
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

Programa de Pós-Graduação em Bioquímica e Imunologia 

 

 

 

 

 

 

Caio Cotta Natale

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A IL-18 NO DESENVOLVIMENTO DE LESÕES CUTÂNEAS NA INFECÇÃO POR 

Leishmania amazonensis E INFLAMAÇÃO ESTÉRIL INDUZIDA PELA   

λ-CARRAGENINA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2019  



 
 

Caio Cotta Natale

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A IL-18 NO DESENVOLVIMENTO DE LESÕES CUTÂNEAS NA INFECÇÃO POR 

Leishmania amazonensis E INFLAMAÇÃO ESTÉRIL INDUZIDA PELA  

λ-CARRAGENINA 

 

 

 

 

Tese de doutorado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Bioquímica e Imunologia da Universidade 

Federal de Minas Gerais para obtenção do 

título de Doutor em Imunologia 

 

Orientadora: Profa. Dra. Leda Quercia 

Vieira  

 

Coorientador: Prof. Dr. Daniel Manzoni de 

Almeida  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Belo Horizonte 

2019



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ao Marcus Mitre  



 
 

AGRADECIMENTOS 

À Professora Leda Quercia Vieira pela orientação e pela oportunidade no seu 

laboratório. Agradeço ao incentivo e à boa convivência que foram de extrema contribuição na 

minha formação acadêmica, desde os tempos da iniciação científica. 

 Aos professores, funcionários e alunos do Departamento de Bioquímica e Imunologia 

pela contribuição na minha formação acadêmica.  

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) e à 

Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pelo apoio financeiro 

ao longo dos quatro anos do meu doutorado.  

Aos membros que compõem essa banca, pela oportunidade de discussão deste trabalho 

e pela possibilidade de enriquecimento.  

Ao Professor Daniel Manzoni de Almeida, que além de co-orientador é meu amigo e 

compartilha comigo de seu brilhantismo e bom humor. Que nosso grupo se fortaleça cada vez 

mais no campo da educação, para que possamos, como educadores, traçar rumos fortes e 

resistentes em meio ao obscurantismo que tomou nossas instituições.  

À Paula Seixas, minha amiga e companheira de laboratório, pela amizade 

imprescindível para a sobrevivência em um doutorado. Pelas conversas e discussões sempre 

enriquecedoras. Pela companhia em todos os momentos desses nossos 11 anos, momentos que 

não cabem aqui. 

À Debora Marioto pela amizade e apoio em todos esses anos do doutorado. Que essa 

amizade transborde os muros da universidade. 

Aos meus amigos Liliane, Grazi, Matheus, Pierre, Peter, Ana Clara e Alícia pelos 

ensinamentos e pelos ótimos anos que me proporcionaram no laboratório.  

Aos meus amigos Lorena, Paulo, Pompea, Gabi, Raoni, Flavi por me mostrarem que o 

mundo vai muito além do conforto da nossa área de conhecimento. E ao pequeno Benjamin que 

em pouco tempo já nos trouxe tanta alegria. 

Ao meu irmão e minha mãe por todo o apoio e compreensão nesses anos tão 

conturbados. 

Ao Marquinho, que entrou definitivamente na minha vida no início deste doutorado. 

Não consigo definir o tanto que me ajudou nesse caminho. Obrigado por ser meu companheiro 

e por estar comigo em todo esse trajeto. Obrigado pelo amor, pelo carinho e pela compreensão 

em ainda me amar mesmo eu cheirando a camundongo quase todos os dias. Obrigado por estar 



 
 

comigo desde o início dessa aventura e além. Te amo muito e que possamos construir novos 

rumos perto do mar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Quem anda em direção ao infinito continua,  

a partir da perspectiva do infinito, no mesmo lugar.  

Dessa maneira, a estrutura da oscilação contínua  

Entre dever e desejo de transgressão acaba  

por se transformar em situação intransponível.” 

Vladimir Safatle  



 
 

RESUMO 

Na infecção por Leishmania amazonensis, o modelo clássico de polarização Th1 e Th2, 

encontrado no modelo de infecção por Leishmania major, não se aplica. O que é descrito é uma 

mistura de respostas Th1, Th2, Treg e Th17. A IL-18 é uma citocina pró-inflamatória que tem 

a capacidade de polarizar os linfócitos T para os fenótipos Th1, Th17 e Th2, dependendo do 

ambiente em que se encontra. Nosso trabalho visa identificar o papel da IL-18 no curso da 

infecção e desenvolvimento de lesões cutâneas em camundongos infectados por L. 

amazonensis. Nossos dados mostraram que os camundongos IL-18 KO apresentaram lesões 

menores do que os camundongos do tipo selvagem (C57BL/6). Além disso, nos tempos 

analisados, as duas linhagens apresentam a mesma carga parasitária quando infectadas com 102, 

104 e 105 formas promastigotas de L. amazonensis. No perfil de citocinas na lesão, encontramos 

níveis consideráveis de IL-12, TNF nas duas linhagens de camundongos, mas encontramos 

níveis mais elevados de IL-10 nos camundongos KO. Durante o curso da infecção, 

identificamos uma porcentagem maciça de células T CD4+ na lesão expressando o receptor para 

IL-18 após a quarta semana de infecção. Isso coincide com o aparecimento da lesão exacerbada 

em camundongos WT e pode estar associado ao pico de produção de IL-18 observado por 

ELISA. Tratamos os camundongos KO e WT com anti-CD4 (GK1.5) e também observamos o 

perfil de ativação das células T CD4+ antes, durante e após o tratamento com GK.1.5. Para 

validar nossa hipótese, nós infectamos os camundongos IL-18 KO e tratamos estes animais com 

células T CD4+ de um camundongo GFP+ WT. Nossos dados sugerem que a IL-18 está 

parcialmente envolvida na suscetibilidade à infecção por L. amazonensis. Isto é provavelmente 

devido à interação da IL-18 nos linfócitos T. Em outro modelo como a inflamação induzida 

pela carragenina os camundongos IL-18 KO também apresentaram lesões menores do que as 

lesões dos animais selvagens. Um fato interessante foi que as células inflamatórias, como 

macrófagos e monócitos, que não apresentam expressão para o receptor da IL-18 durante a 

infecção por L. amazonensis passaram a expressar no modelo de inflamação induzida pela 

carragenina. Nossos dados indicam que a IL-18 está envolvida no agravamento das lesões, tanto 

nos modelos de inflamação na infecção por L. amazonensis como na inflamação induzida pela 

carragenina.   



 
 

ABSTRACT 

In infection by Leishmania amazonensis the classic model of polarization Th1 and Th2, found 

in the model of infection with Leishmania major, does not apply. What is described is a mixture 

of the profiles Th1, Th2, Treg and Th17. The IL-18 is a pro-inflammatory cytokine that has a 

capability to polarizes T lymphocytes to Th1, Th17 and Th2 phenotypes, depending on the 

environment in which it finds. Our work aims to identify the role of the IL-18 in the course of 

infection and development of skin lesions in mice infected by L. amazonensis. Our data showed 

that the IL-18 KO mice have a smaller lesion than the wild-type animals (C57BL/6) since the 

beginning of the infection. In addition, the times analyzed, the two strains have the same 

parasite burden when infected with 102,104 and 105 promastigotes forms of L. amazonensis. On 

the cytokine profile, we found considerable levels of IL-12, TNF in both strains, but we found 

higher levels of IL-10 in the KO mice. During the course of infection we identified a massive 

percentage of T cells CD4+ expressing the receptor for IL-18 after the fourth week of infection. 

This coincides with the appearance of the lesion exacerbated in wt mice and can be associated 

with the peak production of IL-18 seen by ELISA. We treat the mice KO and wt, with anti-

CD4(GK1.5) and we also look the profile of activation of the CD4+ T cells before, during and 

after the treatment with GK.1.5. To validade our hypothesis, we infected the IL-18 KO mice 

and treated these animals with CD4+ T cells from a wt GFP+ mice.  Our data suggests that the 

IL-18 is partially involved in susceptibility to infection by L. amazonensis. This is likely due to 

the interaction of IL-18 on T lymphocytes helping the maintenance of the lesion. In other model 

like the inflammation induced by carrageenan, the IL-18 KO mice has also a smaller lesion in 

comparison to the lesion of the wild-type mice. An interesting fact was that inflammatory cells, 

such as macrophages and monocytes, that did not present expression of IL-18 receptor during 

infection by L. amazonensis began to express in the model of carrageenan-induced 

inflammation. Our data indicate that IL-18 is involved in increasing of lesions, both in the 

models of inflammation in L. amazonensis infection and in carrageenan-induced inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO

 

1.1 A INTERLEUCINA 18 (IL-18) 

 

 A IL-18 foi descrita em 1989, quando foi classificada como membro da família de 

proteínas indutoras de IFN-γ (IFI) e chamada de Fator de Indução de Interferon-γ (IGIF), tendo 

sido isolada do soro de camundongos desafiados intraperitonealmente com endotoxina 

(Nakamura et al., 1989). A IGIF foi posteriormente purificada a partir do macerado do fígado 

de animais inoculados com Propionibacterium acnes e desafiados com LPS. Dos peptídeos 

obtidos desse purificado, foram sintetizados primers que possibilitaram a obtenção de partes do 

cDNA, que foram utilizados para a triagem dos outros fragmentos no macerado do fígado dos 

animais. O clone completo obtido gerou uma proteína precursora com 192 aminoácidos, 

incluindo uma sequência incomum de 35-37 aminoácidos na região N-terminal (Okamura, 

Nagata, et al., 1995; Okamura, Tsutsi, et al., 1995).  Após a purificação, verificou-se a 

similaridade desse fragmento gerado com a pró-IL-1β, além de outras similaridades com os 

membros da família da IL-1, sendo denominada IL-1γ (Bazan et al., 1996). Posteriormente é 

que recebeu o nome de IL-18 (Micallef et al., 1997; Udagawa et al., 1997). 

 Já é sabido que a IL-18 é sintetizada como uma proteína precursora de 24-kDa que se 

acumula no citoplasma, sendo essa denominada pró-IL-18. Após ser clivada em uma proteína 

madura de 18-kDa, é que ela tem a capacidade de ser exportada da célula e de se ligar ao seu 

receptor (Dinarello et al., 1998; Fantuzzi et al., 1999). O gene que codifica a pró-IL-18 está 

localizado no cromossomo 11 em humanos e no cromossomo 9 em camundongos (Nakanishi 

et al., 2001). O sinal para a transcrição do gene da pró-IL-18 pode ser induzido após a 

estimulação de receptores do tipo Toll (TLR) por padrões moleculares associados ao patógeno 

(PAMP) ou padrões moleculares associados ao dano (DAMP), com consequente ativação da 

via do NF-κB (Fantuzzi et al., 1999). O precursor da IL-18 é constitutivo nos monócitos, 

macrófagos e células dendríticas em indivíduos saudáveis, assim como é constitutivo, também, 

em células endoteliais, queratinócitos, condrócitos, células epiteliais no trato gastrointestinal e 

células mesenquimais (Dinarello, 2009).  

 A pró-IL-18 é processada e clivada pela caspase-1; porém, a capase-1 também está 

presente na célula na sua forma inativa. A pró-caspase-1 pode ser clivada em sua forma ativa 

por várias vias canônicas do inflamassoma, como as dependentes dos receptores do tipo-NOD 
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(NLR), dos membros da família Ausentes no Melanoma 2 (AIM2/ALR) e das proteínas 

indutoras de IFN-γ (IFI), que são sensores intracelulares para diversos sinais, como a 

diminuição da concentração de K+ intracelular, a presença de cristais de colesterol, de dsDNA, 

de ATP e de ácido úrico (Chen e Nunez, 2010). Para a ativação do inflamassoma, há a 

necessidade de dois sinais: um sinal extracelular via receptores de reconhecimento padrão 

(PPR) como os receptores do tipo Toll (TLR) ou pela ligação do TNF em seu receptor, em uma 

via dependente de MyD88 (Schroder e Tschopp, 2010); e um segundo sinal, intracelular, que 

acontece pela ativação dos NLR ou ALR pelos sinais de dano citados anteriormente. Após a 

ativação do receptor NLR, por exemplo, há a oligomerização do domínio pirina (PYD) do 

sensor que interage com a proteína adaptadora do domínio de recrutamento da caspase (ASC), 

que possui, também, um domínio PYD, além de um domínio de ativação e recrutamento de 

caspases (CARD) (Fernandes-Alnemri et al., 2007). Essa interação desencadeia a montagem 

de ASC em uma proteína grande capaz de usar seu CARD para o recrutamento de monômeros 

da pró-caspase-1 que inicia a auto-clivagem e a formação da caspase-1 ativa. A caspase, então, 

cliva a pró-IL-1β e a pró-IL-18 nas suas formas ativas por proteólise (Shao et al., 2007; 

Mohamadi et al., 2018).  

 Além da clivagem da IL-18 dependente da caspase-1, há mecanismos independentes de 

caspase-1. Por exemplo, a ativação pelo Fas-ligante das células de Kupffer que expressam Fas 

gera a forma ativa da IL-18 mediada pela caspase-8 (Bossaller et al., 2012). Há descrito, 

também, que a caspase-3 pode clivar a pró-IL-18 em sua forma ativa (Akita et al., 1997). Já 

sobre os mecanismos independentes de caspases, sabe-se que a granzima B das células 

citotóxicas (Omoto et al., 2010), as quimases dos mastócitos (Omoto et al., 2006) e a meprina 

β advinda das células epiteliais do intestino e dos rins (Banerjee e Bond, 2008) são capazes de 

clivarem o precursor da IL-18 em sua forma biologicamente ativa. De maneira muito 

interessante, quando há liberação da pró-IL-18 por células mortas, a protease-3 liberada por 

neutrófilos pode processar a pró-IL-18 em sua forma ativa no meio extracelular (Sugawara et 

al., 2001).  

 

1.2 O RECEPTOR DA IL-18 (IL-18R) E A PROTEÍNA DE LIGAÇÃO DA IL-18 (IL-18BP) 

 

 O receptor da IL-18 é formado pela junção de duas cadeias: a IL-18Rα (IL-1R5 ou CD-

218a), que é a cadeia que se liga à IL-18, porém com baixa afinidade; e a IL-18Rβ (IL-R7 ou 
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CD-218b) (Torigoe et al., 1997), um co-receptor que, juntamente com a cadeia α, forma um 

complexo de alta afinidade com a IL-18 (Hoshino et al., 1999), como mostrado na Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

De maneira interessante, uma grande parte das células expressa a cadeia IL-18Rα, que 

é capaz de transduzir o sinal; porém a cadeia IL-18Rβ é expressa apenas nas células T e nas 

células dendríticas, sendo que a expressão das cadeias α e β juntas potencializa o sinal 

(Kaplanski, 2018). Após a formação do complexo e da ligação da IL-18, há a aproximação dos 

domínios Toll-IL-1R (TIR) gerando a cascata de ativação com recrutamento do MyD88, de 

Quinases associadas a receptores de IL-1 (IRAK) e do Fator associado ao receptor de TNF 6 

(TRAF-6), seguido pela degradação do IκB e liberação do NF-κB em um processo bastante 

similar ao da cascata de ativação gerado pela IL-1. Após esses eventos, há a expressão dos 

genes do IFN-γ  (Dinarello, 1998). Além da via pelo NF-κB, o complexo IL-18Rα/ IL-18Rβ 

/IL-18 induz, também, a fosforilação do STAT3 em células NK (Kalina et al., 2000) e da via 

da quinase p38 MAPK em neutrófilos (Wyman et al., 2002). 

 A inibição da cascata gerada pelo complexo IL-18Rα/ IL-18Rβ /IL-18 acontece pela 

citocina anti-inflamatória IL-37. A IL-37 é, também, membro da família da IL-1 e membro da 

subfamília IL-18, sendo que ela se liga, com baixa afinidade, à cadeia α do receptor da IL-18. 

Essa ligação inibe o recrutamento da cadeia β do receptor, impedindo a ligação da IL-18 (Nold-

Petry et al., 2015). Quando a IL-37 se liga à IL-18Rα ocorre o recrutamento da cadeia IL-1R8 

 

Figura 1: Estrutura do receptor da IL-18. Figura adaptada (Krumm et al., 2014) 

 

 

Figura 1: Estrutura do receptor da IL-18. Figura adaptada (Krumm et al., 2014) 
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(SIGRR), um receptor órfão da família da IL-1 (Li et al., 2015). Esse complexo IL-18Rα/ IL-

1R8/ IL-37 não recruta MyD88; ao invés disso, induz um sinal anti-inflamatório na célula, ativa 

STAT3 e reduz a via de ativação do NF-κB, consequentemente diminuindo os níveis de IFN-γ 

(Mcnamee et al., 2011). 

 Outra forma de controle da ação da IL-18 é a presença da proteína de ligação à IL-18 

(IL-18BP). A IL-18BP foi descoberta por acaso, quando se pesquisava sobre a presença de 

receptores solúveis da IL-18 (Novick et al., 1999). A IL-18BP é uma proteína constitutivamente 

secretada por células endoteliais e por esplenócitos, assim como por células inflamatórias, como 

macrófagos (Corbaz et al., 2002). A IL-18BP contém apenas um domínio IgG, sendo bastante 

similar ao IL-1R8 (SIGRR), que também apresenta apenas um domínio IgG em sua estrutura. 

A IL-18BP tem como papel regular negativamente a resposta Th1, visto que se liga com alta 

afinidade à IL-18. Além disso, a IL-18BP também controla a resposta Th2, visto que a IL-18 

também induz IgE, sendo associada à diferenciação de células T naïve em células Th2 

(Yoshimoto et al., 2000a). Como uma molécula de IL-18BP se liga a apenas uma IL-18, o 

cálculo de quantidade de IL-18 livre pela IL-18 ligada pode ser feito em uma mistura dessas 

moléculas (Novick et al., 2001), possibilitando-se verificar se a quantidade de IL-18BP é 

suficientemente alta para neutralizar a IL-18. Como a IL-18BP tem similaridade com o IL-1R8, 

essa pode ligar-se, também, à IL-37 (Bufler et al., 2002); assim, a IL-18BP pode diminuir a 

resposta anti-inflamatória. Por exemplo, se administrada uma pequena dose de IL-18BP, 

verifica-se a redução da inflamação em um modelo de artrite reumatoide; porém, se há aumento 

da quantidade de IL-18BP administrada, o efeito anti-inflamatório é perdido (Banda et al., 

2003).  

 A regulação da IL-18BP é feita, por exemplo, pelo IFN-γ. Altos níveis de IFN-γ levam 

a um aumento desse potente inibidor natural da IL-18, gerando um loop de feedback negativo 

(Ludwiczek et al., 2002). O mesmo acontece com a IL-27 na pele: altos níveis dessa citocina, 

associados à resposta inflamatória, levam ao aumento da IL-18BP (Wittmann et al., 2012). De 

maneira muito interessante, os vírus da família Poxviridae possuem genes que codificam uma 

proteína com alta homologia com o gene da IL-18BP, dando a eles a habilidade de reduzirem a 

atividade da IL-18 em mamíferos (Xiang e Moss, 2001). 
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1.3 AÇÃO BIOLÓGICA DA IL-18 

 

 A primeira função descrita da IL-18 foi a capacidade de induzir a produção de IFN-γ 

pelas células NK e pelas células T que expressam IL-18R (Okamura, Tsutsi, et al., 1995; 

Nakanishi et al., 2001). Essa indução acontece com ou sem participação do TCR. Porém, para 

a indução de um perfil Th1 pela IL-18, é necessária a presença do TCR (Yang et al., 1999). A 

IL-18 também apresenta a capacidade de induzir a produção de IFN-γ por células T e NK na 

presença da IL-12, da IL-15 e da IL-21. Isso acontece porque essas três citocinas aumentam a 

expressão do IL-18R (Yoshimoto et al., 1998; Strengell et al., 2003; Verri et al., 2007). Em 

sinergia com a IL-12, a IL-18 induz a produção de IFN-γ por células Th0, por células T CD8+, 

por células NKT e por células B, visto que a IL-12 induz a expressão do receptor da IL-18 

nessas células (Tomura et al., 1998; Carroll et al., 2008; Bao et al., 2014). No caso das células 

B, a IL-18 com a IL-12 inibem a produção de IgG1 dependente de IL-4 e a produção de IgE, 

mas aumentam a produção da IgG2a e induzem a produção de IFN-γ (Yoshimoto et al., 1997; 

Yoshimoto et al., 1998). 

 Apesar de a IL-18 ter sido descrita primordialmente como indutora de uma resposta 

Th1, com o tempo foi-se percebendo que ela tem, também, a capacidade de induzir uma resposta 

Th2. Foi descrito que células T CD4+ naïve de camundongos BALB/c em cultura com IL-2 e 

IL-18, independente da ativação de TCR, foram capazes de produzir IL-13 e IL-4. A capacidade 

de produção dessas citocinas foi aumentada quando houve estímulo com anti-CD3, mas, ao 

utilizar anti-IL-4 nessas culturas, as células T CD4+ perderam a capacidade de produzir essas 

citocinas e se desenvolveram em um perfil Th1, demonstrando que a IL-18 guia as células T 

para o perfil Th2 em uma via dependente de IL-4 (Sasaki et al., 2005). Já mastócitos e basófilos 

em cultura, também de camundongos BALB/c, derivados de medula óssea estimulados com IL-

3 por 10 dias, expressavam a cadeia α do IL-18R e, após estímulo com IL-18, foram capazes 

de produzir IL-13 e IL-4. Essas células, mesmo estimuladas com IL-18 e IL-12, não produziram 

IFN-γ (Yoshimoto et al., 1999). Posteriormente, foi mostrado que camundongos deficientes 

para IFN-γ e infectados com helmintos respondem ao tratamento com IL-18 e IL-12, 

aumentando a produção de IgE por células B, em um mecanismo dependente de células T CD4+ 

e dependente da IL-4 e do STAT6 (Yoshimoto et al., 2000b). As células NKT que, caso sejam 

estimuladas com IL-2 e IL-18, aumentaram a produção de IL-4 e foram capazes de induzir 
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células B a produzirem IgG1 e IgE (Konishi et al., 2002). Já camundongos C57BL/6 infectados 

com o nematóide Strongyloides venezuelensis e pré-tratados com IL-2 e IL-18 desenvolveram 

mastocitose da mucosa e foram capazes de expulsar o nematóide, demonstrando como a IL-18 

pode mediar uma resposta Th2 dependendo do ambiente em que ela se encontra (Sasaki et al., 

2005). Mais recentemente, foi demonstrado que a IL-18 pode induzir células linfoides inatas 

(ILC) do tipo 2 a produzirem citocinas relacionadas à resposta Th2 (Ricardo-Gonzalez et al., 

2018). 

 Além das respostas Th1 e Th2, já foi descrito, também, que a IL-18 tem a capacidade 

de induzir a produção de IL-17 pelas células T CD4+ e pelas células Tγδ (Lalor et al., 2011). 

Em um trabalho mais recente, foi demonstrado que talvez a IL-18 consiga induzir células Th17 

a produzirem IL-17 independentemente da IL- 23 (Harrison et al., 2018). Ou seja, a IL-18 

apresenta uma série de ações que dependem do ambiente em que ela se encontra, seja pelas 

citocinas ou pelos tipos celulares, como demonstrado na Figura 2. 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema representativo das funcionalidades da IL-18. Figura adaptada (Carroll et al., 2008). 



22 

1.4 IL-18 EM PROCESSOS PATOLÓGICOS  

 

 Animais deficientes para a IL-18, a partir da décima sexta semana, começam a ganhar 

mais peso do que os animais selvagens, apresentando acúmulo de gordura, desenvolvimento 

espontâneo de aterosclerose, resistência à insulina e diabetes mellitus (Netea et al., 2006).  O 

aumento de peso nos animais deficientes para a IL-18 foi atribuído ao aumento de ingestão de 

alimentos, cerca de 40% a mais do que os animais selvagens. O quadro de resistência à insulina 

parece desregular o controle do apetite desses animais, visto que eles se alimentam várias vezes 

ao longo do dia e os animais selvagens comem apenas uma vez no período noturno. De maneira 

muito interessante, a administração de IL-18 recombinante nesses animais reverte o quadro de 

resistência à insulina e regula os hábitos alimentares dos animais (Skurk et al., 2005; Bruun et 

al., 2007; Zorrilla et al., 2007). 

 

1.4.1 IL-18 em modelos de colite  

 

Em um estudo de colite induzida por dextran sulfato de sódio (DSS) em camundongos 

C57BL/6 deficientes para a caspase 1, notou-se um quadro inflamatório aumentado quando 

comparados com o animal selvagem. Os animais nocautes recuperam a capacidade de 

cicatrização e apresentam melhora da mucosa ao ser administrada a IL-18 exógena. Além disso, 

a ausência da IL-18 parece ocasionar a disbiose intestinal, levando a um infiltrado de leucócitos 

no cólon, quadro que também é revertido ao administrar-se IL-18 (Dupaul-Chicoine et al., 

2010; Lopetuso et al., 2013). Ainda em modelos de colite induzida por DSS, camundongos 

deficientes para o Receptor do tipo-NOD 3 (NLRP3) e NLRP6 também apresentaram piora do 

quadro de colite quando comparados com os animais selvagens, além de ter sido verificada uma 

menor quantidade de IL-18 nos animais deficientes para essas proteínas do inflamassoma (Chen 

et al., 2007; Elinav et al., 2011; Hirota et al., 2011). Porém, animais deficientes para a IL-18 

ou deficientes para a cadeia α do seu receptor nas células epiteliais do intestino apresentaram 

melhora do quadro de colite. Os animais WT  apresentaram piora do quadro de colite quando 

houve depleção da IL-18BP, além de uma perda do amadurecimento das células caliciformes 

nesses animais.  

