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Resumo

Na infeccdo por Leishmania amazonensis o modelo classico de polarizacao
Thl e Th2, encontrado no modelo de infeccdo com Leishmania major, ndo se aplica.
O que é descrito é um misto das respostas, alterando os perfis de suscetibilidade e
resisténcia nos modelos animais. A IL-18 € uma citocina pro-inflamatoria que possui
um papel duabio, polariza linfocitos T ao fendtipo Thl, pois tem a habilidade de induzir
a producao de IFN-y por células NK e linfécitos T, porém, dependendo do ambiente
em que ela se encontra, pode induzir um fenétipo Th2. Nosso trabalho visa identificar
o papel da citocina IL-18 no curso de infeccéo e desenvolvimento das lesdes cutaneas
em camundongos infectados por L. amazonensis. Nossos dados mostraram que
camundongo selvagem apresenta lesbes maiores do que as dos IL-18 KO desde o
inicio da infeccao. Além disso, nos tempos analisados, as duas linhagens apresentam
mesma carga parasitaria. Ja quanto ao perfil de citocinas, encontramos niveis
consideraveis de IL-4, IFN-y, TNF e IL-10, demonstrando que n&o ha polarizacdo das
células T helper para um tipo de resposta especifica. Ao analisarmos o perfil celular,
notamos que o camundongo selvagem tende a ter uma maior populacdo de células
inflamatorias, tais como células NK, mondcitos, macréfagos e neutréfilos nas lesées
cutaneas, sendo a diferenca no nimero de neutrdéfilos significativa na dltima semana
de infecc¢édo, coincidindo com presenca aumentada de tecido necrotico cutaneo nesse
animal no mesmo tempo. Vimos, também, que macréfagos derivados de medula nao
expressam niveis significativos do receptor de IL-18 frente a diversos estimulos, e s&o
igualmente suscetiveis a infec¢cdo. Porém, durante o curso de infec¢cao identificamos
a uma macica porcentagem de células T CD4+ e CD8+ expressando o receptor para
IL-18 apos a quarta semana de infeccéo, o que coincide com o surgimento da lesdo

exacerbada no camundongo selvagem, assim como pode ser associada, também,
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com o pico de producdo de IL-18 visto por ELISA. Em conclusdo, nossos dados
sugerem um que a IL-18 esta parcialmente envolvida na suscetibilidade a infeccéo por
L. amazonensis. Isso ocorre provavelmente devido a interagédo da IL-18 com linfocitos
T, e talvez esteja envolvida também na migracdo celular e manutencdo da via de

ativacao do inflamassoma, impedindo a via da piroptose.

Palavras-chaves: leishmaniose; IL-18; Leishmania amazonensis
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Abstract

In infection by Leishmania amazonensis the classic model of Thl and Th2
polarization, found in the model of infection with Leishmania major, does not apply. A
mixture of responses not fitting the profiles of susceptibility and resistance is observed.
IL-18 is a pro-inflammatory cytokine that has a dubious role. It polarizes T lymphocytes
to theTh1 phenotype because it has the ability to induce the production of IFN-y by NK
cells and T lymphocytes. However, depending on the environment, it can induce a
Th2 phenotype. Our work aims at identifying the role of IL-18 in the course of infection
and development of skin lesions in mice infected by L. amazonensis. Our data showed
that the wild-type animals (C57BL/6) have larger lesions than those of IL-18 KO since
the beginning of the infection. In addition, at the times analyzed, the two strains have
the same parasite burden. We found considerable levels of IL-4, IFN-y, TNF and IL-10
in lesions, demonstrating that there is no polarization of T helper cells to a specific
response type. Analyzing the cellular profile, we noted that the wild-type lesions tend
to have a larger population of inflammatory cells, such as NK cells, monocytes,
macrophages and neutrophils. There were more neutrophils at the eight week of
infection in wild-type mice, which coincided with increased presence of necrotic tissue
in the skin. We have also seen that bone marrow-derived macrophages do not express
significant levels of IL-18 receptor in face of various stimulations. Macrophages from
IL-18 and wild type mice were equally susceptible to infection with L. amazonensis.
However, during the course of infection we identified a massive percentage of T cells
CD4+ and CD8+ expressing the receptor for IL-18 after the fourth week of infection.
This coincides with the appearance of the exacerbated lesion in wild-type mice and
can be associated with the peak production of IL-18 seen by ELISA. Our data suggests

that IL-18 is partially involved in susceptibility to infection by L. amazonensis. This is
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likely due to the interaction of IL-18 with T lymphocytes, and, perhaps, its involvement
in cell migration and maintenance of the inflammassome pathway, preventing

activation of the pyroptosis.
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1-INTRODUCAO

