ser tiradas:

e Utilizando 40mg/Kg de apocinina, por via intraperitoneal, a producdo de ROS em
camundongos BALB/c é totalmente inibida no 3°. dia pds-tratamento;

e Ainfecgdo com L. guyanensis em camundongos BALB/c n&o leva ao desenvolvimento
de lesdo até pelo menos a décima semana (resultados anteriores do nosso grupo
mostraram este perfil até a 202. semana);

¢ Na 82 semana de infeccdo, a o nimero de parasitos de L. guyanensis € 10.000 x
menor do que o de L. major;

¢ O tratamento com apocinina leva a duplicacdo do tamanho de lesdo na linhagem
resistente a L. guyanensis por volta da 62. semana;

¢ Camundongos BALB/c infectados com L. guyanensis produzem IFN-y tanto na pata
guanto no linfonodo, na 42. e 82. semana pds-infecc¢ao;

e L. guyanensis ndo induz a produgdo de IL-4 em camundongos BALB/c na 42. ou 82
semana de infec¢ao.

Juntos, nossos resultados séo importantes para complementar os conhecimentos

sobre 0s mecanismos imunoldgicos responsaveis pela resposta imunoldgica protetora contra
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L. guyanensis, espécie de grande importancia epidemiolégica cujo estudo é negligenciado.
Validamos estudos preliminares realizados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e
adicionamos novos dados que contribuem para a compreenséo tanto da resposta imune inata

guanto adaptativa relacionado neste modelo de infec¢éo.
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