Ou seja, o balanço da IL-18 livre ou ligada à IL-18BP é importante para a melhora do 

quadro de colite (Nowarski et al., 2015). No intestino, a IL-18 parece ter um papel dicotômico: 
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em um contexto, a IL-18 aparece como indutora da maturação de células caliciformes, levando 

à produção de muco e de peptídeos antimicrobianos, auxiliando a manutenção da microbiota na 

luz do intestino e mantendo a barreira intestinal intacta. Além disso, a IL-18 pode modular a 

diferenciação das células Th17 e das células T reguladoras, visto que essas células expressam 

o receptor da IL-18 (Harrison et al., 2015). Já em um contexto em que houve ruptura da barreira 

intestinal, a IL-18 parece estar envolvida no recrutamento de leucócitos e ativação desses 

leucócitos, aumentando a inflamação da mucosa intestinal (Siegmund, 2010; Hand, 2015). 

 

1.4.2 IL-18 em modelos de aterosclerose e lesões do miocárdio 

 

Como é sabido, cristais de colesterol, que tendem a se acumular nas lesões 

ateroscleróticas, são ativadores do inflamassoma via NLRP3 (Charmoy et al., 2016). Além 

disso, macrófagos presentes na placa aterogênica expressam grandes quantidades da cadeia α 

do receptor da IL-18, além das células endoteliais vasculares também expressarem o receptor 

da IL-18 (Gerdes et al., 2002). Em experimentos com camundongos ApoE nocaute propensos 

ao desenvolvimento de ateroma, a transfecção de plasmídeos capazes de codificarem a IL-18BP 

impediram a progressão do desenvolvimento das placas (Mallat et al., 2001). Já o tratamento 

com IL-18 recombinante levou a um agravamento das lesões, fenômeno que não foi visto nos 

animais IFN-γ KO, levando a crer que a indução da produção de IFN-γ pela IL-18 promove a 

progressão do ateroma (Elhage et al., 2003; Badimon, 2012). Entretanto, em animais ApoE-/-

IL-18-/- com dieta rica em gorduras, a placa aterosclerótica se desenvolveu mais rapidamente 

do que nos animais WT, aparentemente por um mecanismo dependente de células Th17 em 

resposta à dieta rica em colesterol, demonstrando mais uma vez, que a IL-18 pode apresentar 

um papel dicotômico (Pejnovic et al., 2009).  

Já em modelos murinos de lesões no miocárdio e infarto, o tratamento desses animais 

antes da lesão isquêmica com anti-IL-18 ou com células mesenquimais produtoras da IL-18BP 

foi capaz de reduzir a área do infarto (Venkatachalam et al., 2009; Gu et al., 2015). A 

administração de IL-18 em camundongos C57BL/6 selvagens saudáveis induziu fibrose no 

tecido cardíaco após 7 dias; ademais, induziu a síntese de osteopontina por fibroblastos 

cardíacos. Além disso, a IL-18 parece estar envolvida no aumento do infiltrado inflamatório de 

macrófagos no miocárdio e no remodelamento patológico do tecido cardíaco (Woldbaek et al., 

2005; Platis et al., 2008; Yu et al., 2009; Xiao et al., 2018).  
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1.4.3 IL-18 em modelos de patologias do sistema respiratório   

 

Já em uma ação da IL-18 indutora de um perfil Th2, mostrou-se que camundongos 

BALB/c que superexpressam a IL-18 nos pulmões em um modelo de asma induzido por 

ovalbumina, apresentaram um infiltrado inflamatório aumentado de células T CD4+, células T 

CD8+, eosinófilos, neutrófilos e macrófagos quando comparados com os animais selvagens. 

Além disso, os animais que superexpressam a IL-18 nos pulmões possuem um aumento 

significativo da quantidade de IFN-γ, IL-13 e eotaxina, além de uma maior quantidade de 

células T CD4+IL-13+. O tratamento com anti-CD4 ou a depleção da IL-13 foram capazes de 

reduzir o infiltrado inflamatório dos animais transgênicos, demonstrando que os efeitos da IL-

18 neste modelo de asma são dependentes das células T CD4+ (Sawada et al., 2013). Em um 

modelo da doença pulmonar obstrutiva crônica utilizando animais C57BL/6, encontrou-se no 

lavado broncoalveolar grande quantidade de macrófagos expressando altos níveis de caspase-1 

e caspase-11. Utilizando o mesmo modelo, porém, em animais IL-18Rα nocautes, verificou-se 

uma redução da inflamação pulmonar e diminuição do infiltrado inflamatório. Nos animais 

C57BL/6 que superexpressavam a IL-18 nos pulmões, encontrou-se uma grande quantidade de 

células T CD4+ no lavado broncoalveolar, tendo estas células perfis Th1, Th2 e Th17 (Hoshino 

et al., 2007; Imaoka et al., 2008).   

Em um modelo de infecção pelo vírus influenza A em animais C57BL/6, demonstrou-

se que o RNA viral foi capaz de ativar NLRP-3, o que acarreta aumento da produção da IL-18, 

que levou a maior indução da produção de IFN-γ pelas células NK, levando à proteção do 

animal. Em camundongos deficientes para caspase-1 e para a NLRP-3, a infecção por influenza 

A levou à maior dano nos pulmões, além de acarretar maior letalidade (Allen et al., 2009; 

Thomas et al., 2009).  

 

 

1.4.4 IL-18 em modelos de artrite   

 

Em modelos animais de artrite, a IL-18 aumenta a inflamação e a erosão da cartilagem, 

quadro que se reverte caso seja feito tratamento dos animais com a IL-18BP ou com anti-IL-



25 

18, principalmente em modelos induzidos pela parede celular purificada do estreptococos 

(Joosten et al., 2000; Haas et al., 2006). A redução da inflamação ocorreu por mecanismos 

independentes do IFN-γ, visto que animais deficientes para o IFN-γ em um modelo de artrite 

induzida por colágeno responderam da mesma maneira ao tratamento com IL-18 recombinante. 

Além disso, verificou-se a presença da IL-18 nas articulações e a expressão do IL-18R e da IL-

18 nas células epiteliais da articulação (Gracie et al., 1999). Ao utilizarem animais deficientes 

para a IL-18 no mesmo modelo, houve diminuição da inflamação e do infiltrado inflamatório 

nas articulações dos animais (Wei et al., 2001). Ao tratar os animais IL-18 KO com a IL-18 

recombinante, aumenta-se os níveis de citocinas inflamatórias, a quantidade do infiltrado 

inflamatório e a destruição da cartilagem da articulação dos animais retorna. Além disso, 

aumenta-se a expressão de V-CAM-1 e ICAM-1 nos fibroblastos sinoviais (Morel et al., 2001; 

Morel et al., 2002).  Verifica-se, também, o aumento da migração de neutrófilos para a lesão 

nos animais tratados com a IL-18, juntamente com o aumento da produção de TNF-α (Canetti 

et al., 2003). Fibroblastos sinoviais presentes durante o quadro de artrite respondem ao TNF-α 

aumentando a produção da IL-18BP, da IL-18 e da caspase-1. Aparentemente a produção da 

IL-18 pelos fibroblastos sinoviais se dá pela ativação da via ERK1/2; porém, essa via não parece 

estar envolvida na produção da IL-18BP (Marotte et al., 2010). 

 

1.4.5 IL-18 em doenças de pele 

  

 A psoríase é uma patologia normalmente associada a exacerbação da resposta Th1 e 

Th17 na pele, com a participação da IL-22, e está também associada à proliferação de 

queratinócitos (Krueger, 2012; Lowes et al., 2014). Já foi demonstrado que queratinócitos 

humanos expressam o receptor da IL-18 e a IL-18 constitutivamente, além de ter sido 

encontrado níveis aumentados da IL-18 e da caspase-1 na pele de pacientes com lesões ativas 

de psoríase (Naik et al., 1999; Ohta et al., 2001; Companjen et al., 2004b; a; Johansen et al., 

2007). Um dado interessante é que queratinócitos humanos estimulados com radiação UVB 

produzem IL-18 em um mecanismo que parece ser dependente de espécies reativas de oxigênio 

(Cho et al., 2002). Já em modelos murinos, encontrou-se que a IL-18, juntamente com a IL-23, 

foi capaz de induzir a hiperplasia da epiderme e aumentar o score relacionado à lesão da 

psoríase. Além disso, a IL-18 com a IL-23 foram capazes de aumentar os níveis de IFN-γ e de 

CXCL-9. Além de induzir um perfil de células Th1, a IL-18 não inibe o eixo IL-23/IL-17, 
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contribuindo, então, para um ambiente mais inflamatório que parece agravar a lesão (Shimoura 

et al., 2017). Outro trabalho mostrou que a presença das caspases-1/11 nas células do sistema 

imune tem um papel importante na manutenção da inflamação no modelo de psoríase animal. 

Em contrapartida, a ausência das caspases-1/11 nos fibroblastos e queratinócitos não causou 

quaisquer impactos no desenvolvimento da lesão (Aira et al., 2018). 

 No caso da dermatite atópica, foram encontrados altos níveis da IL-18 em pacientes 

adultos, crianças e em camundongos (Tanaka et al., 2001), sendo que aparentemente há uma 

relação do score das lesões com os níveis da IL-18 (Zedan et al., 2015). Em experimentos 

utilizando camundongos que superexpressam a IL-18 e a caspase-1, estes desenvolveram 

espontaneamente dermatite atópica, demonstrando que a IL-18 parece ter um papel no 

desenvolvimento das lesões (Konishi et al., 2002). Normalmente, a exposição a um alérgeno 

causa a piora das lesões de dermatite atópica (Bieber, 2008), sendo que, em modelos animais, 

a exposição a um alérgeno, como poeira, induziram o aumento da expressão da IL-18. Além 

disso, a IL-18 parece contribuir para o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus associada 

às lesões da dermatite atópica (Terada et al., 2006; Inoue et al., 2011).     

 No lúpus eritematoso, o TNF tem um papel crucial no desenvolvimento da inflamação. 

O TNF é produzido pelos queratinócitos, fibroblastos e mastócitos na pele. A IL-18 aumenta a 

produção do TNF por essas células, levando à apoptose dos queratinócitos (Robinson e Werth, 

2015). Sendo assim, ao que tudo indica, a IL-18 regula o desenvolvimento do lúpus eritematoso 

sistêmico (LES) via indução do TNF, além de a IL-18 induzir a ativação do MHC-II e aumentar 

a produção da CXCL10 durante a resposta inflamatória. Além disso, as redes extracelulares de 

neutrófilos (NETs) ativam o inflamassoma, aumentando a produção da IL-18 na sua forma ativa 

que, por sua vez, induz a formação de NETs, no lúpus eritematoso sistêmico (Kahlenberg e 

Kaplan, 2014). Em outros estudos, demonstrou-se que a IL-18 parece estar envolvida na 

disfunção de células endoteliais, apresentando um efeito deletério no reparo vascular nos 

modelos de LES (Yang e Chiang, 2015). Em um modelo murino de lúpus, utilizando o 

camundongo MRL/lpr, verificou-se altos níveis de IL-18 associado ao aparecimento de lesão 

renal. Os camundongos que foram tratados com a IL-18 tiveram aumento do dano renal e o 

aparecimento das lesões cutâneas do tipo asa de borboleta (Esfandiari et al., 2001; Faust et al., 

2002). O animal MRL/lpr superexpressa a cadeia β do receptor da IL-18 nos linfócitos 

(Neumann et al., 2001), o que parece ser a causa da suscetibilidade desses animais a 

desenvolverem espontaneamente essa doença que se parece com o lúpus.  
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 Em amostras de tecido de pacientes com queloide, encontraram-se altos níveis de IL-18 

e do seu receptor quando comparadas com amostras de pele normal. Além dos altos níveis de 

IL-18, encontrou-se, também, um aumento na secreção de colágeno e matriz extracelular 

(ECM) (Do et al., 2012). Fica claro, então, que a IL-18 desempenha um papel importante para 

a manutenção dos diversos ambientes inflamatórios na pele, seja na indução de inflamação, seja 

na regulação do reparo tecidual. 

 

1.4.6 IL-18 nas infecções bacterianas 

  

 Em um modelo de infecção por Mycobacterium avium em camundongos BALB/c, que 

são suscetíveis, estes apresentaram diminuição da expressão de IL-12 e IL-18 e, 

consequentemente, a diminuição dos níveis de IFN-γ. Já os animais DBA/2, que são resistentes, 

apresentaram alta expressão de IL-12, IL-18 e IFN-γ (Kobayashi et al., 1997). Animais 

C57BL/6 deficientes para a IL-18 apresentaram, também, baixos níveis de IFN-γ e um quadro 

de infecção grave, quadro este que foi revertido com o tratamento com a IL-18 recombinante. 

Encontra-se um padrão muito semelhante nas infecções por Mycobacterium tuberculosis, onde 

há grande produção de IL-18 via ativação de NLRP3, sendo que animais IL-18 deficientes 

mostraram-se mais suscetíveis à infecção do que os animais selvagens (Sugawara et al., 1999). 

 Já nos modelos de pneumonia causada pela Pseudomonas aeruginosa, a IL-18 parece 

prejudicar a resposta do hospedeiro em eliminar a bactéria (Schultz et al., 2002; Schultz et al., 

2003). O mesmo acontece nos modelos de infecção pela Ixodes ovatus ehrlichia (Ghose et al., 

2011). Nas infecções por Listeria monocytogenes, verificou-se que há uma grande ativação de 

NLRP3 e, consequentemente, grande produção da IL-18 ativa (Wu et al., 2010), sendo que a 

IL-18 parece ajudar na eliminação da bactéria (Tsuji et al., 2004). A IL-18 parece proteger o 

hospedeiro nas infecções por Streptococcus pneumoniae pela indução de IFN-γ (Lauw et al., 

2002). 

Verificamos, então, que, em diversos modelos de infecção bacteriana, a IL-18 parece 

estar associada a um fenótipo de resistência causado pelo aumento da produção do IFN-γ. 

Porém, há exemplos, também, da IL-18 associada à piora do quadro inflamatório e aumentando 

a dificuldade do hospedeiro em eliminar o agente infeccioso. Ou seja, mais uma vez, a IL-18 

aparece com papel dicotômico. 
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1.4.7 IL-18 nas infecções por protozoários 

 

 Com relação aos parasitos intracelulares, foi demonstrado que o inflamassoma NLRP3 

é ativado durante a infecção pelos parasitos do gênero Leishmania (Zamboni e Lima-Junior, 

2015). Ao infectarem-se camundongos C57BL/6 deficientes para NLRP3, caspase-1 e MyD88 

com Leishmania amazonensis verificou-se a piora do quadro inflamatório e da lesão nesses 

animais. Aparentemente a IL-1β exerce papel protetor na infecção pela L. amazonensis (Lima-

Junior et al., 2013). Dados do nosso grupo demonstraram que os camundongos C57BL/6 

deficientes para a IL-18 e infectados pela L. amazonensis apresentam menor lesão e menor 

carga parasitária quando comparados com os animais selvagens (Sousa et al., 2015). 

Macrófagos de camundongos BALB/c infectados pela L. amazonensis e tratados com o extrato 

da planta Calophyllum brasiliense apresentaram maior ação leishmanicida, e também, uma 

diminuição da expressão do mRNA de TNF, IL-1β, IL-10 e IL-18 (Domeneghetti et al., 2018). 

Já na infecção pela L. major em camundongos BALB/c, o tratamento com a IL-12 sozinha é 

capaz de reduzir a lesão e a carga parasitária; porém, o tratamento somente com a IL-18 não 

resulta em melhora das lesões. Já a administração diária das duas citocinas juntas a partir da 

primeira semana de infecção preveniu o inchaço das patas dos animais infectados (Sypek et al., 

1993; Ohkusu et al., 2000; Schopf et al., 2001). Foi demonstrado, também, que a IL-18 pode 

estar envolvida no desenvolvimento de uma resposta Th1 e Th17 na infecção por L. major em 

camundongos BALB/c (Voronov et al., 2010). De maneira interessante, os animais C57BL/6 

deficientes para a IL-18 e infectados pela L. major, apesar de apresentarem uma lesão 

aumentada na pata nas duas primeiras semanas de infecção quando comparados com os animais 

selvagens, acabam se recuperando e desenvolvendo uma resposta Th1 capaz de controlar o 

parasito. Ao que parece, a IL-18 está associada a um perfil de resistência (Wei et al., 1999; 

Monteforte et al., 2000).  Outro trabalho demonstrou que animais BALB/c deficientes para a 

IL-18 são mais resistentes à infecção pela L. major do que os animais selvagens; já os animais 

DBA/1 deficientes para a IL-18 são mais suscetíveis à infecção por L. major do que os animais 

selvagens, ou seja, o papel da IL-18 na infecção pela L. major é bastante alterado de acordo 

com o fundo genético do hospedeiro utilizado como modelo (Wei et al., 2004).  

Já na infecção por L. mexicana em camundongos BALB/c, os animais deficientes para 

a IL-18 são mais resistentes à infecção do que os animais selvagens, apresentando menor lesão 
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e menor carga parasitária. Esplenócitos isolados dos animais deficientes para a IL-18 e 

estimulados com antígeno da L. mexicana produziram mais IFN-γ e menos IL-4 do que os 

esplenócitos dos animais selvagens. Ou seja, aparentemente na infecção por L. mexicana a IL-

18 está associada a um aumento da resposta do tipo Th2 e a um perfil de suscetibilidade (Bryson 

et al., 2008).  

 Em um modelo de infecção por Trypanossoma cruzi em camundongos BALB/c, 

verificou-se que o mRNA para a IL-12p40 e para a IL-18 estão aumentados no baço desses 

animais, o que pode-se relacionar com os altos níveis de IFN-γ encontrados (Meyer Zum 

Buschenfelde et al., 1997). Utilizando animais C57BL/6 deficientes para a IL-18, verificou-se 

que esses animais apresentavam maiores quantidades de IL-12 e IFN-γ, assim como aumento 

de células T CD4+ e CD8+ IFN-γ+ no baço. Notou-se, também, uma menor quantidade de células 

T reguladoras e células IL-10+. Além disso, os animais IL-18 KO apresentavam uma redução 

no infiltrado de leucócitos e menor carga parasitária no miocárdio quando comparados com os 

animais selvagens (Esper et al., 2014). Sabe-se, também, que a ativação de MyD88 nos 

cardiomiócitos leva à produção de IL-18 e IL-1β, com consequente aumento da migração de 

leucócitos para o sítio inflamatório (Santana et al., 2018). Mostrou-se, também, que a infecção 

de macrófagos por T. cruzi induz a ativação de caspase-1 e produção de IL-1β e IL-18. Além 

disso, animais deficientes para NLRP3, ASC e caspase-1 ficam mais doentes e apresentam 

maior parasitemia, além de apresentarem maior taxa de sobrevivência do que os animais 

selvagens; entretanto, o papel da IL-18 não é claro (Goncalves et al., 2013; Silva et al., 2013). 

Na infecção por Toxoplasma gondii em camundongos deficientes para a IL-18, estes se 

apresentam mais suscetíveis à infecção do que os animais selvagens, mas o papel da IL-18 na 

infecção por T. gondii ainda precisa ser elucidado (Gorfu et al., 2014). 

 

1.5 MODELOS DE ESTUDO DE INFLAMAÇÃO NA PELE 

 

1.5.1 - Infecção por Leishmania 

 

1.5.1.1 Epidemiologia e ciclo de vida 

 

Leishmanioses são o conjunto de doenças causadas pelos parasitos do gênero 

Leishmania. As leishmanias são protozoários pertencentes à classe Kinetoplastea e à família 



30 

Trypanosomatidae, sendo parasitos heteroxênicos, ou seja, para completarem seu ciclo de vida 

necessitam passar por dois hospedeiros, alternando entre um hospedeiro invertebrado e um 

hospedeiro vertebrado (Akhoundi et al., 2016). A transmissão da Leishmania acontece quando 

o vetor invertebrado infectado inocula o parasito no hospedeiro vertebrado. Os principais 

vetores estão classificados nos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia, sendo os vetores 

pertencentes ao gênero Phlebotomus responsáveis pelas transmissões no Velho Mundo, 

representado pelas regiões: Europa, África, Oriente Médio e Ásia; e os vetores pertencentes ao 

gênero Lutzomyia responsáveis pelas transmissões no Novo Mundo, representado pela região: 

América do Sul (Claborn, 2010). 

As características clínicas incluem uma série de manifestações com diferentes graus de 

gravidade, sendo classificadas, a grosso modo, como formas cutânea, mucocutânea e visceral, 

sendo as formas cutânea e mucocutânea associadas à graus variados de morbidade e a forma 

visceral associada à morbidade e à mortalidade. As manifestações clínicas estão normalmente 

agrupadas de acordo com as espécies de Leishmania, como por exemplo: Leishmania major 

está associada à Leishmaniose Cutânea (LC) no Velho Mundo, a Leishmania amazonensis está 

associada à LC e Leishmaniose Cutânea Difusa no Novo Mundo e a Leishmania brasiliensis 

está associada à LC e à Leishmaniose mucocutânea no Novo Mundo. Já a Leishmaniose 

Visceral (LV) é causada pela Leishmania infantum e Leishmania donovani. Hoje, já são mais 

de 20 espécies de Leishmania identificadas no mundo (Torres-Guerrero et al., 2017). 

As leishmanioses estão distribuídas em cerca de 89 países nas regiões tropicais, 

subtropicais e temperadas do planeta, com mais de 350 milhões de pessoas em situações de 

risco de contraírem alguma das formas da doença. Há cerca de 12 a 15 milhões de pessoas 

infectadas no mundo, sendo que há uma estimativa de 0,2 a 0,4 milhões de novos casos de LV 

e 0,7 a 1,2 milhões de novos casos de LC por ano no mundo. A taxa de mortalidade está em 70 

mil mortes por ano. Mais de 90% dos casos de LV ocorrem nos países: Bangladesh, Brasil, 

Etiópia, Índia, Sudão e Sudão do Sul. Já a LC é mais distribuída pelo globo, sendo que 75% 

dos casos do mundo estão concentrados nos países: Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, 

Costa Rica, Etiópia, Irã, Peru, Sudão e Síria (Global leishmaniasis update, 2006-2015: a turning 

point in leishmaniasis surveillance, 2017). 

Durante o seu ciclo de vida, são observadas duas formas principais do parasito: a forma 

promastigota e a forma amastigota. A amastigota é caracterizada por ter uma forma ovoide, sem 

flagelo aparente, sendo encontrada principalmente dentro das células fagocitárias do hospedeiro 
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vertebrado. Já a promastigota é caracterizada por ter uma forma afilada e com flagelo funcional, 

sendo encontrada principalmente no trato digestório do hospedeiro invertebrado. A fêmea do 

flebotomíneo, ao fazer o repasto sanguíneo no hospedeiro vertebrado infectado, acaba ingerindo 

formas amastigotas. Dentro do trato digestório do flebotomíneo o parasito irá passar por 

diversos estágios de diferenciação que culminará na formação de promastigotas metacíclicas, 

forma flagelada e altamente móvel e adaptada para sobreviver no hospedeiro vertebrado (Bates, 

2007).  Cerca de 7 a 14 dias após a infecção do flebotomíneo, o parasito já se encontra na forma 

promastigota metacíclica e produzindo um gel à base de proteofosfoglicanos no terço anterior 

do tubo digestório do inseto. A formação desse gel dificulta o repasto sanguíneo do vetor, o que 

faz com que o tempo do repasto seja maior e que o vetor faça mais de um repasto, acarretando 

em um maior sucesso na transmissão do parasito para o hospedeiro vertebrado (Rogers et al., 

2004).  No primeiro repasto sanguíneo, poucos parasitos são passados para o hospedeiro 

vertebrado. Após subsequentes repastos, os parasitos na forma promastigota metacíclica que 

permanecem no flebotomíneo se desdiferenciam para a forma retoleptomona, que é uma forma 

replicativa do parasito. Após replicar-se e produzir mais do gel, a forma retoleptomona se 

diferencia, mais uma vez, para a forma promastigota metacíclica. Assim, nos próximos repastos 

sanguíneos há um aumento das chances de o parasito infectar os hospedeiros vertebrados 

(Doehl et al., 2017; Serafim et al., 2018). Uma vez dentro do hospedeiro vertebrado, as formas 

promastigotas metacíclicas são fagocitadas por neutrófilos, macrófagos e outras células 

fagocitárias na pele. Uma vez dentro do fagolisossomo, as formas promastigotas se diferenciam 

na forma amastigota, sendo esta a forma replicativa no hospedeiro vertebrado (Murray et al., 

2005) e retornamos, então, ao início do ciclo. 

 

 

1.5.1.2 Resposta imune  

 

 Assim que as promastigotas metacíclicas da Leishmania passam para o hospedeiro 

vertebrado, elas são fagocitadas pelos macrófagos residentes da pele. Além dos macrófagos, 

neutrófilos são rapidamente recrutados para o foco da infecção (Peters et al., 2008). Uma vez 

fagocitadas, as promastigotas irão se diferenciar nas formas amastigotas, para então começarem 

a replicação, esse período inicial da infecção dura cerca de 8 dias (Seyed et al., 2018). 
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Monócitos inflamatórios e células dendríticas também são recrutadas para o sítio da infecção, 

sendo bastante infectados pelos parasitos (Ribeiro-Gomes e Sacks, 2012).  

Uma das características da infecção dos monócitos é que, ao contrário dos macrófagos, 

que precisam ser ativados pelo IFN-γ para produzirem espécies reativas de oxigênio (ROS), os 

monócitos já as produzem quando infectados (Goncalves et al., 2011) e isso se torna mais 

evidente no caso de uma infecção secundária (Romano et al., 2017). Os neutrófilos na lesão 

podem apresentar papéis antagônicos durante a infecção pela Leishmania. Na infecção pela L. 

amazonensis, os neutrófilos matam os parasitos ao liberarem as redes extracelulares (NET) 

(Guimaraes-Costa et al., 2009; Rochael et al., 2015), assim como podem ativar os macrófagos 

a eliminar os parasitos L. amazonensis e L. brasiliensis (Novais et al., 2009; De Souza Carmo 

et al., 2010). Porém, na infecção por Leishmania major, os neutrófilos infectados iniciam o 

processo de apoptose e são, então, fagocitados por células dendríticas ou macrófagos. Assim, 

os parasitos entram nas células fagocitárias de maneira silenciosa, o que favorece a replicação 

do parasito, já que essas células fagocitárias não foram ativadas em um sentido inflamatório. 

Esse mecanismo é conhecido como “cavalo de Tróia” (Ribeiro-Gomes e Sacks, 2012). 

Entretanto, a função dos neutrófilos parece depender, também, do fundo genético dos animais 

nos diversos modelos de infecção para Leishmania. Animais C57BL/6 infectados por 

Leishmania major não sofrem alterações no desenvolvimento das lesões caso seja feita a 

depleção dos neutrófilos (Ordonez-Rueda et al., 2012). Já animais BALB/c infectados por 

Leishmania amazonensis apresentam uma piora considerável no desenvolvimento da lesão caso 

seja feita a depleção dos neutrófilos nos tempos iniciais da infecção (Sousa et al., 2014) mas, 

caso seja feita a depleção dos neutrófilos nos animais BALB/c infectados pela L. major, 

verifica-se a diminuição das lesões e a  diminuição da carga parasitária, assim como uma 

diminuição da IL-4 e aumento do IFN-γ, indicando que, talvez, os neutrófilos estejam 

envolvidos na polarização para um perfil Th2 (Tacchini-Cottier et al., 2000). 

 Os macrófagos são uma população de células de suma importância para o controle das 

infecções por Leishmania (Mosser e Edwards, 2008); porém, podem agir no sentido de eliminar 

o parasito ou de propiciar um ambiente favorável ao parasito, dependendo da forma como foi 

ativado. Os macrófagos ativados por IFN-γ e por TNF produzem IL-12, IL-18 e TNF, que 

levam ao aumento da produção de IFN-γ pelas células T CD4+ e células NK (Munder et al., 

1998; Dale et al., 2008; Wang et al., 2014), o que leva à ativação de mais macrófagos. O 

macrófago infectado e ativado por IFN-γ e TNF desencadeia uma cascata que leva a um 

aumento da expressão da enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS). Essa enzima tem como 
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substrato a L-arginina, que quando metabolizada leva à produção de óxido nítrico (NO), que é 

altamente tóxico para parasitos como a L. major (Green et al., 1990; Heinzel et al., 1993; Lopes 

et al., 2014), mas que não possui um efeito tóxico tão marcante nas infecções por L. 

amazonensis (Lemos De Souza et al., 2000; Gomes et al., 2003; Wilson et al., 2008; Soong, 

2012). Esses macrófagos podem ser ativados, também, pela IL-4 e, diferentemente de quando 

ativados pelo IFN-γ e pelo TNF, aumentam a expressão da enzima arginase I. A arginase I 

possui o mesmo substrato que a iNOS, a L-arginina; porém, ao metabolizá-la, leva à formação 

da ornitina, que é um precursor de poliaminas, que são utilizadas pelo parasito para aumentarem 

a sua replicação (Mantovani et al., 2004; Kreider et al., 2007; Loke et al., 2007).  Além dos 

perfis de ativação dos macrófagos pelo IFN-γ e pela IL-4, caso os macrófagos sejam ativados 

pela IL-10, teremos um terceiro perfil de ativação. Primeiramente a IL-10 aumenta a produção 

do Supressor de Sinalização de Citocinas 3 (SOCS3), que inibe o sinal de ativação da IL-12 via 

o IL-12R (Yamamoto et al., 2003; Chuang et al., 2016), assim como diminui a produção da IL-

12 (Aste-Amezaga et al., 1998; Ma et al., 2015). Assim, a IL-10 consegue diminuir a ativação 

dos macrófagos em um perfil inflamatório. Porém isso pode ser positivo para o 

desenvolvimento da infecção por Leishmania (Kane e Mosser, 2001). 

A infecção experimental por L. major nos camundongos C57BL/6 e nos camundongos 

BALB/c iniciaram as discussões do papel da imunidade adaptativa nas infecções por 

Leishmania, assim como ampliou a discussão acerca do papel dos componentes celulares e 

humorais nos modelos de infecção pelo parasito (Locksley et al., 1987; Locksley et al., 1991). 

Identificou-se que o camundongo C57BL/6 infectado pela L. major consegue curar a lesão 

causada pelo parasito. Além disso, notou-se que esse animal produzia uma grande quantidade 

de IFN-γ e NO. Essa quantidade aumentada de IFN-γ e IL-12 em detrimento da quantidade da 

IL-4, por exemplo, leva ao desenvolvimento de um perfil de células T efetoras do tipo Th1. 

Esse modelo foi classificado como sendo um modelo de resistência à L. major. Em 

contrapartida, a infecção por L. major no animal BALB/c é caracterizada por uma lesão 

persistente e grande carga parasitária. Esse animal produz uma baixa quantidade de IFN-γ, mas 

uma grande quantidade de IL-4. Ou seja, nesse contexto há o desenvolvimento de um perfil de 

células T efetoras do tipo Th2. Esse modelo foi classificado como sendo um modelo de 

suscetibilidade à L. major (Holaday et al., 1991; Chatelain et al., 1992; Park et al., 2000). A 

fonte principal de IL-12 são as células dendríticas, que,em sua maioria, são derivadas dos 

monócitos inflamatórios que foram recrutados para o foco da infecção. Essas células migram 

para os linfonodos drenantes e primam as células Th0, que agora entram em expansão clonal 
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seguindo um perfil Th1 (Leon et al., 2007). Já a fonte principal de IL-4 na lesão ainda não é 

muito clara (Hurdayal e Brombacher, 2014). Outros estudos demostraram que uma população 

de células Th17 também tem um papel importante no desenvolvimento das lesões na infecção 

por L. major. Animais BALB/c deficientes para a IL-17 desenvolveram lesões menores e menor 

carga parasitária do que os animais selvagens (Lopez Kostka et al., 2009). Camundongos 

C57BL/6 deficientes para IL-10 e infectados com L. major possuem lesões aumentadas, mas 

menor quantidade de parasitos na lesão quando comparados com os animais selvagens. 

Encontram-se nesses animais, níveis aumentados de IFN-γ e IL-17, assim como um aumento 

do infiltrado de monócitos e neutrófilos. Ao bloquear IFN-γ, há aumento dos níveis de IL-17 e 

do infiltrado de neutrófilos e, consequentemente, a piora da lesão. Ou seja, aparentemente o 

IFN-γ regula a quantidade da IL-17 produzida (Gonzalez-Lombana et al., 2013). 

Esse modelo da dicotomia Th1 e Th2 é bastante válido na infecção por L. major nos 

animais C57BL/6 e BALB/c, respectivamente; porém, não se aplica à infecção por todas as 

espécies de Leishmania. Na infecção por L. amazonensis, por exemplo, há baixos níveis de 

citocinas pró-inflamatórias na lesão, tais como IL-1β, IFN-γ, IL-12, CCL-5, MCP-1, TNF e 

uma maior produção de IL-4 e IL-10.  Em modelos experimentais, as células dendríticas 

apresentam baixos níveis de expressão de CD40, o que acarreta um comprometimento da 

ativação de células T e, consequentemente, uma diminuição dos níveis de citocinas produzidas 

no local (Soong, 2008; 2012). Junto a isso, soma-se o fato de que, na infecção por L. 

amazonensis, as células dendríticas migram menos do sítio de infecção para o linfonodo 

drenante, local onde primam as células Th0 (Hermida et al., 2014). Aparentemente, a L. 

amazonensis aumenta a produção de AMP cíclico em uma reação dependente do receptor A2b 

nas células dendríticas. Com isso, verifica-se a diminuição da expressão do CD40 e da produção 

de IL-12 pelas células dendríticas (Figueiredo et al., 2017). Juntamente com o 

comprometimento das células dendríticas, verifica-se que na infecção por L. amazonensis há 

um comprometimento na expressão da cadeia β2 do receptor da IL-12, o que dificulta a 

formação de uma população mais robusta de células Th1. Os níveis aumentados de IL-10 no 

início da infecção auxiliam a manutenção de um ambiente pouco propício para o 

desenvolvimento de uma resposta Th1; porém, não é um efeito duradouro (Jones et al., 2000; 

Jones et al., 2002). Outro mecanismo interessante de evasão da L. amazonensis é que o parasito 

aumenta a expressão da histona deacetilase 1 (HDAC1) nos macrófagos infectados. A histona 

desacetilada regula negativamente a expressão gênica da iNOS através da formação de 

complexos contendo o fator de transcrição NF-κB p50/50 e a HDAC1.  O NF-κB p50/50 carrega 
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a HDAC1 para o núcleo e, assim, há a deacetilação da histona H3K9, levando ao silenciamento 

do gene da iNOS. Dessa maneira, a L. amazonensis diminui a quantidade de NO produzida 

pelos macrófagos (Calegari-Silva et al., 2018). Além disso, sabe-se que a L. amazonensis 

aumenta a expressão de proteínas envolvidas na resistência ao estresse oxidativo durante a sua 

diferenciação de promastigota para amastigota. Foram encontradas em promastigotas em 

cultura as proteínas arginase e ferro superóxido dismutase (Fe-SOD), ou seja, o parasito possui 

mecanismos para diminuir o estresse oxidativo e posteriormente inibir a produção de NO 

(Alcolea et al., 2016).  

 

1.6 λ-CARRAGENINA 

 

 Ainda em modelos de inflamação na pele, a Carragenina tem se mostrado cmo um 

eficiente indutor da inflamação estéril aguda. Carragenina é um nome genérico que vem da 

palavra irlandesa “carraigin”, que significa musgo irlandês, que se refere não apenas às algas 

vermelhas da classe Rhodophycea, mas também aos polissacarídeos dela extraídos (Tobacman 

e Walters, 2001). A carragenina é um complexo polissacarídeo, formado por monômeros 

sulfatados da galactose, com massa molecular relativa de 100kDa. É classificada em vários 

tipos, tais como lambda (λ), kappa (κ), iota (ι), épsilon (ε), mu (μ).  Essa classificação é feita 

baseada na solubilidade em cloreto de potássio. Cada uma das formas tem suas próprias 

características na formação de um gel de densidades diferentes quando em solução. Porém, esse 

estado é reversível termicamente em todas as formas da carragenina. A carragenina é bastante 

utilizada na indústria alimentícia, pois proporciona consistência gelatinosa e espessa aos 

alimentos (Van et al., 2002).  A forma lambda se apresenta como um fluido menos viscoso do 

que as formas kappa e iota em temperatura ambiente, sendo, então, facilmente inoculada para 

estudos de resposta inflamatória (Morris, 2003). Após a injeção subcutânea de uma solução de 

carragenina em salina 0,9% rapidamente aparecem os sinais cardinais da inflamação: edema, 

dor e eritema (Winter et al., 1962; Mohr et al., 1991; Lissner et al., 2018). 

 A carragenina é bastante utilizada em modelos de edema de pata para avaliação de dor 

no local da inflamação (Fehrenbacher et al., 2012). O desenvolvimento do edema na pata de 

ratos após a injeção de solução de carragenina acontece, primeiramente, devido à liberação de 

histamina, serotonina e bradicinina no local da inflamação, assim como prostaglandinas 

envolvidas no aumento da permeabilidade vascular no local do desafio. Além desses 
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mediadores químicos, verifica-se, também, o aumento nos níveis de IL-1, IL-6 e TNF no local 

do desafio e sistemicamente (Cuzzocrea et al., 1999). O desafio com carragenina leva, também, 

ao aumento do infiltrado de neutrófilos no sítio da lesão (Posadas et al., 2004), assim como o 

aumento dos níveis de iNOS e óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), o que proporciona 

produção de maiores níveis de óxido nítrico (NO) na lesão (Handy e Moore, 1998; Omote et 

al., 2001). O desafio com a λ-carragenina em camundongos Swiss mostrou que há o 

recrutamento de monócitos e macrófagos para o local da inflamação e que essas células estão 

ativadas em um sentido pró-inflamatório, demonstrando que essa variedade da carragenina 

induz um perfil inflamatório. Houve aumento da produção de TNF pelos macrófagos, mais do 

que nos animais que foram desafiados com LPS, assim como um aumento da produção de NO 

nesses macrófagos ativados (Nacife et al., 2004). A carragenina diminui a capacidade dos 

macrófagos de fagocitarem leveduras; porém, os macrófagos que foram desafiados com a 

carragenina conseguiram eliminá-las de forma mais eficiente (Tam e Hinsdill, 1984). O desafio 

com a carragenina, por se tratar de um modelo agudo de inflamação, está relacionada à geração 

de uma resposta com predominância de fatores relacionados com a imunidade inata (Annamalai 

e Thangam, 2016). Além dos macrófagos e neutrófilos, a carragenina parece induzir a 

maturação de células dendríticas via receptor do tipo Toll 4 (TLR4), aumentando a produção 

de IL-12 e TNF por essas células (Li et al., 2017). 

 Em um modelo de indução de inflamação pela carragenina na pata de camundongos 

BALB/c, verificou-se que, ao tratar os animais com IL-18 recombinante, houve o acúmulo de 

neutrófilos na lesão e, consequentemente, a piora do quadro inflamatório. Ao neutralizar a IL-

18, nota-se a diminuição da lesão na pata dos animais, assim como a diminuição da 

mieloperoxidase (MPO) nos tecidos e diminuição dos níveis de TNF no local da lesão, sendo 

que os neutrófilos desses animais expressam o receptor da IL-18 (Leung, B. P. et al., 2001). Já 

em um modelo de pleurite induzida em camundongos CD1 pela carragenina, o bloqueio do 

inflamassoma NLRP3 levou à melhora do quadro inflamatório, como diminuição da MPO no 

tecido e diminuição dos níveis de TNF (Fusco et al., 2017).  
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A IL-18 é uma citocina bastante versátil, que atua modulando a resposta inflamatória, seja 

no acúmulo e ativação de fagócitos no sítio inflamatório, seja induzindo populações de células 

T efetoras nos perfis Th1, Th2, Th17 e até T reguladoras. Em nossos experimentos, vimos que 

a IL-18 parece estar envolvida no desenvolvimento das lesões cutâneas na infecção por L. 

amazonensis. Então, como será que a IL-18 promove a manutenção das lesões nesse modelo de 

inflamação na pele? Será que o agente inflamatório tem a capacidade de modular os efeitos da 

IL-18 em prol da manutenção da lesão? E será que em um modelo diferente de inflamação na 

pele a IL-18 também atuaria reforçando um ambiente inflamatório? Para respondermos a essas 

questões, escolhemos estudar a influência da IL-18 e da sua ausência em um modelo de infecção 

pelo parasito Leishmania amazonensis. Assim, analisaríamos um quadro inflamatório crônico, 

com lesão de pele e recrutamento de células tanto da imunidade inata como da imunidade 

adaptativa. Outro modelo escolhido de indução de inflamação na pele foi o da lesão induzida 

pela carragenina, dessa vez, um modelo agudo, com intensa participação de células da 

imunidade inata. Como a IL-18 é a única das citocinas conhecidas que tem a capacidade de 

induzir cenários tão distintos (Dinarello, 2018), com nossos experimentos, esperamos discutir 

e explicitar as influências da IL-18 no desenvolvimento das lesões cutâneas nos modelos 

escolhidos.  
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2 OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: analisar o envolvimento da IL-18 na inflamação da pele em modelo de 

infecção por L. amazonensis e em um modelo de inflamação estéril induzida por carragenina. 

 

Objetivos específicos: 

 Analisar o desenvolvimento de lesões cutâneas em camundongos selvagens e IL-18 KO 

na infecção por L. amazonensis. 

 Avaliar a influência das células T CD4+ na infecção pela L. amazonensis, seja na 

presença ou ausência da IL-18. 

 Caracterizar o perfil da ativação das células T CD4+ na infecção pela L. amazonensis. 

 Analisar o desenvolvimento de lesões cutâneas em camundongos selvagens e IL-18 KO 

na lesão induzida pela carragenina. 

 Avaliar o perfil celular inflamatório nos camundongos selvagens e IL-18 KO no curso 

da lesão induzida por carragenina. 

 Avaliar o perfil das células T no baço e intestino d os camundongos selvagens e IL-18 

KO. 

 Avaliar a morfologia dos órgãos linfoides periféricos entre os camundongos selvagens 

e IL-18 KO. 

  



39 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 OS ANIMAIS 

 

 Camundongos da linhagem C57BL/6 (selvagens) foram fornecidos pelo Centro de 

Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas Biotério (CEBIO/UFMG). Os animais B6 

ACTb-EGFP [C57BL/6 Tg (CAG-EGFP)1Osb/J] foram cedidos pelo Prof. Dr. Gustavo Batista 

Menezes. Os camundongos knockout (KO) (nos quais o gene de interesse foi deletado por 

recombinação homóloga) para o gene da citocina IL-18 [IL-18 -/-, B6.129P2-il18tm1Aki/J] 

(Takeda et al., 1998) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Alan Sher (NIH, Bethesda, MD, EUA) 

e as colônias de criação foram mantidas em micro isoladores dotados de filtro e ventilação no 

biotério de criação do Laboratório de Gnotobiologia e Imunologia, UFMG. 

 Os animais utilizados durante os experimentos foram mantidos sob condições de 

temperatura e fotoperíodo controladas, em espaço com barreiras ambientais. Foi oferecida ração 

convencional para camundongos (Labina, Purina, Paulínea, SP, Brasil) e água filtrada ad 

libitum. Para os experimentos, foram utilizados camundongos fêmeas com idade entre quatro e 

seis semanas. 

 Todos os procedimentos realizados com os camundongos estão em acordo e aprovados 

pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA/UFMG), sob os protocolos: 050/09 e 

150/2015. 

 

3.2 OS PARASITOS  

 

 Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em 

Grace’s Insect Medium (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) 

suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 

2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 U/ml de penicilina e 

100 µg/ml de estreptomicina (Gibco BLR Life Technologies). As culturas foram mantidas em 

estufa BOD a 25°C, e repicadas a cada dois ou três dias, até no máximo 10 repiques. Após a 

décima passagem, os parasitos foram novamente isolados das patas de camundongos BALB/c, 

previamente infectados. Para o isolamento das culturas, os animais foram anestesiados com 100 
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µL de solução anestésica contendo cloridrato de ketamina (Vertbrands, Jacareí, SP, Brasil) a 15 

mg/ml e cloridrato de xilazina (Vertbrands) a 5 mg/ml e tiveram suas patas higienizadas com 

álcool. Em seguida, com o auxílio de uma seringa contendo uma agulha de calibre 26 G½, as 

patas foram puncionadas, e o conteúdo da seringa foi transferido para o primeiro poço de uma 

placa de 96 poços (TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suíça) contendo 200 µL de meio Grace 

(GIBCO) completo. Posteriormente, foram transferidos 50 µL do conteúdo do primeiro poço 

para o segundo poço e deste para o terceiro, e assim sucessivamente. A placa foi, então, selada 

e mantida em estufa BOD a 25°C. Após sete dias, formas promastigotas de Leishmania foram 

recuperadas da placa e mantidas em garrafas de cultura de 25 cm3 (TPP).  

 

3.3 INFECÇÃO DOS CAMUNDONGOS POR Leishmania amazonensis 

 

Para realização de infecção intradérmica, foram utilizadas 102, 103, 104 e 105 formas 

metacíclicas do parasito, com quatro dias de cultura. As promastigotas metacíclicas foram 

obtidas por separação de parasitos da fase estacionária através de gradiente de densidade, como 

descrito anteriormente (Spath e Beverley, 2001). Em síntese, as culturas de Leishmania em fase 

estacionária foram centrifugadas a 2.000 x g a 4º C por 15 minutos. O sobrenadante foi, então, 

desprezado e o sedimento recuperado em 2 ml de PBS, sendo este transferido para um tubo 

contendo gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA), o qual é 

composto por uma fase de Ficoll 20% e uma fase de Ficoll 10%. Esse material foi centrifugado 

a 1.250 x g por 10 minutos a 4°C e a fase contendo as formas metacíclicas foi coletada e lavada 

duas vezes com PBS antes de ser usada para a infecção. O volume do inóculo injetado na orelha 

dos camundongos foi de 10 µl. A lesão induzida na orelha desses camundongos foi 

acompanhada semanalmente, com o auxílio de um paquímetro digital (Starrett, Itu, SP, Brasil).  

 

3.4 INDUÇÃO DA INFLAMAÇÃO POR CARRAGENINA 

 

Foi utilizada λ-carragenina (Sigma-Aldrich) a 1% p/v em salina 0,9% e aquecida a 90ºC. 

adicionada lentamente para não haver formação de gel. Foi feita a injeção de 10µL da solução 

por via intradérmica na orelha direita e PBS na orelha esquerda dos camundongos (Morris, 

2003). A lesão foi acompanhada e medida diariamente por até 72 horas com o auxílio de um 

paquímetro digital (Starrett). Os experimentos foram realizados nos tempos de quatro, vinte e 

quatro e setenta e duas horas após o desafio com carragenina. 
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3.5 QUANTIFICAÇÃO DE PARASITOS 

 

A quantificação de parasitos foi realizada pela técnica de diluição limitante (Vieira et 

al., 1996), em que diluições sucessivas foram feitas a partir dos homogenatos das orelhas 

infectadas dos camundongos experimentais. Primeiramente, as amostras foram maceradas em 

um homogeneizador de tecidos estéril. O homogenato foi centrifugado a 140 x g por 4 minutos 

e o sobrenadante foi transferido para outro tubo. Esse sobrenadante foi centrifugado a 2000 x g 

por 15 minutos. O sedimento foi suspenso em 200 μL de meio de Grace (GIBCO). Em uma 

placa estéril de poliestireno com 96 poços e fundo chato (TPP), foram colocados 150 µL/poço 

de meio de Grace (GIBCO) completo, exceto na primeira coluna de poços, onde foi colocada 

200 µL da suspensão do órgão macerado. Em seguida, foram feitas diluições sucessivas 1:4, 

tomando-se o cuidado de trocar o conjunto de ponteiras da pipeta multicanal a cada diluição 

para evitar o arraste de parasitas e um consequente resultado falso-positivo. As placas foram 

mantidas a 25°C em estufa BOD e a leitura dos resultados foi feita de 7-14 dias após o início 

da cultura.  

 

3.6 EXTRAÇÃO DE TECIDO PARA DOSAGEM DE CITOCINAS NA LESÃO 

 

Nos tempos determinados para o estudo das lesões cutâneas, as orelhas dos animais 

infectados e não infectados foram retiradas e congeladas a -70ºC para posterior dosagem de 

citocinas. Após o descongelamento dos tecidos, as orelhas foram pesadas e foi adicionada 

solução para extração de citocinas: uma cápsula do inibidor de proteases (ROCHE, Diagnostics 

GmbH, Mannheim, ALE) diluída em 50 ml de PBS, na proporção de 1000 µL desta solução 

para 50 mg de tecido. O tecido foi, então, macerado com homogeneizador elétrico e 

centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi recolhido, e congelado a -

70°C até a realização do ELISA.  
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3.7 DETECÇÃO DE CITOCINAS POR ELISA 

 

As dosagens de TNF e IL-12p70 a partir do sobrenadante do homogenato das células da 

orelha foram feitas com a utilização de kits (BD Pharmingen, São Diego, CA, EUA) exclusivos 

para a detecção dessas citocinas e o procedimento foi feito exatamente como recomenda o 

fabricante. O limite de detecção foi de 32 pg/ml nas duas citocinas. 

A detecção de IFN-γ foi feita a partir de kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), 

seguindo as especificações do fabricante. Para a detecção de IL-18, foi utilizado o kit da 

Invitrogen, seguindo as especificações do fabricante. O limite de detecção foi de 25pg/ml (Life 

Technologies, Grand Island, NY, EUA). 

 

3.8 CITOMETRIA DE FLUXO 

 

As amostras de orelhas e intestino delgado de camundongos selvagens e IL-18 KO 

foram coletadas após infecção por L. amazonensis ou após desafio com carragenina. As amostras 

foram cortadas em pedaços menores e incubadas por 1h 30min em 1 ml de meio RPMI sem 

SFB contendo 62,5 μg/ml de liberase TL (Roche) e 0,5 mg/ml de desoxiribonuclease I (Sigma 

Chemical). Após este período, foi adicionado mais 1 ml de RPMI 10% SFB por amostra. As 

amostras de linfonodos drenantes e do baço não passaram pelo processo de digestão dos tecidos. 

As amostras foram então maceradas e o homogenato centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 

4°C.  Para as marcações de IL-10 e IL-17, as amostras foram estimuladas com PMA a 25ng/ml 

e ionomicina a 1μg/ml. Adicionou-se a Brefeldina A a 1 μg/ml juntamente com os outros 

estímulos e as amostras foram incubadas a 37 C° em uma placa de 96 poços de fundo redondo 

(Costar - Sigma-Aldrich) por no máximo 4 horas. Posteriormente, os precipitados das amostras 

foram incubados por 20 minutos a 4°C com anticorpo anti Fc-γ III/II CD16/32 (clone 2.4G2) e 

os seguintes marcadores de superfície:  anti-Ly6G (clone 1A8); anti-Ly6C (clone HK1.4); anti-

F4/80 (clone BM8) (eBioscience, San Diego, CA, EUA); anti-CD11c (clone HL3); anti-MHC 

II (clone M5/114,15,2); anti-CD11b (clone M1/70);; anti-CD4 (clone GK1.5); anti-TCR-β 

(clone H57-497); anti-IL-18R(CD-218α) (clone P3TUNYA) (eBioscience)  e anti-NK1.1 

(clone PK-136).  Para as marcações intracelulares, fixamos as células com Fix Buffer e 

permeabilizamos com Perm Wash (BD Biosciences Pharmingen, São José, CA, EUA). Foram 

utilizados os seguintes marcadores intracelulares: anti-Foxp3 (clone MF23); anti-IL-10 (clone 

JES5-16E3); anti-RorγT (clone 600380) (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA); anti-T-bet 
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(clone 4B10); anti-Gata3 (clone 16E10A23); e anti-IL-17A (clone TC11 18H 10.1) (BioLegend 

CNS, Inc., San Diego, CA, EUA). Foi utilizado, também, o kit para avaliação de viabilidade 

celular LIVE/DEAD (Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) seguindo as especificações 

do fabricante. Exceto quando especificado o contrário, todos os anticorpos utilizados foram da 

BD (BD Biosciences Pharmingen). Em seguida adicionamos 1 ml de PBS a 4°C e as amostras 

foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4°C para remoção de excesso de anticorpos. As 

amostras foram adquiridas logo em seguida. Cem mil células foram adquiridas para cada 

amostra de orelha, usando o citômetro de fluxo FACSCanto™ II (BD Bioscience Pharmingen). 

As análises foram realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Para a 

determinação do número absoluto de células, foi feita a contagem das células de cada amostra 

na câmara de Neubauer. Após o cálculo para acertar a quantidade de células contadas ao volume 

utilizado na leitura, aplicou-se ao número total das células de cada amostra, a sequência de 

porcentagens encontradas durante a leitura no citômetro, seguindo as porcentagens dos gates 

específicos.  

 

3.9 DEPLEÇÃO EXPERIMENTAL DE LINFÓCITOS T CD4+  

 

A depleção de linfócitos T CD4+ foi feita com a utilização do anticorpo anti-CD4 clone 

GK1.5, gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Luís Carlos Crocco Afonso (UFOP, MG, Brasil). 

Administramos 100µl do anticorpo a 1 mg/ml na cavidade peritoneal dos camundongos. 

Iniciamos o protocolo de depleção na terceira semana após a infecção. Neste momento, três 

doses dos anticorpos foram administradas a cada dois dias no intervalo de uma semana nos 

animais. Após esse período, uma depleção semanal foi realizada até a sexta semana de infecção. 

O grupo controle recebeu tratamento similar com 1 mg/ml de IgG de rato purificado, como 

controle de isotipo (Sigma-Aldrich). Seguimos este protocolo de acordo com trabalho 

anteriormente publicado (Kruisbeek, 2001), com algumas modificações para nosso modelo 

experimental. 

 

3.10 BLOQUEIO EXPERIMENTAL DO RECEPTOR DA IL-10 

 

 O bloqueio do receptor da IL-10 foi feito com a utilização do anticorpo anti-IL10R clone 

1B1.3A, gentilmente cedido pelo Dr. David Sacks (NIH). Administramos 100µl do anticorpo a 5mg/ml 

na cavidade peritoneal dos camundongos. Iniciamos o protocolo de depleção na terceira semana após a 
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infecção. Neste momento, uma dose dos anticorpos foi administrada a cada três dias no intervalo de uma 

semana nos animais. Após esse período, uma depleção semanal foi realizada até a quinta semana. O 

grupo controle recebeu tratamento similar com 100µl do anticorpo a 5mg/ml de IgG de rato purificado 

(Sigma-Aldrich). Seguimos este protocolo de acordo com trabalho anteriormente publicado (Belkaid et 

al., 2001). 

3.11 TRATAMENTO COM CÉLULAS DO LINFONODO DRENANTE 

 

 Para o tratamento dos animais com células do linfonodo drenante, os animais doadores, 

tanto animais IL-18 KO como animais selvagens GFP+, foram infectados nas duas orelhas com 

104 formas metacíclicas da Leishmania amazonensis. Após quatro semanas de infecção, os 

linfonodos submandibulares foram coletados e macerados. O homogenato foi, então, 

centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 4°C. As células foram contadas em câmara de Neubauer 

e a quantidade foi acertada para que cada animal recebesse 2 x 105 células em um volume de 

100µl. Os animais receptores do tratamento foram infectados em uma orelha com 104 formas 

metacíclicas da Leishmania amazonensis, na segunda semana de infecção, as células T CD4+ 

foram depletadas como explicado anteriormente; porém, o tratamento foi referente apenas ao 

protocolo da primeira semana. Na terceira semana de infecção, os animais receberam o 

tratamento com as células dos linfonodos drenantes dos animais doadores. O tratamento foi 

feito pela via endovenosa pela veia lateral da cauda dos camundongos (Oliveira et al., 2017).

  

 

3.12 ANÁLISE IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

As orelhas dos animais C57BL/6 WT e IL-18 KO foram removidas e fixadas em 

formalina tamponada com fosfato a 10% (pH 7,2), desidratadas e posteriormente diafanizadas 

em xilol e incluídas em parafina. Foram realizados cortes histológicos seriados de 5 µm de 

espessura em micrótomo de rotação SPENCER (Leica MicrosystemsGMbH, Wetzlar, ALE). 

Para análise de imunohistoquímica, visando marcar a Leishmania nas lesões, as lâminas ficaram 

por uma hora na estufa a 57°C para que o excesso de parafina fosse removido antes do ensaio. 

No primeiro dia do ensaio as lâminas foram passadas em Xilol I, II e III (Labsynth, Diadema, 

SP, BRA), 20 minutos em cada, para garantir remoção completa da parafina. Em seguida 

passaram por um processo de desidratação: álcool absoluto (I, II e III) e álcool 90%, 80% e 

70%. As lâminas ficaram por cinco minutos em cada solução. Em seguida, foram lavadas por 
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três vezes em PBS para a retirada do álcool; cada lavagem foi feita em imersão por cinco 

minutos. Em seguida, foram realizados os três bloqueios da reação. O primeiro deles realizado 

em imersão, com solução de PBS 10% de peroxidase, por 30 minutos. Em seguida, foram 

realizadas três lavagens de cinco minutos cada em PBS. O segundo bloqueio foi feito com 

solução de soro albumina 2% (Sigma-Aldrich), por 30 minutos. As lâminas foram novamente 

lavadas, uma vez, em PBS por cinco minutos. Por fim, foi realizado o bloqueio com solução de 

PBS a 0,2% de soro albumina, 5% de soro normal de cabra, por 30 minutos. Após este bloqueio, 

as lâminas não foram lavadas, apenas enxugamos o excesso de solução ao redor dos cortes. Em 

seguida pingamos o soro de coelho previamente infectado com L. infantum 1:800. As lâminas 

foram deixadas em câmara úmida escura por 12 horas a 4°C. No dia seguinte lavamos as 

lâminas por três vezes em PBS, cinco minutos cada lavagem, para a retirada do anticorpo não 

ligado. Em seguida pingamos sobre o corte os reagentes do kit DAKO (DAKO North America, 

Inc, Carpinteria, CA, EUA). Primeiro foi acrescentada a estreptoavidina-HRP, que permaneceu 

sobre o corte por 30 minutos, seguida de lavagem com PBS por três vezes, e por fim o anticorpo 

biotinilado, incubado por 30 minutos em câmara escura e úmida. Em seguida as lâminas 

passaram por outro processo de lavagem. Fizemos a revelação com PBS contendo 50 mg de 

DAB e 0,25% de H2O2. Após cinco minutos mergulhamos rapidamente as lâminas em solução 

de hematoxilina e lavamos em água corrente. Nova lavagem em PBS foi realizada para remoção 

de excesso de corante. Em seguida, as lâminas foram desidratadas na sequência de álcool: 70, 

80, 90%; e três banhos em álcool absoluto; por cinco minutos nos primeiros e 10 minutos em 

cada. Em seguida, foram passadas em três banhos de xilol, por 10 minutos em cada. Por fim, 

montamos as lâminas com entelan (Merck, Darmstadt,Hessen, Alemanha). A quantificação de 

células infectadas e do número de parasitos foi feita a partir de, pelo menos, 20 imagens obtidas 

de três animais por grupo para cada tempo analisado. As imagens foram obtidas com magnitude 

de 40x através do microscópio Optical Olympus Research (Center Valley, PA, EUA) acoplado 

a um sistema de captura de imagem digital (MegaCybernetics, Center Valley, PA, EUA). As 

imagens foram analisadas com o software KS300 (Kontron Elektronick/Carl Zeiss, NY, EUA).  

 

3.13 A ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão (EP) para cada grupo. Nos 

ensaios de cinética de produção de citocinas foi realizado o teste Two-Way ANOVA, seguido 

de Bonferroni, para determinar diferenças entre os tempos e os grupos avaliados. Para 
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determinar diferenças entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student. Todas as análises 

estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism versão 5.00 para Windows. 

Diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 PARTE I 

 

4.1.1 Análise do desenvolvimento de lesões cutâneas em camundongos selvagens e IL-18 

KO infectados por Leishmania amazonensis  

 

 Para o estudo do papel da IL-18 no desenvolvimento de lesões cutâneas, escolhemos 

como um dos modelos de estudo a infecção por L. amazonensis em camundongos C57BL/6. 

Esses animais são suscetíveis à infecção por L. amazonesis e apresentam uma lesão cutânea 

crônica com manutenção da carga parasitária. Gostaríamos, então, de verificarmos se a ausência 

da IL-18 afetaria o tamanho das lesões nos animais infectados. Para isso, infectamos 

camundongos selvagens (WT) e IL-18 KO, ambos no fundo C57BL/6, na orelha (via 

intradérmica) com 102, 103, 104 e 105 formas promastigotas metacíclicas da cepa PH8 de L. 

amazonensis e avaliamos o desenvolvimento das lesões por até oito semanas. Nossos dados 

mostram que o camundongo selvagem apresenta maior lesão já desde o início do curso de 

infecção, quando as infecções foram feitas utilizando-se as quantidades de parasito de 104 

(Figura 3 C) e de 105 (Figura 3 D) e a partir da quarta semana de infecção nas infecções feitas 

utilizando-se as quantidades de 102 (Figura 3 A) e 103 (Figura 3 B) parasitos. As lesões nos 

camundongos selvagens se mantiveram maiores do que as lesões dos camundongos IL-18 KO 

até a oitava semana em todas as quantidades de parasitos analisadas. Sendo assim, 

independentemente da quantidade de parasitos utilizadas para a infecção, os animais IL-18 KO 

apresentaram menor lesão, quando comparadas com as lesões dos animais selvagens.   

 Em diversos modelos, a IL-18 apresenta um papel importante na manutenção de um 

ambiente inflamatório e na progressão de doenças (Fantuzzi et al., 1999; Dinarello, 2009). Em 

estudos utilizando o camundongo MRL/lpr, que desenvolve espontaneamente uma doença 

autoimune que mimetiza o Lúpus eritematoso em humanos, verificou-se altos níveis de IL-18 

nos camundongos que desenvolveram nefrite. Camundongos tratados com IL-18, além de 

aumentarem o dano renal, desenvolveram lesões do tipo asa de borboleta na pele (Esfandiari et 

al., 2001; Faust et al., 2002). Uma das características do animal MRL/lpr é a superexpressão 

da cadeia β do receptor da IL-18 nos linfócitos (Neumann et al., 2001). Em um modelo de 

artrite em camundongos DBA/1, a IL-18, em sinergia com a IL-12 ou sozinha, induz aumento 

das lesões e da inflamação na artrite induzida por colágeno (Leung et al., 2000).  Considerando 
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dados prévios do nosso grupo, a IL-18 parece ter um papel no desenvolvimento das lesões na 

infecção por L. amazonensis, já que os animais WT apresentam lesão aumentada em relação 

aos IL-18 KO.  
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Figura 3. Desenvolvimento das lesões cutâneas em camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com 

Leishmania amazonensis. Os camundongos foram infectados na orelha com formas promastigotas de L. 

amazonensis e as lesões foram medidas semanalmente até a oitava semana de infecção. Os gráficos 

representam as medidas da espessura das orelhas dos camundongos C57BL/6 selvagens e IL-18 KO infectados 

com (A) 1x102 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis. (B) 1x103 promastigotas metacíclicas de L. 

amazonensis. (C) 1x104 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis. (D) 1x105 promastigotas metacíclicas 

de L. amazonensis. Os resultados são representativos de pelo menos dois experimentos (n=5) desenvolvidos 

independentemente. Análise estatística foi feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (*p<0,05). 
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4.1.2 Análise da carga parasitária das lesões de camundongos selvagens e IL-18 KO 

infectados por Leishmania amazonensis  

 

 Os camundongos selvagens apresentaram maiores lesões quando comparadas com as 

lesões nos animais IL-18 KO, independentemente do número de parasitos utilizados para a 

infecção.  Esperávamos, então, que os animais selvagens apresentassem uma maior carga 

parasitária. Porém, os resultados mostraram que esse fenômeno aconteceu apenas na infecção 

feita com 103 formas promastigotas metacíclicas do parasito, tanto na lesão, como no linfonodo 

drenante na oitava semana de infecção (Figura 4 A e B). Já nas infecções feitas com 102, 104 e 

105 parasitos, a carga parasitária foi a mesma entre as linhagens, tanto na lesão (Figura 4 A), 

quanto no linfonodo drenante (Figura 4 B). Notamos, também, uma tendência da carga 

parasitária dos animais IL-18 KO ser menor do que a quantidade de parasitos do animal 

selvagem no tempo de doze semanas na infecção com 104 (Figura 4 C e D). Na infecção com 

102 parasitos, não foi possível detectar a quantidade de parasitos no linfonodo drenante por 

diluição limitante.  

 Experimentos realizados com camundongos KO para caspase-1, MyD88 e IL-1β 

infectados com 104 formas promastigotas metacíclicas de L. amazonensis demonstrou que esses 

animais apresentaram lesões aumentadas e maior carga de parasitos quando comparados com 

animais selvagens (Lima-Junior et al., 2013).  Como o foco desse trabalho é a análise da 

influência da IL-18 no desenvolvimento de lesões cutâneas na infecção por L. amazonensis, 

decidimos, então, seguir os próximos experimentos com a quantidade de 104 parasitos para as 

infecções, visto que nessa quantidade de parasitos não encontramos diferenças na carga 

parasitária (4 C e D).  Quantidades menores de parasitos como 102 e 103 aumentam, também, a 

as chances de que a infecção experimental não ocorra, ou que ocorra de maneira diferente nos 

animais, já que são uma pequena quantidade de parasitos em suspensão no PBS para serem 

inoculadas. A quantidade de 104 é mais segura de ser manipulada e tem a capacidade de gerar 

uma resposta inflamatória robusta no local do desafio (Seyed et al., 2018), o que pode facilitar 

o entendimento de como a resposta inflamatória acontece nesse modelo de infecção.  

 

 

 

 



51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Carga parasitária nas lesões cutâneas dos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com L. 

amazonensis. Após oito semanas de infecção, os camundongos foram mortos e as lesões foram removidas para 

determinação da carga parasitária por meio da técnica de diluição limitante. A carga dos parasitos nos animais 

infectados (A) na orelha e (B) nos linfonodos drenantes foi determinada individualmente e as médias das diluições 

máximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do título (última diluição positiva) nas 4 

quantidades de parasitos. Na quantidade de 104 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis, foi feita a 

quantificação de parasitos por diluição limitante (C) na orelha e (D) nos linfonodos drenantes nos tempos de duas, 

quatro, oito e doze semanas após a infecção. A ausência de asteriscos indica ausência de diferença significativa 

entre os grupos. Os resultados são representativos de pelo menos dois experimentos (n=5) desenvolvidos 

independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos 

(* p<0,01). 
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4.1.3 Análise imuno-histoquímica das lesões de camundongos selvagens e IL-18 KO 

infectados por Leishmania amazonensis  

 

 Além da carga de parasitos por diluição limitante, decidimos determinar a quantidade 

de amastigotas por campo em cortes histológicos. Os resultados da análise microscópica das 

lesões dos camundongos infectados por L. amazonensis mostraram que na segunda semana de 

infecção há poucas amastigotas imunomarcadas (marrom) tanto nos animais selvagens (Figura 

5 A) quanto em animais IL-18 KO (Figura 5 B). Já na quarta semana de infecção, houve 

aumento da quantidade de amastigotas imunomarcadas nas duas linhagens de camundongos 

(Figura 1.3 C e D), assim como na oitava semana de infecção (Figura 5 E e F).  Ao plotarmos 

a quantidade de amastigotas por campo, encontramos a mesma quantidade entre os 

camundongos selvagens e IL-18 KO em todos os tempos analisados, com uma tendência a mais 

amastigotas por campo nos animais IL-18 KO.  Além disso, encontramos um aumento 

progressivo da quantidade de amastigotas imunomarcadas da segunda até a oitava semana de 

infecção. 

 A lesão do animal IL-18 KO é menor do que a lesão do animal selvagem; porém, o 

animal KO apresenta uma tendência a ter mais amastigotas por campo. Assim, esse dado 

corrobora os dados da quantidade de parasitos por diluição limitante na lesão, pois uma lesão 

com menor área e mais amastigotas por campo apresenta a mesma quantidade de parasitos 

quando comparada com uma lesão com maior área e menos amastigotas por campo. 
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Figura 5. Imuno-histoquímica das lesões cutâneas dos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados pela 

L. amazonensis. Os camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x104 L. amazonensis na orelha. 

Figuras A e B representam as lesões dos camundongos com duas semanas de infecção. E (A) orelha de animal 

selvagem com poucas amastigotas imunomarcadas (marrom) (setas pretas). Em (B) observar as lesões na orelha 

de IL-18 também com poucas amastigotas imunomarcadas. Já em camundongos com quatro semanas de infecção, 

observar em (C) WT e (D) IL-18 KO amastigotas imunomarcadas em maior número. Nas lesões de camundongos 

após oito semanas de infecção, observar em (E) WT e (F) presença intensa de amastigotas imunomarcadas. Barras 

em A - F representam 16 m (400 x).  Em (G) foi feita a contagem das amastigotas por campo. Os resultados são 

representativos de dois experimentos (n=5) desenvolvidos independentemente.  
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4.1.4 Análise da citocina IL-18 nas lesões de camundongos selvagens infectados com 

Leishmania amazonensis 

 

 Analisamos a concentração de IL-18 nos camundongos selvagens infectados por L. 

amazonensis após duas, quatro e oito semanas de infecção. Encontramos um aumento 

significativo dessa citocina ao longo do tempo analisado de infecção, com seu pico de produção 

na quarta semana de infecção (Figura 6). De maneira interessante, o pico da produção de IL-

18 ocorre na quarta semana, o que coincide com a exacerbação da diferença entre a lesão do 

camundongo selvagem e do camundongo IL-18 KO (Figura 3 C). Ou seja, temos o aumento 

da lesão nos animais selvagens juntamente com o aumento dos níveis da IL-18. O aumento de 

IL-18 está associado a diversas condições patológicas, apresentando níveis aumentados em 

pacientes com depressão (Zhao et al., 2017), com adenocarcinoma de pâncreas (Usul et al., 

2017), com a síndrome de Goujerot-Sjögren (Liuqing et al., 2017), com a fibrose renal após 

lesão aguda causada por reperfusão isquêmica (Liang et al., 2018), assim como a detecção de 

seus níveis aumentados é  um sinal de miocardite viral e dano renal em crianças (Lipiec et al., 

2016; Wang et al., 2016). Ou seja, a IL-18 está associada a diversas condições patológicas, 

eventualmente com o agravamento dos processos inflamatórios, inclusive em doenças de pele 

como psoríase, dermatite atópica, dermatite de contato (Ohta et al., 2001; Do et al., 2012; Lee 

et al., 2015). 

 Fizemos, também, a análise de outras citocinas, como IL-4, IFN-γ, TNF, IL-12 e IL-10 

(APÊNDICE – Figura 3) e encontramos níveis aumentados das citocinas pró-inflamatórias 

TNF e IL-12 nos animais IL-18 KO, também nos animais IL-18 KO, encontramos maior 

quantidade de IL-10.  
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Figura 6. A análise da concentração de IL-18 nas lesões cutâneas dos camundongos infectados por 

Leishmania amazonensis. Camundongos selvagens foram infectados com 104 promastigotas de L. amazonensis 

na orelha direita e nos tempos indicados os camundongos foram mortos e as orelhas foram coletadas, maceradas 

em solução com inibidores de proteases e os níveis de IL-18 foram determinados por ELISA. Os resultados são 

representativos de dois experimentos (n=4) desenvolvidos independentemente. NI – Não infectado. Análise 

estatística feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* = p<0,01). 
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4.1.5 Avaliação da lesão, carga parasitária e produção de TNF, IL-12p70 e IFN-γ nos 

tempos iniciais da infecção por Leishmania amazonensis 

 

Resolvemos analisar o desenvolvimento da lesão nos animais selvagens e KO em 

tempos mais agudos. Como a IL-18 é conhecida pela indução da produção de IFN-γ (Udagawa 

et al., 1997) e o IFN-γ apresenta um papel crucial para a replicação da Leishmania amazonensis 

nos tempos iniciais da infecção (Carneiro, M. B. et al., 2015), analisamos o desenvolvimento 

da lesão dos animais IL-18 KO e dos animais selvagens até o sétimo dia de infecção (Figura 7 

A). Porém, não encontramos diferenças na espessura das orelhas dos animais. Também não 

encontramos diferença na quantidade de parasitos na lesão dos animais (Figura 7 B) e nem 

diferenças nos níveis das citocinas TNF (Figura 7 C), IL-12p70 (Figura 7 D) e INF-γ (Figura 

7 E) nos tempos analisados. Encontramos níveis aumentados de TNF no animal selvagem no 

tempo de 24 horas após a infecção, mas os níveis da citocina se igualaram em 24 horas. Ou 

seja, aparentemente, a IL-18 está influenciando o desenvolvimento da lesão em tempos mais 

tardios, em torno da quarta semana de infecção, como sugerem nossos dados.  

 

 



57 

 

 

Figura 7. Desenvolvimento da lesão cutânea, carga parasitária e dosagem das citocinas TNF, IL-12p70 e 

IFN-γ nas lesões cutâneas dos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com L. amazonensis. Os 

camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x104 L. amazonensis na orelha. A espessura da orelha 

dos animais foi medida diariamente por sete dias após a infecção (A). Após dois, quatro e sete dias de infecção, os 

camundongos foram mortos e as lesões foram removidas para determinação da carga parasitária por meio da 

técnica de diluição limitante. A carga dos parasitos nos animais infectados (B) na orelha foi determinada 

individualmente e as médias das diluições máximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do 

título (última diluição positiva). Para a dosagem das citocinas as orelhas dos animais infectados foram coletadas, 

maceradas com inibidores de proteases. As amostras foram centrifugadas e a dosagem das citocinas foram feitas 

a partir do sobrenadante das amostras. Dosamos os níveis de TNF (C), IL-12p70 (D) e IFN-γ (E). Os resultados 

são representativos de pelo menos dois experimentos (n=4) desenvolvidos independentemente. NI – Não infectado. 

Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,005). 
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4.1.6 A avaliação da presença de células T CD4+IL-18R+ no infiltrado inflamatório das 

lesões de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis e 

o seu perfil da expressão do receptor de IL-18  

 

 

Avaliamos a presença de células TCD4+ IL-18R+ no infiltrado inflamatório das lesões 

cutâneas dos camundongos selvagens e IL-18 KO na segunda, quarta e oitava semanas de 

infecção (Figura 8 A). Verificamos, então, que na segunda semana de infecção há uma baixa 

frequência de células T CD4+IL-18R+ na orelha dos animais infectados. Já na quarta semana de 

infecção, mais de 50% das células T CD4+ presentes na lesão dos animais são também positivas 

para o receptor da IL-18. A alta frequência de células T CD4+IL-18R+ se mantem até a oitava 

semana de infecção.  

A análise da expressão do receptor de IL-18 nos linfócitos T CD4+ foi feita pela análise 

da média de intensidade de fluorescência do anticorpo anti-IL-18R no fluorocromo PE (Figura 

8 B). Notamos que não há expressão significativa do receptor de IL-18 no tempo de duas 

semanas após a infecção, expressão que aparece significativamente na quarta semana de 

infecção e de maneira mais robusta na oitava semana de infecção. Dessa maneira, observamos 

que a expressão do receptor ocorre de maneira significativa após a quarta semana de infecção, 

o que coincide mais uma vez com o aumento da diferença entre as lesões dos animais selvagens 

e IL-18 na quarta semana (Figura 3 C) e com o pico de produção de IL-18 (6). Já é sabido que 

as células T CD4+ expressam receptor de IL-18 e que a ativação de alguns perfis das células T 

dependem da ativação pela IL-18 (Oliveira et al., 2017; Pham et al., 2017) e que as células T, 

CD4 + e CD8+ agem na manutenção do processo de inflamação na infecção por Leishmania em 

humanos, contribuindo para a manutenção da lesão (Da Silva e Brodskyn, 2014). 

Segundo dados anteriores do nosso grupo, ao analisarmos o perfil de outras células do 

infiltrado inflamatório das lesões dos animais selvagens e IL-18 KO infectados por L. 

amazonensis. Ao analisarmos o número absoluto, encontramos quantidades similares, entre as 

linhagens, em todos os tempos analisados, de células F4/80+CD11c-  que chamamos de 

macrófagos e células T CD8+. Entretanto, há uma maior quantidade de células Ly6G-Ly6CHi/int 

, que chamamos de monócitos inflamatórios, maior quantidade de células MHCII+CD11c+, que 

chamamos de células dendríticas, maior quantidade de células Ly6G+Ly6Cint , que chamamos 

de neutrófilos e maior quantidade de células NK1.1+CD3-, que chamamos de células NK, nos 

animais selvagens quando comparados com os animais IL-18 KO (Dados não mostrados). 

Além disso, analisamos a expressão do receptor de IL-18 em todos os tipos celulares 

supracitados. Descrevemos, por exemplo, que os macrófagos murinos não expressam IL-18R 
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(Sousa et al., 2015). Com relação aos padrões de expressão, o único dado significativo foi da 

expressão do receptor da IL-18 nas células T CD4+.  
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Figura 8. A expressão do receptor de IL-18 nas células T CD4+ presentes no infiltrado inflamatório das 

lesões cutâneas dos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados por Leishmania amazonensis. Os 

camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x104 L. amazonensis na orelha. Após duas, quatro e 

oito semanas de infecção os animais foram mortos e as lesões coletadas para a análise do infiltrado inflamatório 

por citometria de fluxo. (A) Porcentagem das células CD4+ IL18R+ (CD3+). (B) Média da intensidade de 

fluorescência do anticorpo anti-IL-18R nas células T CD4+. Os resultados são representativos de dois experimentos 

(n=4 a 5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste Two-Way Anova seguido de 

Bonferroni (* p<0,001). 
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4.1.7 A avaliação do efeito da depleção de linfócitos T CD4+ em camundongos selvagens 

e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis  

 

 As células T CD4+ apresentam uma grande quantidade de receptores de IL-18 (Figura 

8 A e B) justamente no tempo em que ocorre o pico de produção desta citocina na lesão (6) e 

no momento em que há exacerbação da lesão dos camundongos selvagens infectados por L. 

amazonensis (Figura 3 C), devido a isso, decidimos depletar as células T CD4+. O tratamento 

com o anticorpo anti-CD4 clone GK1.5, amplamente utilizado em modelos de depleção de 

células T CD4+ (Ghosh et al., 2016; Ravichandran et al., 2016), foi feito no início da terceira 

semana de infecção. Primeiramente, encontramos menores lesões nos animais selvagens 

tratados com anti-CD4 quando comparadas com as lesões dos camundongos selvagens tratados 

com IgG de rato, desde a quarta até a oitava semanas de infeção (Figura 9 A).  Já os animais 

IL-18 KO tratados com anti-CD4 apresentaram uma discreta diminuição da lesão apenas 

durante o tratamento, ou seja, entre as terceira e sexta semanas de infecção (Figura 9 B). Ou 

seja, provavelmente a diferença da lesão no início do tratamento com anti-CD4, tanto nos 

animais selvagens como nos animais IL-18 com as lesões dos animais tratados com IgG, foi em 

decorrência da diminuição do número total de células na lesão. Já nos animais selvagens 

tratados com anti-CD4+, a lesão se manteve menor que a do animal selvagem tratado com IgG 

de rato até a oitava semana de infecção. Ao analisarmos a carga parasitária, não encontramos 

diferenças no número de parasitos entre as linhagens de animais, nem entre os grupos tratados 

com anti-CD4 ou IgG de rato tanto na lesão (Figura 9 D), nem no linfonodo drenante (Figura 

9 E). De maneira interessante, o animal selvagem tratado com anti-CD4 apresentou um perfil 

de lesão muito parecido com o animal IL-18 KO tratado com IgG de rato (Figura 9 C), quando 

comparado com o selvagem tratado com IgG. Ou seja, ao depletarmos do animal selvagem um 

tipo celular que possui alta expressão de IL-18R (Figura 8 B) que acompanha a cinética de 

produção da citocina IL-18 (Figura 6), nós aproximamos o seu perfil de lesão ao do animal IL-

18 KO. Dados do nosso grupo de pesquisa já haviam demonstrado que a depleção de células T 

CD8 não altera o perfil de desenvolvimento das lesões de camundongos C57BL/6 infectados 

por L. amazonensis (dados não publicados).  
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Figura 9. Curso de infecção e a carga parasitária em camundongos selvagens e IL-18 KO infectados por L. 

amazonensis e tratados com GK1.5 (anti-CD4). Camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados com 

1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. (A) e (B), respectivamente, representam 

as medidas das lesões nos camundongos tratados com IgG de rato (quadrado e triangulo invertido) e anti-CD4/GK 

1.5 (círculo e triangulo aberto) (C). O desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até 8 semanas após 

a infecção. A quantificação de parasitos foi realizada por diluição limitante do macerado da orelha dos 

camundongos infectados (D) e dos linfonodos drenantes (E). Os camundongos foram tratados via i.p com 1mg/ml 

de IgG de rato ou anti-CD4 (clone GK1.5) semanalmente a partir da terceira semana de infecção Este é o resultado 

representativo de dois experimentos (n=5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste 

Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* p<0,01).  
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4.1.8 Estratégia de gate para a seleção das células T CD4+ quanto ao perfil de ativação 

nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis  

 

 Posto que a depleção das células T CD4+ durante a infecção por L. amazonensis alterou 

o padrão da lesão dos animais selvagens e IL-18 KO, decidimos, então, esclarecer o ambiente 

de ativação das células T CD4+ na lesão e linfonodos drenantes desses animais. Avaliamos a 

presença dos fatores de transcrição T-bet, Gata3, RorγT e FoxP3; associados aos perfis de 

ativação Th1, Th2, Th17 e T reg, respectivamente (Lu et al., 2011). Efetuamos a marcação das 

amostras, como previamente descrito, e, a partir daí, fizemos a seleção dos gates nas amostras 

de controle de isotipo dos marcadores intracelulares. Primeiramente, fizemos a separação dos 

singlets, ou seja, dos eventos associados à passagem de apenas uma célula pelo leitor do 

citômetro, feito para o perfil de amostras da orelha (Figura 10 A) e do linfonodo drenante 

(Figura 10 B). Após esse passo, efetuamos a seleção da população TCRβ+CD4+ (10 C). Dentro 

dessa população fizemos uma série de outras separações, tais como: gates de células CD4+IL-

18R+ (Figura 10 D), quadrante de células CD4+T-bet+ (Figura 10 E), quadrante de células 

CD4+Gata3+ (Figura 10 F), quadrante de células CD4+RorγT+ (Figura 10 G) e quadrante de 

células CD4+FoxP3+ (Figura 10 H). Além disso, verificamos, também, dentro do gate de 

células CD4+IL-18R+, a seleção dos quadrantes: 

T-bet+IL-18R+ (Figura 10 I), Gata3+IL-18R+ (Figura 10 J), RorγT+IL-18R+ (Figura 10 K) e 

FoxP3+IL-18R+ (Figura 10 L). Após a determinação das populações, os gates e quadrantes 

foram conferidos em todas as amostras a fim de verificarmos se havia alguma população mal 

selecionada.  
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Figura 10. Estratégia de gating para seleção do perfil de ativação das células T CD4+ nos animais selvagens 

e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e fez-se um pool das amostras, recebendo o mix de anticorpos com os mesmos fluorocromos dos 

anticorpos utilizados para as marcações intracelulares e extracelulares. Os controles de isotipo foram lidos e os 

gates foram selecionados. Selecionamos os singlets no perfil de amostras da orelha (A) e do linfonodo drenante 

(B). Efetuamos a seleção da população TCRβ+CD4+ (C) e, dentro dessa população, selecionamos: gates de células 

CD4+IL-18R+ (D), quadrante de células CD4+T-bet+ (E), quadrante de células CD4+Gata3+ (F), quadrante de 

células CD4+RorγT+ (G) e quadrante de células CD4+FoxP3+ (H). Verificamos dentro do gate de células CD4+IL-

18R+ a seleção dos quadrantes: T-bet+IL-18R+ (I), Gata3+IL-18R+ (J), RorγT+IL-18R+ (K) e FoxP3+IL-18R+ (L).  

Os gates e quadrantes foram aplicados para todas as amostras. Para o pool dos controles de isotipo, foram utilizados 

25µl de 4 amostras de linfonodo drenante e 4 amostras de orelha, tanto de camundongos selvagens quanto IL-18 

KO.    
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4.1.9 Análise da cinética das células T CD4+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5 

 

  Como visto anteriormente, a depleção das células T CD4+ altera o perfil da lesão dos 

animais (Figura 9 C). Uma das questões levantadas por este experimento foi se o perfil de 

ativação das células T na lesão e no linfonodo drenante era diferente entre os animais selvagens 

e IL-18 KO; além disso, nos perguntamos se o perfil dessas células era alterado pela depleção 

na terceira semana de infecção e se o perfil das células T CD4+ que retornavam após o 

tratamento eram diferentes entre os animais selvagens e IL-18 KO. Ou seja, será que retirar as 

células T CD4+ do animal WT antes do pico de produção da IL-18 e do aumento da expressão 

do receptor alteraria o perfil das células T na lesão e no linfonodo drenante? Para isso, fizemos, 

primeiramente, a análise do número absoluto das células T CD4+ nos animais tratados com IgG 

de rato nos tempos concordantes com os tempos do tratamento com o anticorpo anti-CD4, ou 

seja, no início da terceira semana de infecção, no início da quarta semana de infecção e no início 

da sétima semana de infecção. Ao analisarmos os gráficos, notamos que os animais selvagens 

apresentam uma tendência a um maior número e frequência de células T CD4+ na orelha em 

comparação com os camundongos IL-18 KO nos grupos tratados com IgG (Figura 11 A e B). 

Além disso, nota-se que há um maior número de células T CD4+ nos animais selvagens tratados 

com Gk1.5 do que nos animais selvagens tradados com IgG na sétima semana de infecção 

(Figura 11 A). A diferença da quantidade de células entre os animais vai aumentando 

gradativamente, porém, no geral, vemos um decréscimo do número total de células T CD4+ nos 

dois grupos de animais (Figura 11 A). Já no linfonodo drenante encontramos uma tendência a 

haver mais células T CD4+ nos animais IL-18 KO quando comparados com os animais 

selvagens (Figura 11 C); porém, as frequências são as mesmas, exceto sete semanas após a 

infecção, onde há maior frequência de células T CD4+ nos animais IL-18 KO (Figura 11 D). 

Diferentemente da orelha, no linfonodo drenante em ambos os grupos de animais verificou-se 

uma maior quantidade de células na quarta semana de infecção, ou seja, no período referido no 

gráfico como “durante” (Figura 11 C).  

 Nos grupos tratados com anti-CD4, verificamos a depleção das células T CD4+ durante 

o tratamento e verificamos o retorno dessas células na sétima semana de infecção, tanto na 

orelha quanto no linfonodo drenante em ambos os grupos de animais (Figura 11 A e C). Após 

o tratamento verificamos que o perfil da quantidade de células não se alterou 

significativamente; porém, aumentou-se o número de células T CD4+ na lesão quando 

comparada com os animais tratados com IgG. Já com relação à frequência perdeu-se a diferença 
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da frequência de células T CD4+ entre os animais selvagens e IL-18 KO no linfonodo e na 

orelha na sétima semana de infecção (Figura 11 B e D).  Ou seja, a retirada das células T CD4+ 

na terceira semana de infecção parece alterar o balanço da quantidade e frequência dessas 

células durante o desenvolvimento das lesões, visto que as células T CD4+ têm papel crucial na 

patogênese na infecção por L. amazonensis (Soong et al., 1997).  
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Figura 11. Cinética das células T CD4+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis tratados com IgG ou Gk1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados com 1x104 

promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante foram 

coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+ e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante (C e 

D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5. Todos nos tempos de três, quatro e sete semanas após a infecção. Este 

é o resultado representativo de dois experimentos (n= 4 a 5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística 

feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.10 Análise da cinética das células T CD4+IL-18R+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis e tratados com IgG ou Gk 1.5 

 

 Já foi descrita a presença do receptor da IL-18 nas células T CD4+, que pode ser induzido 

nessas células pela citocina IL-12 (Yoshimoto et al., 1998); além disso, a presença do receptor 

da IL-18 ativado via MyD88 nos linfócitos parece ser crucial para a formação de uma população 

de células Th1 em resposta ao Trypanossoma cruzi (Oliveira et al., 2017). Decidimos, então, 

verificar a presença do receptor da IL-18 nas células T CD4+ nos animais tratados com a IgG 

de rato três, quatro e sete semanas após a infecção. Além dos animais tratados com a IgG, 

verificamos, também, a presença do receptor nas células T CD4+ nos animais tratados com 

Gk1.5, a fim de verificarmos se houve alterações do padrão da frequência, expressão e número 

dessas células CD4+IL-18R+. 

 Verificamos que, já na terceira semana de infecção, encontramos u células CD4+IL-

18R+ na orelha dos animais tratados com IgG (Figura 12 A), que se mantem até a sétima 

semana de infecção. Além disso, há mais células T CD4+IL-18R+ nos animais selvagens 

tratados com Gk1.5 do que nos animais selvagens tratados com IgG na sétima semana de 

infecção; porém, essa quantidade maior de células aparece em um ambiente com, 

provavelmente, menos IL-18 disponível do que na quarta semana de infecção (Figura 6), na 

qual foi feita a depleção. Entretanto, na terceira semana de infecção, há uma baixa frequência 

de células T CD4+ IL-18R+, tanto na orelha como no linfonodo drenante dos animais tratados 

com IgG (Figura 12 B e D), além de uma quantidade pequena de células nesse perfil nos 

linfonodos na terceira e sétima semana de infecção. Mas, no caso da sétima semana, há mais 

células do que na orelha no mesmo tempo de infecção (Figura 12 C).  Já nos animais 

depletados, notamos que, após a retirada do anticorpo do sistema, as células T CD4+IL-18R+ 

estão em maior quantidade e maior frequência na orelha quando comparado com o mesmo 

período nos animais tratados com IgG (Figura 12 A e B). Nos linfonodos, não houve alteração 

significativa do perfil (Figura 12 C e D). 

 Analisamos a expressão do receptor da IL-18 nas células T CD4+ nos animais tratados 

com IgG e notamos uma maior expressão do receptor nas células T CD4+ do linfonodo quando 

comparadas com a orelha em todos os tempos analisados (Figura 12 E e F). Já nos animais 

tratados com Gk1.5, percebemos que as poucas células CD4+ que restaram na orelha e no 

linfonodo apresentavam uma alta expressão do receptor, expressão que se manteve alta após o 

tratamento nas células que retornaram para a lesão após a saída do anticorpo do sistema (Figura 
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12 E e F). Aparentemente, o aumento da frequência de células T CD4+IL-18R+ dá-se somente 

após a quarta semana de infecção, corroborando nossos dados anteriores (Figura 8 A) e que a 

depleção dessas células gerou uma onda de linfócitos T CD4+ com alta expressão do receptor 

da IL-18. 
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Figura 12. Cinética células T CD4+IL-18R+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+IL-18R+ e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante 

(C e D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5.  Para a avaliação da expressão do receptor da IL-18R, aplicou-se 

a fórmula de cálculo da média de intensidade de fluorescência (MFI) do anticorpo anti-IL-18R PE no painel do 

FlowJo 10. Assim, mostramos os dados de MFI na orelha nos animais tratados com IgG e com Gk1.5 (E). E nos 

linfonodos dos animais tratados com IgG e com Gk1.5 (F). Todos nos tempos de três, quatro e sete semanas após 

a infecção. Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=5) desenvolvidos independentemente. 

Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.11 Análise da cinética das células T CD4+T-bet+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5 

 

 O fator de transcrição T-bet está bem descrito como sendo associado à diferenciação de 

células T naïve para um perfil efetor do tipo Th1, assim como associado à diferenciação e 

ativação de células T CD8+, células B (Kallies e Good-Jacobson, 2017). Analisamos, então, a 

cinética da quantidade e frequência de células T CD4+T-bet+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

tratados com IgG ou Gk1.5 durante a infecção por L. amazonensis. Nota-se que há mais células 

T-bet+ nas orelhas dos animais WT na terceira e sétima semana de infecção nos animais tratados 

com IgG. Além disso, encontra-se uma maior frequência de células T CD4+T-bet+ nas orelhas 

dos animais IL-18 KO tratados com IgG na quarta semana de infecção, mas mesma quantidade 

com relação aos animais selvagens no mesmo período (Figura 13 A e B). Já nos linfonodos 

drenantes, há uma maior quantidade e frequência de células T CD4+T-bet+ nos animais 

selvagens na quarta semana de infecção (Figura 13 C e D). Nos animais WT tratados com 

Gk1.5, não houve mudança no perfil de células T CD4+T-bet+; porém, nos animais IL-18 KO, 

houve um aumento significativo dessa população de células na orelha após o tratamento 

(Figura 13 A e B). Esse achado talvez explique o porquê de as lesões desses animais terem 

aumentado e se igualado às lesões dos animais tratados com IgG após o tratamento com Gk1.5 

(Figura 9 B).  Com relação à presença do receptor da IL-18 nessas células, notou-se que há 

uma quantidade relativamente baixa de células IL-18R+ nas terceira e quarta semanas de 

infecção no sítio inflamatório; porém, há um aumento considerável da frequência dessas células 

na sétima semana de infecção em todos os grupos analisados (Figura 13 E), sendo que esse 

aumento da frequência de células T CD4+T-bet+IL-18R+ acontece mais precocemente no 

linfonodo, já na quarta semana de infecção (Figura 13 F). Ou seja, aparentemente, nos tempos 

iniciais, não há uma grande quantidade de células T CD+ associadas a um perfil Th1 que 

expressam receptores para a IL-18. Essas células estão lá, mas em maior frequência em tempos 

mais tardios da infecção. 
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Figura 13. Cinética células T CD4+T-bet+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+T-bet+ e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante 

(C e D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5.  Há, também, a frequência de células T CD4+T-bet+IL-18R+ na 

orelha (E) e no linfonodo drenante (F) dos animais. Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 

5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças 

entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.12 Análise da cinética das células T CD4+Gata3+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5 

 

 Outro fator de transcrição importante para o desenvolvimento das células T efetoras é o 

Gata3. O Gata3 está comumente associado ao desenvolvimento de um perfil de células T do 

tipo Th2 (Nakayama et al., 2017). Em nossos experimentos, há uma pequena quantidade e 

frequência de células T CD4+Gata3+ na orelha dos animais tratados com IgG; porém, há um 

aumento da quantidade dessa população de células na orelha dos animais selvagens tratados 

com Gk1.3 sete semanas após a infecção. Além disso, no grupo tratado com IgG, encontra-se 

mais células T CD4+Gata3+ nos animais WT, mas mesma frequência (Figura 14 A e B). Na 

análise dessa população celular nos linfonodos drenantes, percebe-se uma grande quantidade 

de células T CD4+Gata3+, apesar de menor frequência, na quarta semana de infecção nos 

animais selvagens tratados com IgG em relação aos animais IL-18 KO (Figura 14 C e D), 

células essas que apresentam receptores da IL-18 (Figura 14 F). Na orelha, há uma frequência 

maior de células T CD4+Gata3+ nos animais selvagens tratados com IgG em relação aos animais 

IL-18 KO na sétima semana de infecção (Figura 14 E); porém, não foram encontradas 

diferenças significativas da frequência dessas células entre os outros grupos. Com isso, fica 

claro que há uma quantidade maior de células associadas a um perfil Th2 e IL-18R+ na lesão 

dos animais WT na quarta semana de infecção, diferença que se mantem na sétima semana de 

infecção. Talvez a maior lesão desses animais na quarta semana de infecção esteja associada a 

essa diferença da quantidade dessas células no sítio inflamatório. 
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Figura 14. Cinética células T CD4+Gata3+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+Gata3+ e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante 

(C e D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5.  Há, também, a frequência de células T CD4+Gata3+IL-18R+ na 

orelha (E) e no linfonodo drenante (F) dos animais. Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 

5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças 

entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.13 Análise da cinética das células T CD4+rorγt+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5 
 

 Uma outra população importante de células T CD4+ efetoras são as células do perfil 

Th17. Essas células expressam o fator de transcrição RorγT e produzem as citocinas da família 

da IL-17, importantes nos processos inflamatórios da pele (Tang et al., 2018). Em nosso modelo 

de estudo, verificamos que há uma grande quantidade de células T CD4+ RorγT+ na orelha dos 

animais primordialmente na terceira semana de infecção. Nas quarta e sétima semanas de 

infecção, há um decréscimo da quantidade dessas células, sendo que na sétima semana de 

infecção há mais células do perfil Th17 no camundongo WT. Após o tratamento com anti-CD4, 

nota-se onda de células RorγT+ (Figura 15 A), assim como um aumento da frequência dessas 

células (Figura 15 B), ou seja, a depleção influenciou a mudança da cinética desse tipo celular 

no curso da infecção. Já nos linfonodos drenantes, há uma maior quantidade de células RorγT+ 

nos animais selvagens nas terceira e quarta semanas de infecção (Figura 15 C), mas a 

frequência dessa população, em geral, é bem baixa (Figura 15 D). Das populações analisadas, 

as células T CD4+ RorγT+ apresentam uma alta frequência de células IL-18R+, tanto na orelha 

quanto no linfonodo drenante, chegando a ter 100% das células expressando o receptor para a 

IL-18 (Figura 15 E e F). Dessa maneira, nota-se que a retirada das células T CD4 altera o 

balanço das populações de células T efetoras, tanto na orelha quanto no linfonodo drenante, 

mas, principalmente, na orelha.  
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Figura 15. Cinética células T CD4+RorγT+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+ RorγT + e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante 

(C e D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5.  Há, também, a frequência de células T CD4+RorγT+IL-18R+ na 

orelha (E) e no linfonodo drenante (F) dos animais. Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 

5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças 

entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.14 Análise da cinética das células T CD4+Foxp3+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5 
 

 Após a caracterização das células T efetoras no sítio inflamatório e linfonodo drenante, 

caracterizamos, também, a cinética das células T reguladoras. As células T reguladoras 

expressam o fator de transcrição Foxp3 e estão associadas a funções imunomoduladoras e à 

manutenção da homeostase em processos inflamatórios (Qiu et al., 2018). Nota-se que há uma 

maior quantidade de células T reguladoras na orelha dos animais selvagens e IL-18 KO na 

terceira semana de infecção, havendo um decréscimo da quantidade dessas células. Já após o 

tratamento com Gk1.5 há, assim como com as células RorγT, um aumento da quantidade de 

células Foxp3+ após o término do tratamento para a depleção das células T CD4+ (Figura 16 

A). Encontramos uma maior frequência de células Foxp3+ no animal deficiente para IL-18 

(Figura 16 B), o que pode indicar que este animal tenha um balanço mais voltado para um 

perfil regulador na lesão. Já no linfonodo drenante, vemos um grande acúmulo de células T 

reguladoras na quarta semana de infecção nos animais tratados com IgG (Figura 16 C). Já com 

relação a frequência, temos uma frequência mais baixa do que na orelha, com uma tendência a 

uma maior frequência nos animais selvagens; porém, ainda assim muito baixa (Figura 16 D). 

Assim como os outros tipos celulares, as células T CD4+Foxp3+ também expressam o receptor 

da IL-18, havendo uma maior frequência de células IL-18R+ na terceira semana de infecção na 

orelha (Figura 16 E) e uma menor frequência no mesmo período no linfonodo drenante (Figura 

16 F), com um aumento da frequência de células do animal WT na quarta semana de infecção 

e do animal IL-18 KO na sétima semana de infecção. Analisando, então, as quatro populações, 

fica claro que há mudança no balanço T-bet, Gata3, RorγT e Foxp3 feita a depleção das células 

T CD4+ entre as terceira e sexta semanas de infecção. Essa mudança das proporções e da 

distribuição desses tipos celulares na lesão e no linfonodo drenante pode nos ajudar a 

compreender a razão da lesão dos animais IL-18 KO serem menores do que a lesão dos animais 

IL-18 KO (Figura 1), assim como nos ajudar a compreender o porquê de a depleção gerar um 

ambiente de manutenção de uma lesão menor no animal selvagem e não no animal KO, mas 

ainda incapaz de alterar as quantidades de parasito.  
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Figura 16. Cinética células T CD4+Foxp3+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania 

amazonensis nos animais tratados com IgG ou Gk 1.5. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados 

com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo drenante 

foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número 

absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células TCRβ+CD4+Foxp3+ e a frequência dessas células na orelha (A e B), assim como no linfonodo drenante 

(C e D) nos animais tratados com IgG e Gk1.5.  Há, também, a frequência de células T CD4+Foxp3+IL-18R+ na 

orelha (E) e no linfonodo drenante (F) dos animais. Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 

5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças 

entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.15 Estratégia de gate para a seleção das células quanto à presença da IL-4, IL-10, IL-

17 e do IFN-γ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis  

 

 Após verificarmos o perfil de ativação das células T CD4+ nas lesões e linfonodos 

drenantes dos animais, decidimos, então, olhar a presença de células IL-4+, IL-10+, IL-17+ e 

IFN-γ+ nas lesões e nos linfonodos drenantes dos animais selvagens e dos animais deficientes 

para a IL-18 na quarta semana de infecção. A marcação das amostras foi feita como previamente 

descrito e os gates da separação dos singlets nas amostras da orelha e do linfonodo drenante 

seguiram o mesmo padrão dos gates representados nas figuras 10 A e 10 B. Fizemos a seleção 

da população TCRβ+CD4+ como feito na figura 10 C, selecionamos, também, a população 

TCRβ-CD4-. Dentro dessa população fizemos as outras separações: quadrante de células 

CD4+IL-14+ (Figura 17 A), quadrante de células CD4+IL-10 + (Figura 17 B), quadrante de 

células CD4+IL-17+ (Figura 17 C) e quadrante de células CD4+IFN-γ+ (Figura 17 D). A 

separação desses quadrantes foi feita da mesma maneira dentro as populações TCRβ-CD4-; 

porém, foram selecionados os quadrantes negativos para CD4. Após a determinação das 

populações, os gates e quadrantes foram conferidos em todas as amostras, a fim de verificarmos 

se havia alguma população mal selecionada.  
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Figura 17. Estratégia de gating para seleção do perfil de células IL-4+, IL-10+, IL-17+ e do IFN-γ+ nos animais 

selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram 

infectados com 1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. A orelha e o linfonodo 

drenante foram coletados após quatro semanas de infecção e fez-se um pool das amostras, recebendo o mix de 

anticorpos com os mesmos fluorocromos dos anticorpos utilizados para as marcações intracelulares e 

extracelulares. Os controles de isotipo foram lidos e os gates foram selecionados. Selecionamos os quadrantes de 

células CD4+IL-4+ (A), quadrante de células CD4+IL-10+ (B), quadrante de células CD4+IL-17+ (C) e quadrante 

de células CD4+ IFN-γ + (D). Os gates e quadrantes foram aplicados para todas as amostras, sendo ainda feito um 

refinamento da posição nas amostras de orelha e linfonodo drenante. Para o pool dos controles de isotipo, foram 

utilizados 25µl de 4 amostras de linfonodo drenante e 4 amostras de orelha, tanto de camundongos selvagens 

quanto IL-18 KO.    
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4.1.16 Análise das células T CD4+ quanto à presença da IL-4, IL-10, IL-17 e do IFN-γ 

nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis  

 

  

          Como já havíamos verificado o perfil de ativação das células T no local da infecção e no 

linfonodo drenante dos animais, resolvemos verificar, também, a presença de células IL-4+, IL-

10+, IL-17+ e IFN-γ+, já que estas citocinas estão diretamente relacionadas aos fatores de 

transcrição GATA-3, Foxp3, RorγT e T-bet, respectivamente (Zhu et al., 2010). Ao analisarmos 

a frequência e número absoluto, verificamos que, na orelha dos animais infectados, há um 

predomínio de células T CD4+IL-4+ nos animais selvagens, quando comparados com os animais 

IL-18 KO (Figura 18 A e 18 B).  De maneira muito interessante, ao analisarmos os linfonodos 

drenantes desses animais, encontramos uma maior quantidade e frequência de células T CD4+ 

IFN-γ+ nos animais selvagens, quando comparados com os animais deficientes para a IL-18 

(Figura 18 C e 18 D). Ou seja, nesse momento da infecção a lesão apresenta um perfil de 

citocinas ligado ao perfil de resposta do tipo Th2, mas nos linfonodos encontramos um perfil 

de citocinas mais próximo da resposta do tipo Th1. Já os animais deficientes para a IL-18 

apresentam um balanço de citocinas mais equilibrado, apresentando quantidades similares de 

células IL-4+, IL-17+ e IFN-γ+.  
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Figura 18. Células T CD4+ IL-4+, IL-10+, IL-17+ e do IFN-γ+ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados 

pela Leishmania amazonensis. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados com 1x104 

promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. Após 4 semanas de infecção, a orelha e o 

linfonodo drenante foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e 

extracelulares. Para o número absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-

se, então, o número absoluto das células TCRβ+CD4+ IL-4+, IL-10+, IL-17+ ou IFN-γ+, assim como a frequência 

dessas células na orelha (A e B), bem como no linfonodo drenante (C e D) nos animais selvagens e deficientes 

para a IL-18. Este é o resultado de dois experimentos (n= 5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística 

feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.1.17 Análise das células TCRβ-CD4- quanto à presença da IL-4, IL-10, IL-17 e do IFN-

γ nos animais selvagens e IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis  

 

 Analisamos, também, a presença de células IL-4+, IL-10+, IL-17+ e IFN-γ+ na população 

de células TCRβ-CD4-. Encontramos um perfil parecido das células T CD4+, ou seja, uma maior 

quantidade e frequência de células IL-4+ na orelha dos animais selvagens em comparação com 

os animais IL-18 KO (Figura 19 A e 19 B). Nos linfonodos drenantes, encontramos uma grande 

quantidade e frequência aumentada de células IFN-γ+ nos animais selvagens quando comparado 

com os animais deficientes para a IL-18 (Figura 19 C e 19 D). Notamos, também, que há uma 

maior quantidade de células TCRβ-CD4-IL-4+ nos linfonodos de ambos os animais quando 

comparados com as células TCRβ+CD4+IL-4+. Com esses dados e os dados do perfil de ativação 

das células T, fica claro que o animal WT possui um balanço do perfil de ativação de células T 

e um balanço de citocinas, tanto nas células T como em outros tipos celulares, diferente dos 

animais IL-18 KO. Além disso, é interessante notar que, nos animais WT, há o predomínio de 

uma citocina ligada a um perfil Th2 na orelha e um predomínio de uma citocina ligada a um 

perfil Th1 no linfonodo drenante, o que pode indicar a capacidade da IL-18 de simultaneamente 

influenciar esses dois perfis (Nakanishi et al., 2001). 
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Figura 19. Células TCRβ-CD4- IL-4+, IL-10+, IL-17+ e do IFN-γ+ nos animais selvagens e IL-18 KO 

infectados pela Leishmania amazonensis. Os camundongos selvagens e IL-18 KO foram infectados com 1x104 

promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. Após 4 semanas de infecção, a orelha e o 

linfonodo drenante foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as marcações intracelulares e 

extracelulares. Para o número absoluto das células, as amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Verifica-

se, então, o número absoluto das células TCRβ-CD4- IL-4+, IL-10+, IL-17+ ou IFN-γ+, assim como a frequência 

dessas células na orelha (A e B), bem como no linfonodo drenante (C e D) nos animais selvagens e deficientes 

para a IL-18. Este é o resultado de dois experimentos (n= 5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística 

feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 

 

 

 

 

 

  



85 

4.1.18 Análise da transferência de células dos animais IL-18 KO e C57BL/6 para os 

animais IL-18 KO infectados pela Leishmania amazonensis  

 

 Para verificarmos a influência do ambiente de ativação das células em um animal WT 

ou IL-18 KO, nós infectamos animais IL-18 KO, depletamos as células T CD4+ utilizando o 

anticorpo GK1.5 e, após uma semana do início da depleção, tratamos os animais com 2x105 

células dos linfonodos drenantes dos animais IL-18 KO e C57BL/6 com 4 semanas de infecção. 

Como dados anteriores de nosso grupo demonstraram, por ELISA, que os animais IL-18 KO 

produzem mais IL-10 do que os animais WT na quarta e oitava semanas de infecção, um grupo 

de camundongos foi tratado, também, com IgG de rato e outro grupo de camundongos foi 

tratado com anticorpo anti-IL-10R. Verificamos que todos os animais tiveram aumento da 

espessura das orelhas na quarta semana. Já a partir da quinta semana, a lesão dos animais IL-

18 KO tratados com células dos animais KO e IgG apresentaram menor lesão do que os animais 

tratados com células dos animais C57BL/6 e dos animais IL-18 KO com anti-IL10R (Figura 

20 A). Esse perfil se manteve até a oitava semana de infecção. Quando analisamos as lesões 

dos camundongos tratados com células com as lesões dos camundongos sem tratamento e sem 

depleção de células, nota-se que os animais que receberam células dos animais WT e que 

receberam células dos animais deficientes para a IL-18 com anti-IL-10R possuem mesma 

espessura da orelha do que o animal selvagem sem tratamento (Figura 20 B). Ou seja, se o 

animal IL-18 KO recebe células oriundas de um animal WT, ele apresenta uma lesão maior do 

que a do animal IL-18 KO sem tratamento. Ao tratarmos os animais com anti-IL-10R, 

obtivemos o mesmo perfil de lesão do que os animais tratados com células dos camundongos 

selvagens.  

 

 

 

 

 

 

 



86 

 

 

 

Figura 20. Transferência de células dos animais IL-18 KO e C57BL/6 para os animais IL-18 KO infectados 

pela Leishmania amazonensis. Primeiramente, os camundongos C57BL/6 e IL-18 KO foram infectados com 

1x104 promastigotas metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda e direita. Os camundongos foram mortos 

na quarta semana de infecção. Os linfonodos drenantes foram retirados, macerados e a quantidade de células foi 

acertada para 2x105 células por animal. Os animais IL-18 KO que receberam o tratamento foram infectados com 

1x104 promastigotas, metacíclicas de L. amazonensis na orelha esquerda. Após duas semanas de infecção os 

animais foram tratados com 1mg/ml do anticorpo anti-CD4 (clone GK1.5) por três vezes ao dia, de dois em dois 

dias por uma semana (#). Na terceira semana de infecção os animais receberam 2x105 células dos camundongos 

IL-18 KO ou dos animais C57BL/6 ($). Um dos grupos recebeu tratamento com 1mg/ml de IgG de rato, uma vez 

ao dia de três em três dias por uma semana. Outro grupo recebeu tratamento com 5mg/ml de anti-IL-10R, uma vez 

ao dia de três em três dias por uma semana. O desenvolvimento da lesão foi monitorado semanalmente até 8 

semanas após a infecção (A) e para facilitar a comparação, colocamos as medidas dos camundongos que receberam 

o tratamento com células juntamente com a medida da espessura dos camundongos não tratados (B). Este é o 

resultado de dois experimentos (n= 5) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste Two-

Way Anova seguido de Bonferroni (* p<0,001). 
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4.2 PARTE II 

 

4.2.1 Análise do perfil das células T CD4+ nos animais selvagens e IL-18 KO naïve  

 

 Com a finalidade de avaliarmos diferença intrínseca entre os animais WT e os animais 

IL-18 KO, fizemos uma análise do perfil das células T no baço e no intestino desses animais. 

Escolhemos analisar o perfil das células T no intestino, pois, como descrito, a IL-18 está 

associada a mudanças na microbiota intestinal, além de parecer ter um papel importante na 

patogênese da colite (Levy et al., 2015; Nowarski et al., 2015). 

 Ao analisarmos, pudemos perceber mais células viáveis no baço do que no intestino 

(Figura 21 A e B), sendo que a maior parte dessas células T CD4+ encontradas nesses órgãos 

dos WT e IL-18 KO são células efetoras, ou seja, Foxp3- , tendo cerca de 10 vezes mais células 

FoxP3- do que FoxP3+. Com relação aos órgãos, encontramos uma maior quantidade de células 

no baço do que no intestino desses animais, tanto para células T CD4+ efetoras, como para 

reguladoras (Figura 21 C e D). Já com relação à frequência, nota-se que quase a totalidade de 

células T CD4+ são efetoras; enquanto isso, no perfil de células Foxp3+, nota-se a mesma 

proporção no baço da frequência dessas células entre os animais selvagens e os animais IL-18 

KO, mas no intestino há uma maior frequência de células T reguladoras nos animais IL18 KO 

(Figura 21 E e F).  Sendo assim, no balanço de células do animal IL-18 KO, aparentemente há 

uma parcela maior de células comprometidas com um perfil regulador no intestino. 
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Figura 21. Perfil das células T CD4+ nos animais selvagens e IL-18 KO naïve. Os camundongos selvagens e 

IL-18 KO foram mortos e o baço e o intestino delgado foram coletados e receberam o mix de anticorpos para as 

marcações intracelulares e extracelulares. Para o número absoluto das células, as amostras foram contadas em 

câmara de Neubauer. Os gates utilizados foram os mesmos da figura 1.8. Verifica-se, então, o número absoluto 

das células vivas e a frequência dessas células (A e B), assim como o número absoluto das células 

TCRβ+CD4+Foxp3- e Foxp3+ (C e D). Analisamos, também, a frequência dessas células Foxp3- (E) e Foxp3+ (F).  

Este é o resultado representativo de dois experimentos (n= 4 a 5) desenvolvidos independentemente. Análise 

estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 

  



89 

4.2.2 Análise do perfil das células T CD4+ e das células IL-18R+ nos animais selvagens e 

IL-18 KO naïve  

 

 Já foi demonstrado que a IL-18 regula a ativação e expansão de subpopulações de 

células T CD4+ no intestino, principalmente células Foxp3+ e RorγT, tanto em situações 

fisiológicas como em situações inflamatórias em camundongos C57BL/6 (Harrison et al., 

2015). Pensando nisso avaliamos, primeiramente, a presença do receptor da IL-18 nas células 

CD4+Foxp3- e encontramos que uma parcela dessa população no baço expressa o receptor da 

IL-18. Já no intestino, quase 60% das células são IL-18R+. Além da grande frequência dessa 

população no intestino, essas células apresentam uma alta expressão do receptor da IL-18 

(Figura 22 A e B). Já com relação às células Foxp3+ também encontramos uma maior 

frequência dessas células IL-18R+ no intestino dos animais WT, sendo que essas apresentam 

maior MFI quase duas vezes maior do que o MFI das células CD4+Foxp3- no intestino (Figura 

22 C e D). Esses dados demonstram que as células T desses animais sem infecção já são 

responsivas à IL-18. 

 Analisamos, também, as subpopulações de células T efetoras. Com relação às células 

T-bet+ encontramos uma tendência a mais células nesse perfil no baço dos animais IL-18 KO. 

Já no intestino, houve uma inversão do perfil, onde encontramos, então, uma tendência a haver 

mais células comprometidas com esse perfil nos animais WT; porém, encontramos menos 

células do que no baço (Figura 22 E). Já com relação à frequência dessas células, encontramos 

uma maior frequência, cerca de três vezes mais, dessa população no intestino dos animais 

selvagens quando comparada com a frequência dessa população nos animais IL-18 KO, tanto 

para a população geral como para a IL-18R+ (Figura 22 F e G). Já no baço, nas duas linhagens, 

encontramos uma alta expressão do IL-18R nas células T-bet+; já no intestino, somente as 

células dos animais WT é que expressam o receptor para IL-18 (Figura 22 H).  Analisando os 

outros perfis, encontramos uma quantidade pequena de células RorγT+ no baço e quase 

insignificante no intestino dos animais; porém, não apresentaram receptor da IL-18 (Figura 22 

I). Não encontramos células Gata3+ nas amostras.  
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Figura 22. Perfil das células T CD4+ e das células IL-18R+ nos animais selvagens e IL-18 KO naïve. Os 

camundongos selvagens e IL-18 KO foram mortos e o baço e o intestino delgado foram coletados e receberam o 

mix de anticorpos para as marcações intracelulares e extracelulares. Para o número absoluto das células, as 

amostras foram contadas em câmara de Neubauer. Os gates utilizados foram os mesmos da figura 1.8. Verifica-

se, então, o a frequência das células TCRβ+CD4+Foxp3-IL-18R+ (A) e a média da intensidade de fluorescência do 

IL-18R nessas células (B). Depois a frequência das células TCRβ+CD4+Foxp3+IL-18R+ (C) e o MFI do IL-18R 

nessas células (D).  Mostramos, também, o número absoluto das células CD4+T-bet+ (E) e a frequência dessas 

células (F). Em G a frequência de células T-bet+  IL-18R+ (G) e o MFI do IL-18R (H). Finalizamos com o número 

absoluto das células RorγT+ (I).   Este é o resultado representativo de dois experimentos (n= 4 a 5) desenvolvidos 

independentemente. Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos 

(* p<0,05). 
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4.2.3 Análise histopatológica dos órgãos linfoides e orelha dos camundongos C57BL/6 

naïve e infectados com Leishmania amazonensis 

 

 Sabe-se que a deleção dos genes de certas citocinas, como é o caso do TNF, pode alterar 

a estrutura de alguns dos órgãos linfoides (Oliveira et al., 2012) e, por isso, resolvemos analisar 

o baço, linfonodo e orelha dos animais sem infecção e infectados com L. amazonensis. Ao 

analisarmos os cortes nos animais selvagens, verificamos que não há alterações na epiderme e 

derme dos animais sem infecção (Figura 23 A); já nos animais IL-18 KO, após 4 semanas de 

infecção, verificamos a presença de infiltrado inflamatório na derme (Figura 23 D). Com 

relação aos linfonodos drenantes, verificamos a hiperplasia e reatividade com a presença de 

centros germinativos e folículos linfoides nos animais infectados (Figura 23 E) e um linfonodo 

sem reatividade nos animais não infectados (Figura 23 B). Já no baço, não encontramos 

alterações na cápsula e na polpa vermelha, tanto nos animais não infectados (Figura 23 C) 

como nos animais infectados (Figura 3 F); porém, encontramos polpa branca em confluência 

e presença de centros germinativos indicativos de reatividade no baço dos animais infectados 

(Figura 23 F).  
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Figura 23. Cortes diversos de órgãos de camundongos C57BL/6 sem infecção e camundongos C57BL/6 

infectados por Leishmania amazonensis. Os camundongos não infectados, após quatro semanas de infecção, 

foram mortos, os órgãos foram coletados e, após a preparação e inclusão em bloco de parafina, os cortes foram 

feitos e corados por H&E. Evidenciar corte de pele sem alterações na epiderme e derme em A e inflamação na 

derme em D. O linfonodo em E apresenta-se hiperplásico e reativo com presença de folículos linfoides e centros 

germinativos. Ao contrário, em B vemos um corte de linfonodo sem reatividade. Em C e F, observar cortes de 

baço sem alterações de cápsula e da polpa vermelha. Em F, polpa branca em confluência e presença de centros 

germinativos indicativos de reatividade. EP – Epiderme; C – cartilagem; INF – inflamação, CG centro 

germinativo, F folículo Linfoide, PV polpa vermelha, PB polpa branca. A - F coloração pela H&E. Barra em A – 

D representa 32 m (100 x). Barra em B, C, E e F representa 62 m (50x). 
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4.2.4 Análise histopatológica dos órgãos linfoides e orelha dos camundongos C57BL/6 

IL-18 KO naïve e infectados com Leishmania amazonensis 

 

 Ao analisarmos os cortes histopatológicos nos animais IL-18 KO, não encontramos 

alterações na epiderme e na derme dos animais IL-18 KO sem infecção (Figura 24 A) e sem 

diferenças com o mesmo corte nos animais WT (Figura 23 A). Já com relação ao corte dos 

animais infectados (Figura 24 D), verificamos a presença de infiltrado inflamatório na derme, 

porém, de forma mais difusa do que o infiltrado inflamatório nos animais selvagens (Figura 23 

D). Com relação aos linfonodos drenantes foram encontrados folículos nos animais sem 

infecção (Figura 24 B), mas apenas nos animais infectados é que se verificou a presença de 

centros germinativos reativos (Figura 24 E). Não foram encontradas diferenças com relação à 

polpa vermelha e à cápsula no baço dos animais sem infecção (Figura 24 C) e animais 

infectados (Figura 24 F), sendo encontrado centros germinativos indicativos de reatividade na 

polpa branca do baço dos animais infectados (Figura 24F). Entre os linfonodos e baços dos 

animais não infectados selvagens e deficientes para IL-18 não foram encontradas diferenças 

estruturais. A única diferença microscópica detectada foi na distribuição do infiltrado 

inflamatório na orelha dos animais infectados. Foram feitas, também, análises dos cortes de 

intestino desses animais, mas não foram detectadas diferenças ou alterações morfológicas nas 

camadas mucosa, submucosa e muscular pela coloração de H&E entre os animais. Na coloração 

por PAS + alcian blue também não foram observadas diferenças nos padrões de distribuição ou 

números de células caliciformes (dados não mostrados).  
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Figura 24. Cortes diversos de órgãos de camundongos IL-18 KO sem infecção e camundongos IL-18 KO 

infectados por Leishmania amazonensis. Os camundongos não infectados, após quatro semanas de infecção, 

foram mortos e os órgão foram coletados e, após a preparação e inclusão em bloco de parafina, os cortes foram 

feitos e corados por H&E. Evidenciar corte de pele sem alterações na epiderme e derme em A e inflamação intensa 

e difusa na derme em D. O linfonodo em B apresenta inúmeros folículos, mas somente em E os folículos 

apresentam centros germinativos reativos. Em C e F, observar cortes de baço sem alterações de cápsula e da polpa 

vermelha (PV). Em F, polpa branca em confluência e presença de centros germinativos indicativos de reatividade. 

EP – epiderme; C – cartilagem; INF – inflamação, CG centro germinativo, F folículo Linfoide, PV polpa 

vermelha, PB polpa branca. A - F coloração pela H&E. Barra em A – D representa 32 m (100 x). Barra em B, 

C, E e F representa 62 m (50x).  
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4.3 PARTE III 

 

4.3.1 Análise do desenvolvimento da lesão induzida por λ-carragenina em camundongos 

selvagens e IL-18 KO  

 

  Notamos, em nosso primeiro modelo com animais C57BL/6 selvagens infectados por 

L. amazonensis, que talvez as células T CD4+IL-18R+ tenham um papel crucial na manutenção 

da lesão. Como em processos inflamatórios de pele mais agudos não haveria uma grande 

população desse tipo celular (Nestle et al., 2009), decidimos, então,  verificar como se 

comportariam as lesões desses animais em um modelo agudo de inflamação. Desafiamos os 

animais com a carragenina (Duarte et al., 2016) e acompanhamos as lesões até setenta e duas 

horas após o desafio. Encontramos uma lesão maior nos camundongos selvagens a partir da 

sexta hora após o desafio quando comparada com a lesão nos camundongos IL-18 KO, tendo o 

seu pico de lesão na quinquagésima sexta hora (Figura 25 A). Após o pico, as lesões nas duas 

linhagens de camundongos diminuem. Ou seja, mesmo em um modelo agudo, o animal WT  

apresenta uma lesão maior. Ao analisarmos as orelhas dos animais desafiados, a fim de 

sabermos se a lesão seria formada por uma maior quantidade de células ou por edema, nota-se 

que há uma maior quantidade de células vivas na lesão na quinquagésima sexta hora, ou seja, 

no momento em que as lesões dos animais estão maiores; porém, não há diferença entre a 

quantidade de células entre as amostras dos animais selvagens e IL-18 KO (Figura 25 B). 

Analisamos, também, a produção da IL-18 nos camundongos selvagens e encontramos um 

aumento progressivo da produção de IL-18 da quarta até a septuagésima segunda hora. Sendo 

assim, a diferença das lesões não estaria sendo causada por uma maior ou menor quantidade de 

células na lesão, mas, provavelmente, por um edema em um ambiente com IL-18.  É sabido 

que, em modelos de inflamação na pata por Carragenina, há a formação de edema pronunciável 

nos animais desafiados (Coura et al., 2015). 
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Figura 25. Desenvolvimento das lesões cutâneas em camundongos selvagens e IL-18 KO desafiados com λ-

carragenina. É feita a injeção de 10µl de λ-carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha 

esquerda e PBS na orelha direita de camundongos selvagens e camundongos IL-18. A lesão foi acompanhada e 

medida diariamente por três dias (A). Por citometria de fluxo, analisamos, também, a quantidade de células vivas 

na orelha dos animais desafiados (B): os animais foram mortos e as orelhas foram coletadas, digeridas em uma 

solução com colagenase e DNAse e marcadas com Live/Dead para determinação das células viáveis. Em C 

encontramos os níveis da produção de IL-18 nos animas selvagens. Os resultados são representativos de dois 

experimentos (n=5 a 8) desenvolvidos independentemente. Análise estatística feita pelo teste Two-Way Anova 

seguido de Bonferroni (* p<0,05, ** p<0,01).  
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4.3.2 Estratégia dos gates para a análise do perfil celular nos animais selvagens e IL-18 

KO desafiados pela λ-carragenina  

 

 Para a análise das populações das células nas amostras, seguimos os mesmos passos dos 

aplicados às amostras dos animais infectados demonstrados na figura 10, dadas algumas 

particularidades. As orelhas dos animais foram coletadas e marcadas com os anticorpos para a 

definição das populações, seguindo um modelo de separação dos gates já bem estabelecido 

(Ribeiro-Gomes et al., 2012).  

 Primeiramente fizemos a separação das células vivas (Figura 26 A); depois 

selecionamos a população CD11b+ (Figura 26 B), já que fizemos a análise das células de 

origem mielóide. Dentro do gate de células CD11b+, selecionamos as populações utilizando os 

marcadores Ly6G e Ly6C. Separamos, então: população Ly6G-Ly6Chi/int (Figura 26 C), que 

chamamos de monócitos inflamatórios, população Ly6G+Ly6Cint (Figura 26 C), que 

chamamos de neutrófilos. Na população Ly6G-Ly6C-, separamos as populações CD11c-F4/80+ 

e dentro dela população F4/80+MHCIIint (Figura 26 D) que chamamos de macrófagos e 

separamos a população CD11c+MHCIIhi (Figura 26 E) que chamamos de células dendríticas. 

Dentro de cada população analisamos, também, a presença do receptor da IL-18. Assim, 

delimitamos as populações em: Ly6C+IL-18R+ (Figura 26 F) para os monócitos, Ly6G+IL-

18R+ (Figura 26 G) para os neutrófilos, F4/80+IL-18R+ (Figura 26 H) para os macrófagos e 

MHCII+IL-18R+ (Figura 26 I) para células dendríticas. 
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Figura 26. Perfil celular nos animais selvagens e IL-18 KO desafiados pela carragenina. Os camundongos 

foram desafiados com de 10µl de λ-carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha 

esquerda. Após quatro, cinquenta e seis e setenta e duas horas de desafio, os animais foram mortos e as lesões 

coletadas para a análise do infiltrado inflamatório por citometria de fluxo. Selecionamos as células vivas (A), 

depois a população CD11b+ (B). Efetuamos a seleção das populações Ly6G-Ly6Chi/int que chamamos de 

monócitos inflamatórios e Ly6G+Ly6Cint que chamamos de neutrófilos (C) e dentro da população Ly6G-Ly6C-  

separamos as populações CD11c-F4/80+ e dentro dela população F4/80+MHCIIint (D) que chamamos de 

macrófagos, separamos, também a população CD11c+MHCIIhi (E) que chamamos de células dendríticas. Dentro 

de cada população delimitamos as populações em: Ly6C+IL-18R+ (F) para os monócitos, Ly6G+IL-18R+ (G) 

para os neutrófilos, F4/80+IL-18R+ (H) para os macrófagos e MHCII+IL-18R+ (I) para as células dendríticas. Os 

gates e quadrantes foram aplicados para todas as amostras.  
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4.3.3 Avaliação do perfil dos monócitos presente no infiltrado inflamatório das lesões de 

camundongos selvagens e IL-18 KO no modelo de inflamação induzida por λ-

carragenina   

 

 Ao analisarmos a quantidade de monócitos inflamatórios, encontramos a mesma 

quantidade de células nos animais selvagens em comparação com os animais IL-18 KO (Figura 

27 A), sendo o pico dessas células na quinquagésima sexta hora. Com relação à frequência 

dessas células, vemos uma maior quantidade de monócitos inflamatórios nos WT 4 horas após 

o desafio com a carragenina; nos tempos seguintes, há uma uniformidade da frequência em 

torno de 30% nas duas linhagens de animais (Figura 27 B). Com relação à presença do receptor 

da IL-18 nessas células, não encontramos receptores na quarta hora após o desafio com 

carragenina. Porém, vemos que na quinquagésima sexta hora já há monócitos inflamatórios 

expressando o receptor, sendo que essa quantidade de células IL-18R+ diminui no tempo final 

(Figura 27 C). Já na frequência dessas células, vemos um padrão parecido com a cinética de 

produção da IL-18 vista na figura 25 C, vemos um aumento de cerca de 2 vezes na 

quinquagésima sexta hora em relação à quarta hora após o desafio com carragenina e um 

aumento mais discreto da quinquagésima sexta hora para a septuagésima segunda hora após o 

desafio (Figura 27 D). Analisamos, também, a expressão do IL-18R e notamos um padrão 

uniforme de expressão nos animais WT (Figura 27 E). Um fato interessante é que, em nos 

nossos experimentos com Leishmania amazonensis, não verificamos monócitos inflamatórios 

expressando o receptor da IL-18 em nenhum dos tempos analisados.  
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Figura 27 Avaliação dos monócitos inflamatórios presentes no infiltrado inflamatório nas lesões de 

camundongos selvagens e IL-18 KO desafiados com λ-carragenina. Os camundongos foram desafiados com 

de 10µl de λ-carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha esquerda. Após quatro, cinquenta 

e seis e setenta e duas horas de desafio os animais foram mortos e as lesões coletadas para a análise do infiltrado 

inflamatório por citometria de fluxo. Analisamos o número absoluto de células representados pelo gate 

F4/80+MHCIIint, que chamamos de macrófagos (A), assim como a sua frequência (B). Analisamos o número 

absoluto (C) e a frequência (D) dos macrófagos IL-18R+e também a expressão desse receptor nessa população de 

células (E). Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 5). Análise estatística feita pelo teste t 

de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.3.4 Avaliação do perfil dos macrófagos presente no infiltrado inflamatório das lesões 

de camundongos selvagens e IL-18 KO no modelo de inflamação induzida por λ-

carragenina   

 

 Analisando a população de macrófagos, encontramos uma maior quantidade de 

macrófagos na lesão dos animais IL-18 KO na quinquagésima sexta hora após o desafio (Figura 

28 A), mas a mesma frequência quando comparado com o perfil nos animas selvagens nos três 

tempos analisados (Figura 28 B). Analisamos, também, a presença de macrófagos que 

apresentassem o receptor da IL-18 e encontramos uma baixa quantidade de células, exceto nos 

animais IL-18 KO na quinquagésima sexta hora, em que encontramos uma grande quantidade 

dessas células IL-18R+ (Figura 28 C). Encontramos mais de 50% de macrófagos IL-18R+ em 

todos os tempos analisados e nas duas linhagens de animais (Figura 28 D), além de um perfil 

de MFI uniforme em todos os tempos analisados (Figura 28 E). Mais uma vez, em nossos 

dados com Leishmania amazonensis, não encontramos macrófagos que expressassem o 

receptor da IL-18. Mais do que isso, em experimentos in vitro utilizando macrófagos derivados 

de medula de camundongos C57BL/6 e com estímulos específicos, não verificamos a presença 

do receptor da IL-18 (Sousa et al., 2015). Porém, na inflamação induzida pela λ-carragenina, a 

expressão parece ser bastante consistente. 
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Figura 28 Avaliação dos macrófagos presentes no infiltrado inflamatório nas lesões de camundongos 

selvagens e IL-18 KO desafiados com λ-carragenina. Os camundongos foram desafiados com de 10µl de λ-

carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha esquerda. Após quatro, cinquenta e seis e 

setenta e duas horas de desafio os animais foram mortos e as lesões coletadas para a análise do infiltrado 

inflamatório por citometria de fluxo. Analisamos o número absoluto de células representados pelo gate 

CD11Ly6G-Ly6CHi/int, que chamamos de monócitos inflamatórios (A), assim como a sua frequência (B). 

Analisamos o número absoluto (C) e a frequência (D) dos monócitos inflamatórios IL-18R+e também a expressão 

desse receptor nessa população de células (E). Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 5). 

Análise estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.3.5 Avaliação do perfil das células dendríticas presente no infiltrado inflamatório das 

lesões de camundongos selvagens e IL-18 KO no modelo de inflamação induzida por λ-

carragenina   

 

  

Ao analisarmos a população de células dendríticas, encontramos a mesma quantidade 

dessas células entre os animais IL-18 KO e os animais selvagens em todos os tempos analisados, 

sendo que quase não encontramos essa população na quarta hora após o desafio com λ-

carragenina (Figura 29 A). Encontramos uma maior frequência de células dendríticas nos 

animais selvagens na septuagésima segunda hora após o desafio, momento em que as lesões já 

estão regredindo (Figura 29 B). Ao analisarmos a presença do receptor da IL-18, quase não 

encontramos células IL-18R+ na quarta hora após o desafio, visto que apenas cerca de 15% das 

células dendríticas expressam o receptor da IL-18 nesse tempo e a quantidade de células já era 

pequena. Houve um aumento da quantidade de células dendríticas IL-18R+ nos tempos mais 

tardios, assim como um aumento na frequência dessas células na septuagésima segunda hora 

(Figura 29 C e D). Com relação a expressão do receptor da IL-18, encontramos um alto MFI 

nas células dendríticas em todos os tempos analisados, sendo constante até a septuagésima 

segunda hora após o desafio (Figura 29 E).  
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Figura 29 Avaliação das células dendríticas presentes no infiltrado inflamatório nas lesões de camundongos 

selvagens e IL-18 KO desafiados com λ-carragenina. Os camundongos foram desafiados com de 10µl de λ-

carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha esquerda. Após quatro, cinquenta e seis e 

setenta e duas horas de desafio os animais foram mortos e as lesões coletadas para a análise do infiltrado 

inflamatório por citometria de fluxo. Analisamos o número absoluto de células representados pelo gate 

CD11c+MHCIIhi, que chamamos de células dendríticas (A), assim como a sua frequência (B). Analisamos o 

número absoluto (C) e a frequência (D) das células dendríticas IL-18R+ e também a expressão desse receptor nessa 

população de células (E). Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 5). Análise estatística feita 

pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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4.3.6 Avaliação do perfil dos neutrófilos presente no infiltrado inflamatório das lesões de 

camundongos selvagens e IL-18 KO no modelo de inflamação induzida por λ-

carragenina   

 

 Ao analisarmos a quantidade de neutrófilos, encontramos quantidades similares entre as 

linhagens em todos os tempos analisados e um pico da presença dessas células na lesão na 

quinquagésima sexta hora, pico da lesão dos animais (Figura 30 A). Porém, a frequência dessas 

células permaneceu o mesmo em todos os tempos analisados (Figura 30 B). Ao contrário do 

que verificamos em nosso modelo de infecção por Leishmania amazonensis, em que não 

verificamos uma expressão significativa de IL-18R nos neutrófilos (APÊNDICE – Figura 6 

D), verificamos que os neutrófilos, no modelo de inflamação induzida por Carragenina 

expressam o receptor da IL-18 e mantem essa expressão durante todos os tempos analisados 

(Figura 30 C e D). Além disso, ao analisarmos o MFI do IL-18R, verificamos uma alta 

expressão do receptor da IL-18 nos neutrófilos em todos os tempos analisados, sendo cerca de 

três vezes mais do que o MFI das outras populações celulares analisadas anteriormente (Figura 

30 E). Sendo assim, apesar do animal IL-18 KO apresentar um robusto infiltrado inflamatório, 

inclusive com uma maior população de macrófagos, este animal continua a apresentar uma 

menor lesão na orelha quanto comparado com o animal selvagem. Segundo dados anteriores do 

nosso grupo, diferentemente do modelo de infecção pela Leishmania amazonensis em que 

encontramos diferenças no infiltrado inflamatório (Dados não mostrados). Em um quadro de 

inflamação aguda, parece que o mecanismo de atuação da IL-18 seria diferente (Rathinam e 

Chan, 2018). Além disso, encontramos em todas as populações analisadas a presença do 

receptor da IL-18 no modelo de inflamação induzida pela λ-carragenina. Porém, esses mesmos 

tipos celulares no modelo de infecção por Leishmania amazonensis ou expressavam muito 

pouco ou não expressavam o receptor, como o caso dos monócitos e macrófagos. 
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Figura 30. Avaliação dos neutrófilos presentes no infiltrado inflamatório nas lesões de camundongos 

selvagens e IL-18 KO desafiados com λ-carragenina. Os camundongos foram desafiados com de 10µl de λ-

carragenina a 1% p/v em salina 0,9% por via intradérmica na orelha direita e PBS na orelha. Após quatro, cinquenta 

e seis e setenta e duas horas de desafio, os animais foram mortos e as lesões coletadas para a análise do infiltrado 

inflamatório por citometria de fluxo. Analisamos o número absoluto de células representados pelo gate 
CD11b+Ly6G+Ly6Cint, que chamamos de neutrófilos. Analisamos o número absoluto dessas células na lesão dos 

animais (A) e a frequência (B). Analisamos também a quantidade de neutrófilos IL-18R+ (C), a frequência dessas 

células (D) e a expressão do IL-18R (E). Este é o resultado representativo de dois experimentos (n=4 a 5). Análise 

estatística feita pelo teste t de Student para determinar as diferenças entre dois grupos (* p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO  

No presente trabalho, durante a infecção pela L. amazonensis, nós observamos que os 

efeitos da ausência ou presença da IL-18 aparecem de forma mais tardia, a partir da quarta 

semana de infecção. Os animais não apresentam diferenças na quantidade de parasitos; mas 

apresentam diferenças no tamanho das lesões e no perfil das populações de células T CD4+. A 

quarta semana de infecção no animal WT parece ser um momento importante para a definição 

do perfil da lesão. Nesse momento, temos o pico da produção da IL-18, aumento da expressão 

do receptor da IL-18 nas células T CD4+. Além disso, é na quarta semana que a lesão começa 

a aumentar e encontramos células IL-4+ na lesão dos animais e células IFN-γ+ nos linfonodos 

drenantes. Esse cenário com IL-18 e células CD4+ responsivas a essa citocina parecem ser 

importantes para a manutenção de uma lesão progressiva nos animais. Caso façamos a retirada 

das células T CD4+ na quarta semana, mesmo após o término do tratamento com anticorpo e 

retorno das células para a lesão, a lesão continuará menor do que a dos animais que não sofreram 

a retirada dessa população de células.  

Ao estudarmos o papel da IL-18 nos modelos experimentais na literatura, nos deparamos 

com vários modelos de patogenias crônicas em que a IL-18 age diretamente. Na artrite induzida 

pela IL-18, há um aumento do IFN-γ e outras citocinas inflamatórias, assim como o aumento 

do infiltrado inflamatório e, consequentemente, aumento da erosão da cartilagem das 

articulações (Leung, B.P. et al., 2001). Encontra-se, também, a associação dos níveis de IL-18 

no plasma com a exacerbação da patologia e inflamação em pacientes com dengue, leptospirose 

e febre entérica (Michels et al., 2015). A IL-18 participa da mediação dos níveis de IL-1 e 

influencia no desenvolvimento de disfunção cardíaca, pois leva ao aumento dos níveis de IFN-

γ, que ativa macrófagos, de maneira que há aumento do dano no tecido cardíaco, levando ao 

aumento da formação de tecido fibroso (Toldo et al., 2014). Ela está relacionada, também, com 

a piora do quadro de enfisema pulmonar de pacientes fumantes, também pelo aumento de tecido 

fibroso causado pela destruição do tecido saudável pelos macrófagos ativados pelo IFN-γ 

(Kratzer et al., 2013). A IL-18 está associada com a piora de quadros de psoríase, pois está 

relacionada ao aumento da quantidade de células Th1 e Th17 nas lesões (Ohta et al., 2001; 

Companjen et al., 2004a), já demonstrando que a IL-18 tem certa influência em doenças de 

pele. Ao analisarmos a IL-18 em protozooses como a doença de Chagas, há indícios de que 

certos polimorfismos no gene que codifica a IL-18 em humanos estão associados diretamente 

com a suscetibilidade a infecção por Trypanossoma cruzi (Nogueira et al., 2015; Leon 



108 

Rodriguez et al., 2016). Em modelos murinos, a IL-18 parece induzir diretamente a miocardite 

em camundongos infectados pela cepa Colombiana de T. cruzi (Esper et al., 2014).  

 Como a IL-18 tem um papel importante no desenvolvimento de diversas patologias 

crônicas, como em algumas doenças de pele, decidimos estudar o seu papel em um modelo de 

protozoose crônica com uma lesão cutânea: o modelo de leishmaniose cutânea causada pela 

Leishmania amazonensis. Ao trabalharmos com modelos de infecção pelos parasitos do gênero 

Leishmania, há de se preocupar com a forma com que a infecção será feita: se pela via natural, 

utilizando o vetor infectado, ou pela via artificial, utilizando quantidade de parasito controlada 

e inóculo com agulha. Nos modelos em que se opta pela infecção utilizando o vetor, não há o 

controle da quantidade de parasitos, que, em sua maioria, são poucos, menos de 600 parasitos 

(Kimblin et al., 2008). Nesse modelo, juntamente com os parasitos, há o inóculo do gel a base 

de proteofosfoglicanos, presente no terço distal do tubo digestório do vetor, além de saliva. 

Esses componentes também geram resposta inflamatória e influenciam no curso da lesão nos 

animais (Belkaid et al., 2000; Luz et al., 2018). Por exemplo, já foi demonstrado que 

componentes da saliva dos flebotomíneos participam no recrutamento de neutrófilos para o 

local da infecção (Peters et al., 2008; Coutinho-Abreu et al., 2015). Além disso, foi 

demonstrado que a microbiota do vetor também influencia na inflamação no foco da infecção, 

aparentemente via ativação do inflamassoma (Dey et al., 2018). Porém, há diversos fatores que 

dificultam a utilização desse modelo, como a manutenção dos insetários, o controle da 

quantidade de parasitos inoculados e o sucesso da infecção (Kimblin et al., 2008). Um modelo 

mais amplamente utilizado é o da infecção feita pelo inóculo de uma quantidade controlada de 

parasitos utilizando agulha. Nas décadas de 1980 e 1990, a via de inóculo predominante era via 

subcutânea, sendo a infecção feita na pata. Porém, com o tempo, a via de infecção intradérmica, 

sendo o inóculo feito na orelha, foi ganhando espaço nos estudos. Isso ocorreu, pois durante a 

infecção natural no ato do repasto sanguíneo feito pelos vetores, os parasitos são inoculados na 

camada intradérmica e não na camada subcutânea, ou seja, a via de infecção intradérmica reflete 

melhor as condições naturais de infecção (Sacks e Melby, 2001).  

Para os nossos experimentos preferimos utilizar a via intradérmica; porém, esbarramos 

em uma outra questão: a quantidade de parasitos. Alguns defendem que quantidades menores 

do que 1000 parasitos é o ideal, pois se assemelha mais à quantidade das infecções naturais. 

Porém, há outros fatores que influenciam na infecção, como os citados anteriormente, que 

auxiliam a geração de uma resposta inflamatória robusta. Para definirmos a quantidade de 

parasitos, infectamos nossos animais com quatro quantidades diferentes de promastigotas 
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metacíclicas de L. amazonensis: 102, 103, 104 e 105.  Verificamos que há um atraso do 

fenômeno, no caso a diferença entre as lesões dos animais selvagens e deficientes para a IL-18, 

nas quantidades menores ou iguais a 1000 metacíclicas. Porém, em quantidades muito altas, 

como 105 ou mais, há uma resposta exacerbada e uma lesão muito grande, o que pode afetar a 

interpretação do fenômeno. Esse atraso da lesão e resposta imune mais branda em quantidades 

menores de parasitos e exacerbação da resposta em quantidades maiores já foi verificado outras 

vezes em modelos de infecção por Leishmania (Cortes et al., 2010; Ribeiro-Gomes et al., 2014). 

Ao analisarmos a quantidade de parasito na lesão dos animais, apenas na infecção com 103 

promastigotas de L. amazonensis é que o animal IL-18 KO apresentou menor quantidade de 

parasitos, o que coincide com achados anteriores do nosso grupo (Sousa et al., 2015). Nesse 

trabalho do nosso grupo, foi demonstrado que os animais IL-18 KO apresentaram menor 

atividade de arginase nas lesões quando comparados com os animais selvagens. Dentre todas 

as quantidades de parasitos que utilizamos, apenas na infecção feita com 103 parasitos é que 

encontramos menor quantidade de parasitos na lesão e no linfonodo drenante dos animais IL-

18 KO. A IL-18 é uma indutora da produção de IFN-γ e já foi demonstrado que o IFN-γ tem a 

capacidade de induzir a expressão do Transportador de Aminoácidos Catiônicos 2B (CAT2B) 

em macrófagos, sendo que o CAT2B é um transportador da L-arginina. Essa L-arginina pode 

ser utilizada pelos parasitos para a produção de poliaminas para o seu crescimento (Mantovani 

et al., 2004; Wanasen et al., 2007; Carroll et al., 2008). Talvez por isso no animal WT haja 

mais parasitos do que animal IL-18KO, mas ainda não é claro do porquê desse fenômeno 

acontecer apenas na infecção feita com 103 parasitos. Alguns trabalhos definem a quantidade 

de 104 como ideal, pois gera uma resposta imunológica robusta e não há uma quantidade muito 

grande de parasitos no inóculo, sendo amplamente utilizada (Lima-Junior et al., 2013; Carneiro, 

M.B. et al., 2015; Seyed et al., 2018). Por esse motivo, escolhemos continuar os experimentos 

fazendo as infecções com 104 promastigotas metacíclicas da L. amazonensis.  

Ao analisarmos a produção da IL-18 durante a infecção, encontramos o pico da 

produção de IL-18 na quarta semana, o que coincide com a exacerbação da diferença entre a 

lesão do camundongo selvagem e do camundongo IL-18 KO. Ou seja, temos o aumento da 

lesão nos animais selvagens juntamente com o aumento do nível da IL-18. O aumento de IL-

18 está associado a diversas condições patológicas. Em um trabalho que investigou os níveis 

de IL-18 a fim de correlacioná-los com a presença do adenocarcinoma de pâncreas, mostrou-se 

que a IL-18 está aumentada em pacientes com adenocarcinoma de pâncreas e em pacientes não 

responsivos à quimioterapia (Usul et al., 2017). Também foi publicado um trabalho que 
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demonstrou uma correlação entre os níveis aumentados da IL-18 livre, já que analisaram a 

presença da IL-18 e da IL-18BP, com o diagnóstico positivo para síndrome de Sjögren (Liuqing 

et al., 2017). Também foi encontrada correlação entre o diagnóstico positivo para a miocardite 

viral com altos níveis da IL-18 no soro dos pacientes (Wang et al., 2016). Em uma meta-análise 

feita a partir dos trabalhos com pacientes com cirrose hepática, foi encontrada correlação entre 

altos níveis da IL-18 com o diagnóstico da doença (Puthumana et al., 2016). Ou seja, o aumento 

dos níveis da IL-18 está associado a diversas patologias, eventualmente com o agravamento 

dos processos inflamatórios, inclusive em doenças de pele como a psoríase, em que a IL-18 

parece estar associada à estimulação de células dendríticas a produzirem IL-23, que, juntamente 

com a IL-18, induz células Th17 e células T γδ a produzirem IL-17. Isso leva a um agravo das 

lesões de psoríase (Nakano et al., 2003; Companjen et al., 2004a; Inoue et al., 2011; Lee et al., 

2015; Aira et al., 2018).  

A L. amazonensis demora cerca de oito dias para se diferenciar em amastigota e a se 

replicar de maneira expressiva no hospedeiro mamífero, mas, mesmo com o crescimento lento, 

o parasito consegue evadir as respostas imunes e se estabelecer (Courret et al., 2001; Qi et al., 

2004). Ao analisarmos o curso de infecção nos primeiros sete dias e a produção de citocinas, 

não encontramos diferenças na produção das citocinas IFN-γ, TNF e IL-12p70, assim como 

não encontramos diferenças no tamanho das lesões e na quantidade de parasitos nas lesões e 

nos linfonodos drenantes entre os camundongos selvagens e IL-18 KO. Talvez nesse momento 

em que o parasito está se estabelecendo no novo hospedeiro, não haja a formação de uma 

resposta inflamatória consistente e robusta, o que se reflete na lesão ainda bastante pequena.   

A infecção pela L. amazonensis difere das infecções pelas outras espécies de 

Leishmania. Os modelos murinos, que em sua maioria são suscetíveis à infecção por L. 

amazonensis, desenvolvem lesões duradoras, formação de um vacúolo parasitóforo grande e 

com mais de um parasito e manutenção de uma carga de parasitos alta (Soong et al., 1997). 

Uma outra característica das infecções nos modelos murinos pela L. amazonensis é que esse 

fenótipo de suscetibilidade não está relacionado à formação de uma população de células Th2 

ou Th1, mas sim uma ativação de células T CD4+ , relacionadas a um perfil Th1, mas capazes 

de produzir IFN-γ, IL-10 e IL-17, o que gera um ambiente inflamatório mais complexo do que 

o balanço IL-4/Th2 e IFN-γ/Th1 encontrado na infecção por L. major (Xin et al., 2007). Nossos 

achados também demonstram um papel crucial das células T CD4+ na manutenção das lesões 

na infecção por L. amazonensis. Observamos em nossos resultados que a expressão do receptor 

da IL-18 ocorre de maneira significativa após a quarta semana de infecção, o que coincide com 
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o aumento da diferença entre as lesões dos animais selvagens e IL-18 KO e com o pico de 

produção de IL-18. Já é sabido que as células T CD4+ expressam receptor de IL-18 e que, como 

mostrado no trabalho de Soong e colaboradores (1997), as células T CD4+ desempenham um 

papel crucial na patogênese da infecção por L. amazonensis. Nesse trabalho relacionou-se a 

presença da população de células CD4+ com a formação da lesão nos animais C57BL/6, sendo 

que, provavelmente, essa população é relacionada ao perfil Th1. Ao fazermos a depleção das 

células T CD4+ em nosso modelo, identificamos a diminuição das lesões dos camundongos 

C57BL/6. O que nos intrigou nesse dado foi que, ao depletarmos as células T CD4+ dos animais 

selvagens e dos animais deficientes para a IL-18, os dois animais tiveram a diminuição da lesão 

durante o tratamento, provavelmente devido à diminuição do número de células na lesão. Após 

o fim do tratamento na sexta semana de infecção, os animais selvagens mantiveram as lesões 

menores do que a dos animais selvagens tratados com IgGs não relacionadas; porém, as lesões 

dos animais IL-18 KO aumentaram e se igualaram às lesões dos animais IL-18 KO tratados 

com IgGs. Dados do nosso grupo já haviam demonstrado, em um modelo de infecção por L. 

amazonensis na pata, que a depleção das células T CD4+ leva à diminuição da lesão. Porém, foi 

encontrada menor quantidade de parasitos nos animais depletados (Carneiro, M. B. et al., 2015) 

e a depleção das células T CD8+ não alterou o curso de infecção (dados não publicados). Em 

um modelo de infecção por L. amazonensis em camundongos BALB/c, a depleção das células 

T CD4+ também gerou uma menor lesão (Silva et al., 1994). Então, qual seria o papel da IL-18, 

das células T e suas ações em conjunto no desenvolvimento de lesões cutâneas? 

A nossa hipótese é de que nesse momento, entre a terceira e quarta semana de infecção, 

a ativação das células T CD4+ pela IL-18 é importante para a manutenção de um balanço 

inflamatório essencial para a manutenção da lesão, visto que a IL-18 tem a capacidade de 

induzir perfis Th1, Th2 e Th17 (Nakanishi et al., 2001). Por muito tempo se discutiu sobre o 

paradigma Th1/Th2 e de como, por exemplo, na infecção por L. major o balanço com mais 

células Th1 do que células Th2 estava associado à resistência e um balanço com mais células 

Th2 do que células Th1 estava associado à suscetibilidade (Scott e Novais, 2016). Nas últimas 

décadas, a plasticidade e complexidade da resposta mediada por células T foi sendo descoberta 

e a dicotomia Th1/Th2 não é mais suficiente para explicar a inflamação. Foram descritas, então, 

outras populações como as células Th17/Treg. Por exemplo, no caso da psoríase, as lesões e a 

inflamação estão relacionados a uma maior quantidade de células Th1 e Th17 e uma pequena 

quantidade de células Th2 e Treg (Belge et al., 2014). No caso da asma, já foi reportado que o 

aumento da gravidade da inflamação nos pulmões está relacionado tanto com uma maior 
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quantidade de células Th2 como de células Th17 e menor quantidade de células Th1 e Treg 

(Wilson et al., 2009; Alcorn et al., 2010). Já a população de células Treg está associada à 

mediação da inflamação, prevenção de doenças autoimunes e geração de tolerância (Piccirillo 

et al., 2008; Ohkura et al., 2013). Ao aumentar a quantidade de células Treg em relação às 

outras populações de células T e, consequentemente, ocorrer o aumento da IL-10, há ativação 

de macrófagos em um perfil que está associado ao reparo tecidual (King et al., 2014; Wynn e 

Vannella, 2016). Ou seja, o balanço entre as quantidades de células Th1, Th2, Th17 e Treg 

estão associados à patogenicidade ou ao controle da inflamação. Em nossos experimentos, 

resolvemos, então, modificar o balanço entre as populações Th1, Th2, Th17 e Treg ao 

depletarmos as células T CD4+ a partir da terceira semana de infecção até a sexta semana de 

infecção. Ao retirarmos essas células T CD4+ na quarta semana de infecção, mesmo que elas 

retornem após a remoção do anticorpo do sistema, a lesão dos animais C57BL/6 continuou 

menor do que a dos animais tratados com IgG. No caso dos animais que sofreram a depleção, 

o balanço entre as células Th1, Th2, Th17 e Treg já foi alterado, e no caso dos animais C57BL/6, 

parece ser suficiente para impedir o desenvolvimento progressivo da lesão, mesmo não 

alterando a quantidade de parasitos. Já o animal deficiente para a IL-18, como as suas células 

T CD4+, nunca entraram em contato com a IL-18; a retirada dessas células na quarta semana de 

infecção apenas atrasou o desenvolvimento da lesão. Ao analisarmos os perfis de células T 

CD4+, relacionando as células T-bet+ com o perfil Th1, as células Gata3+ com o perfil Th2, as 

células RorγT+ com o perfil Th17 e as células Foxp3+ com as células reguladoras (Zhou et al., 

2009; Luckheeram et al., 2012), verificamos que, após o tratamento com anti-CD4+, quando as 

células CD4+ já retornaram, os animais deficientes para a IL-18 apresentaram uma maior 

quantidade de células T-bet+ na orelha, se compararmos com a quantidade dessas células na 

orelha do animal tratado com IgG. Ou seja, houve um aumento da quantidade de uma população 

de células em um perfil Th1 na lesão dos animais KO que foram tratados com Gk1.5. Com 

relação à população Gata3+, encontramos um aumento dessa população nos animais selvagens 

e IL-18 KO que foram tratados com Gk1.5, tanto na lesão quanto nos linfonodos. Isso, também, 

após uma semana depois do último tratamento. O animal IL-18 KO que foi tratado com Gk1.5 

apresentou um aumento dos perfis de células Th1 e Th2 na orelha após a remoção do anticorpo 

do sistema. Talvez isso explique o retorno da lesão desses animais ao mesmo patamar da lesão 

dos animais KO tratados com IgG. Notamos o aumento, também, de células Th17 na lesão dos 

animais C57BL/6 e IL-18 KO, que foram tratados com anti-CD4. Ou seja, após a depleção, 

quando já havia passado uma semana do último tratamento e as células CD4+ já retornavam 

para a lesão, temos na lesão do animal IL-18 KO uma maior população de células Th1, Th2 e 
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Th17 e sem alterações na população de células reguladoras. Já o animal selvagem tratado com 

anti-CD4, uma semana depois do último tratamento, apresentou um aumento na quantidade de 

células Th2 e Th17 na lesão quando comparado com o animal selvagem tratado com IgG, além 

de apresentar uma tendência ao aumento da população de células reguladoras. Ou seja, a 

retirada das células T CD4+ nesse momento da infecção acarreta uma mudança no balanço das 

células Th1, Th2, Th17 e Treg na lesão dos animais, tanto dos animais selvagens quanto dos 

animais deficientes para a IL-18. Entretanto, essa mudança não foi capaz de manter a lesão dos 

animais KO menores que a dos animais KO tratados com IgG. Já a mudança do perfil de células 

no animal selvagem tratado com anti-CD4 foi capaz de diminuir e manter a lesão menor do que 

a do animal tratado com IgG, pelo menos até a oitava semana de infecção. Em um trabalho 

bastante elegante em um modelo de infecção pelo T. cruzi, demonstrou-se que a retirada do 

sinal via IL-18R das células T CD4+ diminuiu a frequência e número de células Th1, mas não 

afetou a quantidade e frequência das populações de células T CD8+, sendo que a transferência 

adotiva de células T CD4+ de animais selvagens para animais IL-18r1 KO aumentou a 

resistência destes à infecção (Oliveira et al., 2017).  

Já ao olharmos mais atentamente para o perfil das células T CD4+ nos animais tratados 

com IgG para verificarmos as diferenças entre os animais IL-18 KO e WT, verificamos que o 

animal selvagem apresenta uma maior quantidade de células Th1 na quarta semana de infecção 

no linfonodo drenante e uma maior quantidade na sétima semana de infecção na lesão quando 

comparado com o animal IL-18 KO. O animal selvagem também apresenta maior quantidade 

de células Th2 e Th17 do que o animal KO. Com relação às células Treg, não há diferenças na 

quantidade entre os animais selvagens e os animais IL-18 KO. Ao verificarmos as citocinas na 

quarta semana de infecção, observamos que os animais selvagens apresentam mais células T 

CD4+ e células TCRβ- IL-4+ na lesão e mais células T CD4+ e células TCRβ-  IFN-γ+ no 

linfonodo drenante do que os animais IL-18 KO. Ou seja, a ausência da IL-18 parece acarretar 

a manutenção de um ambiente com menos células Th1, Th2 e Th17 na lesão e uma menor 

presença de células produtoras de IL-4 e IFN-γ, o que faz bastante sentido, visto que a IL-18 

participa do aumento dessas populações celulares (Carroll et al., 2008). O que é interessante é 

que, no caso da infecção por L. amazonensis, a IL-18 parece aumentar simultaneamente tanto 

populações Th1 quanto populações Th2; no caso da quarta semana de infecção, isso ainda 

acontece de forma particionada. Aparentemente, esse ambiente mais inflamatório do animal 

selvagem para a IL-18 é suficiente para promover a manutenção da lesão, mas não para eliminar 

o parasito. Assim, temos um ambiente danoso, sem resolução da infecção. No caso do animal 
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KO, observamos um ambiente ainda incapaz de eliminar o parasito, mas menos danoso para o 

tecido, o que acarretaria a lesão menor. Mas caso alteremos o balanço, por exemplo, depletando 

a IL-10 desses animais, a lesão se exacerba. Além disso, as células que foram primadas pela 

IL-18, se transferidas para o animal IL-18 KO, parecem, também, alterar o balanço da resposta 

inflamatória, acarretando, igualmente, na exacerbação da lesão. Esse fenômeno não foi 

observado quando o animal IL-18 KO foi tratado com as células do linfonodo dos animais 

também deficientes para a IL-18. Ao analisarmos as lesões em comparação com os animais não 

tratados, percebe-se que as lesões dos animais que receberam células do animal selvagem ou 

células do animal IL-18 KO juntamente com o anticorpo anti-IL-10R têm tamanho similar 

quando comparadas às lesões dos camundongos selvagens sem tratamento. A presença da IL-

18 parece estar relacionada à piora das lesões de camundongos no modelo de psoríase 

(Shimoura et al., 2017), assim como no modelo de dermatite atópica (Zedan et al., 2015). 

Aparentemente, em nosso modelo, as células do linfonodo drenante que foram ativadas em um 

ambiente com IL-18 já foram capazes de provocar a piora da lesão dos animais IL-18 KO 

tratados. De maneira interessante, ao alterarmos o balanço da resposta inflamatória dos animais 

deficientes para a IL-18 pelo tratamento com anti-IL-10R, também ocorreu a piora da lesão dos 

animais. Esses experimentos são importantes, pois definimos como está o perfil de ativação das 

células T durante a infecção pela L. amazonensis nos camundongos C57BL/6, assim como está 

o perfil das células IL-4+, IFN-γ+, IL-10+ e IL-17+. Nos camundongos deficientes para a IL-18, 

verificamos que a alteração desse perfil, mesmo que incapaz de alterar a quantidade de 

parasitos, foi suficiente para provocar uma lesão menor e, como mostrado na histologia, uma 

distribuição diferente do infiltrado inflamatório nas lesões. Ao alterarmos esse ambiente nos 

animais deficientes para a IL-18, seja colocando células do linfonodo dos camundongos WT, 

seja retirando a possibilidade de sinal via IL-10, conseguimos aumentar a lesão desses animais. 

Há muito se discute acerca dos perfis de células T (Murphy e Stockinger, 2010) e da importância 

do mapeamento desses perfis nos modelos de diversas patologias, como na leishmaniose (Nylen 

e Gautam, 2010; Scott e Novais, 2016), na psoríase (Quaglino et al., 2011) e no lúpus (Talaat 

et al., 2015). 

No animal WT, quase 85% das células CD4+ no linfonodo drenante estão no perfil Th1 

na quarta semana de infecção e mais de 20% dessas células são CD4+IFN-γ+. Perfil que não 

encontramos nos animais IL-18 KO, já que neles cerca de 70% das células CD4+ no linfonodo 

drenante são do perfil Th1 e apenas 0,2% são CD4+IFN-γ+. Soong e colaboradores já haviam 

descrito que as células CD4+ estão ligadas ao desenvolvimento das lesões nos animais C57BL/6 
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infectados pela L. amazonensis e que essas células seriam do perfil Th1. Em nosso modelo, 

adicionamos, então, a informação de que a IL-18 parece estar envolvida na formação dessa 

população de células Th1, mas, mais do que comprometida com a proliferação de uma 

população T-bet+, comprometida com uma população CD4+IFN-γ+. A manutenção dessa 

população e a formação de um balanço entre as populações Th1 (IFN-γ+), Th2 (IL-4+), Th17 

(IL-17+) e Treg (IL-10+) parecem estar envolvidas na manutenção de um ambiente propício 

para o desenvolvimento das lesões nos animais infectados. 

Já no caso da carragenina, um modelo de inflamação aguda (Handy e Moore, 1998), a 

presença da IL-18 parece estar relacionada, também, à piora das lesões. A lesão, em nosso 

modelo, surge já nas primeiras horas, mas se diferenciam a partir da vigésima quarta hora, com 

pico na quinquagésima sexta. Após setenta e duas horas, as lesões começam a diminuir tanto 

nos animais WT como para os animais deficientes para a IL-18. Ou seja, mesmo em um modelo 

em que aparentemente há maior participação de células da imunidade inata, como macrófagos, 

células dendríticas e neutrófilos (Leung, B.P. et al., 2001), a IL-18 parece modular o ambiente 

inflamatório em prol do aumento das lesões. Um dado bastante interessante e que nos levou a 

pensar na modulação da resposta inflamatória via regulação do receptor da IL-18 foi a presença 

do receptor da IL-18 nos monócitos inflamatórios, nos macrófagos, nas células dendríticas e 

nos neutrófilos. Como publicamos anteriormente, os macrófagos de C57BL/6 derivados de 

medula óssea, mesmo estimulados com IL-12 e IL-18, não expressam o receptor da IL-18 

(Sousa et al., 2015). Segundo dados anteriores do nosso grupo, ao analisarmos a expressão do 

receptor da IL-18 nas populações de células inflamatórias na infecção por L. amazonensis, não 

encontramos presença expressiva do receptor da IL-18 nos macrófagos, monócitos 

infamatórios, neutrófilos e células dendríticas. Encontramos apenas o receptor nas células NK 

e células T CD4+ e CD8+, sendo que o dado mais interessante foi o da expressão nas células T 

CD4+, como mostrado. O interessante, ao analisar esses dados comparativamente, é que, no 

modelo de infecção, as células que são parasitadas pela leishmania, como os neutrófilos, 

macrófagos, monócitos e células dendríticas (Liu e Uzonna, 2012; Ribeiro-Gomes e Sacks, 

2012; Romano et al., 2017) não apresentaram o receptor da IL-18, mas as células não 

parasitadas apresentaram. Já no modelo inflamatório da carragenina, essas populações celulares 

que não apresentaram receptor da IL-18 na infecção por L. amazonensis apresentam o IL-18R. 

Isso nos levou a pensar se o parasito modula de alguma maneira a expressão desse receptor, a 

fim de regular a resposta inflamatória na lesão. Como já foi demonstrado, a L. major tem a 

capacidade de modular a expressão de receptores de CCL2 e CCL3 nas células dendríticas, 
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alterando, assim, a capacidade migratória dessas células para os linfonodos drenantes e para o 

sítio de infecção (Steigerwald e Moll, 2005). 

O professor do departamento de Bioquímica e Imunologia da UFMG, Helton Santiago, 

gentilmente nos cedeu os seus dados (ANEXO ). Santiago utilizou os mesmos modelos que nós 

utilizamos, ou seja, infecção pelo parasito L. amazonensis (tanto na orelha como na pata) e 

inflamação induzida pela carragenina. Porém, ao invés de utilizar o camundongo C57BL/6, ele 

utilizou os camundongos BALB/c. Para a infecção na orelha, Santiago utilizou 103 formas 

promastigotas do parasito e encontrou uma menor lesão nos animais selvagens quando 

comparados com os animais deficientes para a IL-18. O mesmo foi encontrado no modelo de 

infecção na pata, agora utilizando 106 parasitos na fase estacionária. Fato bastante interessante 

encontrado por Santiago foi que os animais C57BL/6 IL-12 KO infectados na pata com L. 

amazonensis apresentaram maior lesão do que os animais selvagens e do que os animais IL-18 

KO. Ou seja, em um ambiente sem IL-12 há exacerbação da lesão e em um ambiente sem IL-

18 há diminuição da lesão. 

No caso da infecção por L. major, o tratamento com a IL-18 recombinante estava 

associado à piora das lesões dos animais BALB/c e C57BL/6; porém, os animais C57BL/6 

ainda conseguiam se curar em tempos mais tardios (Xu et al., 2000). No nosso caso, 

independente do fundo genético dos animais, a IL-18 parece estar associada à piora das lesões, 

mas sem alterar a quantidade de parasitos, visto que nos experimentos com a infecção por L. 

amazonensis na pata e na orelha dos camundongos BALB/c, Santiago não encontrou diferença 

na quantidade de parasitos entre os animais WT e KO, mesmo tendo encontrado a diferença nas 

lesões. Este resultado está de acordo com o que observamos nos camundongos C57BL/6. Ao 

desafiar os camundongos BALB/c com carragenina, Santiago, mais uma vez, encontrou lesões 

aumentadas nos animais selvagens quando comparadas com a lesão nos animais IL-18 KO, 

porém, com o pico da lesão na vigésima quarta hora. Os animais que o professor Helton utilizou 

para os experimentos com carragenina foram cedidos pelo Centro de Bioterismo (CeBio) da 

UFMG. Já em nossos experimentos com carragenina, utilizamos animais SPF cedidos pelo 

Biotério central da UFMG.  

Em nossos experimentos com camundongos C57BL/6 vindos do CeBio e desafiados 

com carragenina, o pico da lesão também aconteceu na vigésima quarta hora. Mais uma vez, 

independente do fundo genético do animal, seja no modelo de infecção pela L. amazonensis ou 

na indução de inflamação pela carragenina, a IL-18 parece estar associada à piora das lesões. 
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Por exemplo, o tratamento dos camundongos em um modelo de aterosclerose com a IL-18BP 

foi capaz de impedir a progressão da placa aterosclerótica (Mallat et al., 2001), assim como 

houve diminuição da destruição da cartilagem em modelos murinos de artrite quando tratados 

com IL-18BP ou anti-IL-18, ou em camundongos deficientes para a IL- 18 (Wei et al., 2001; 

Haas et al., 2006), sendo que, no caso da artrite, esse mecanismo parece ser independente do 

IFN-γ (Gracie et al., 1999). Em modelos de lesão cerebral traumática, o tratamento com IL-

18BP provocou recuperação neurológica avançada em 7 dias em comparação com os animais 

não tratados. Porém, não houve melhora do edema (Yatsiv et al., 2002). Em um modelo 

murinho de colite induzida pelo ácido trinitrobenzenossulfônico (TNBS), o tratamento com IL-

18BP reduziu o dano na mucosa intestinal e reduziu o escore da colite (Ten Hove et al., 2001). 

No modelo murino de linfo-histiocitose hemofagocítica, o tratamento com IL-18BP diminuiu 

os níveis de TNF e IFN-γ, assim como diminuiu o dano tecidual no baço e fígado dos animais 

tratados quando comparados com os que não receberam tratamento (Chiossone et al., 2012). 

Ou seja, fica claro que o bloqueio da IL-18 tem se mostrado bastante eficaz em diminuir a 

inflamação e a patogenicidade em diversos modelos de estudo de processos patológicos.  

Em nosso trabalho, fica claro, também, que a IL-18 parece ter um papel crucial na 

montagem de um ambiente inflamatório propício para o desenvolvimento das lesões na infecção 

por L. amazonensis, modulando a resposta inflamatória via células T CD4+. Mais interessante, 

aparentemente a influência da IL-18 parece ser tempo dependente, ou seja, para a manutenção 

da lesão, as células T precisam ser primadas pela IL-18 entre a terceira e quarta semana de 

infecção. Caso retiremos essas células nesse momento, a primagem ocorrerá em um tempo 

tardio e não será capaz, a curto prazo, de gerar um perfil de resposta que levaria ao aumento da 

lesão, como foi demonstrado nos animais C57BL/6 tratados com anti-CD4.   
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A IL-18 é uma citocina extremamente versátil, que consegue agir estimulando respostas 

inflamatórias com o envolvimento de diversos perfis celulares. Em nosso trabalho, mostramos 

que a produção da IL-18 tem seu pico no momento da exacerbação das lesões nos camundongos 

C57BL6. Além disso, nesse momento, temos o aumento da expressão da cadeia α do IL-18R 

nas células T CD4+ em relação aos outros tempos na infecção. Seriam, então, as células T CD4+ 

importantes para a manutenção da lesão? 

 Demonstramos que a retirada dessa população de células na quarta semana de infecção 

nos animais selvagens alterou o perfil do desenvolvimento da lesão, havendo a manutenção de 

uma lesão menor do que a do animal selvagem que não sofreu a depleção das células T CD4+. 

A outra questão era se a presença da IL-18 geraria um perfil de células T CD4+ diferente do 

perfil dos animais sem a IL-18. Mostramos, então, que, nos animais selvagens, há uma 

população robusta de células ligadas a um perfil predominantemente Th1 na quarta e oitava 

semana de infecção. Porém, se feita a depleção das células T CD4+, após a retirada do anticorpo 

do sistema e retorno das células, encontramos, na oitava semana de infecção, maiores 

quantidades de células no perfil Th2 e Th17 do que nos animais selvagens não depletados, o 

que veio acompanhado de uma lesão menor. Notamos, então, que mudanças nesse perfil, em 

que há um predomínio de células Th1 na quarta e oitava semana de infecção e um predomínio 

de IL-4 na orelha e de IFN-γ no linfonodo drenante na quarta semana de infecção, foi 

acompanhado de uma redução das lesões, como ocorreu nos animais selvagens depletados e 

como ocorre nos animais IL-18 KO. Algo interessante é que a transferência de células do 

linfonodo drenante dos animais selvagens para os animais IL-18 KO foi suficiente para o 

aumento das lesões. Nossos experimentos apontam, também, para novas perspectivas de 

investigação, por exemplo, na possibilidade de o parasito L. amazonensis modular a expressão 

do receptor da IL-18, conferindo, assim, ao parasito, a capacidade de orquestrar uma resposta 

inflamatória mais favorável para a sua replicação.  

 A IL-18 na infecção por L. amazonensis parece, então, modular a formação de uma 

população de células predominantemente Th1 e a produção de IL-4 e IFN-γ, promovendo a 

manutenção de um ambiente propício para o desenvolvimento progressivo das lesões, mas 

ainda assim incapaz de eliminar o parasito. Dessa maneira, a sinalização via o receptor da IL-

18 pode ser um alvo interessante para a modulação da resposta das células Th0, seja nos 
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modelos de infecção pela L. amazonensis ou pela indução de inflamação pela carragenina.  

Esses dados são importantes, pois a IL-18 parece ser um alvo interessante para o controle de 

lesões cutâneas, visto que a sua ausência está associada a lesões menores em mais de um modelo 

de inflamação na pele e em mais de um modelo murino.  Além disso, salientamos que a IL-18 

tem a capacidade de modular mais de um tipo de resposta nas células T CD4+, estando 

relacionada a um aumento das células IL-4+ nas lesões e um aumento das células IFN-γ+ no 

linfonodo drentante, o que mais uma vez, frisa a versatilidade dessa citocina.  
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Figura 1: Dados gentilmente cedidos pelo professor Helton Santiago.  

Em A e B: Os camundongos foram infectados com 1000 formas metacíclicas de L. amazonensis em ambas as 

orelhas e lesões acompanhadas por 16 semanas. Em  C e D: Camundongos foram infectados com 1x106 formas 

estacionárias de L. amazonensis na pata traseira e a lesão foi acompanhada por 9 semanas. Em E e F Os 

camundongos C57BL/6 foram infectados com 1x106 formas estacionárias de L. Amazonensis na pata traseira e as 

lesões foram acompanhadas por 16 semanas. Em G: Os animais BALB/c e BALC/c IL-18 KO foram injectados 

com 300 mcg de carragenina na pata traseira direita e PBS na pata esquerda. A lesão foi medida a cada 12 horas. 
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