1.1-Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por diversas espécies de
parasitos do género Leishmania. S&o protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida e a familia Tripanosomatidae (CRUZ et al., 2002). A transmissao
da Leishmania ocorre quando ha in6culo do parasito pelo vetor no hospedeiro
vertebrado. As diversas espécies de vetores pertencem aos géneros
Pheblotomus e Lutzomyia, sendo responsaveis pela transmissdo no Velho
Mundo e Novo Mundo, respectivamente (DESJEUX, 1996; ROGERS et al.,
2004). No mundo séo cerca de 20 espécies de Leishmania. Essas espécies,
normalmente séo relacionadas e agrupadas de acordo com as formas clinicas a

elas associadas (tabela 1) (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).



Manifestacao clinica Espécie

Velho Mundo, subgénero

Leishmania

Leishmaniose Visceral Leishmania donovani e Leishmania
infantum

Leishmaniose Cuténea Leishmania major, Leishmania

tropica e Leishmania aethiopica

Leishmaniose Cutanea Difusa Leishmania aethiopica

Novo Mundo, subgénero Leishmania

Leishmaniose Visceral Leishmania infantum
Leishmaniose Cutanea Leishmania infantum, Leishmania

mexicana, Leishmania pifanol e
Leishmania amazonensis

Leishmania mexicana e Leishmania
Leishmaniose Cutanea Difusa amazonensis

Novo Mundo, subgénero Viannia

Leishmaniose Cutanea Leishmania brasiliensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania
panamensis e Leishmania
peruviana

Leishmaniose mucocutanea Leishmania brasiliensis e
Leishmania panamensis

Tabela 1: Espécies de Leishmania. Adaptada de (WHO EXPERT COMMITTEE ON THE

CONTROL OF THE LEISHMANIASES; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010)

As duas principais formas clinicas da leishmaniose sdo: a forma cutanea
e a forma visceral. A leishmaniose cutanea (LC) € caracterizada pela aparicédo
de lesdes na pele restritas ao local da picada do vetor, porém essa forma clinica
da leishmaniose pode se diferenciar nas formas difusa e mucocutanea. A forma
difusa se caracteriza pela aparicéo de lesdes disseminadas néo restritas ao local
da picada e acomete, principalmente, pacientes imunossuprimidos. Ja a forma
mucocutanea € caracterizada pela aparicdo de lesbes na mucosa oro-nasal e
faringea, normalmente é uma forma de recidiva que acomete principalmente
pacientes do género masculino (ROGERS et al., 2004; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004). Na leishmaniose visceral (LV) os dois principais 6rgaos
afetados séo baco e figado, clinicamente identificados pelo tamanho aumentado.

Essa forma é considerada a manifestacdo mais grave das leishmanioses, pois &



a forma letal da doengca. A forma cutanea, assim como as formas difusa e
mucocutanea, ndo estdo associadas aos casos de mortalidade, porém
contribuem para a morbidade relacionada a doenca (HERWALDT, 1999;
THALHOFER et al., 2011; WHO EXPERT COMMITTEE ON THE CONTROL OF

THE LEISHMANIASES; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010).

Ha casos de leishmanioses em todos os continentes do globo, entretanto
é considerada endémica em pelo menos cinco dos continentes. O Brasil aparece
no quadro de paises com grande numero de casos, além de variabilidade de
vetores, reservatorios e espécies de Leishmania. A LV é endémica na india e
leste africano. H4 uma estimativa de 200 a 400 mil novos casos e cerca de 30 a
40 mil ébitos por ano causados pela forma visceral. Cerca de 90% desses novos
casos ocorrem em seis paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sud&o do sul
e Suddo. A LC é a forma mais comum das leishmanioses. Cerca de 95% dos
casos ocorrem nas Américas, Mediterraneo, leste e centro da Asia. O Brasil
aparece, mais uma vez, entre 0s seis paises em que dois ter¢cos dos novos casos
anuais ocorrem. Ha uma estimativa de 0,7 a 1,3 milhdo de novos casos ao ano
da forma cutanea. Ja a forma mucocutanea, cerca de 90% dos casos ocorrem
na Bolivia, Brasil e Peru. Apesar de as regides em que as leishmanioses sao
endémicas estarem concentradas nos tropicos, 0s casos nao sao restritos a area
tropical do globo, sendo, entdo, uma patologia que abrange grande territério.
Apesar desse fato, as leishmanioses sdo negligenciadas pelos 6rgaos de saude
e Institutos de pesquisa (ALVAR et al., 2012; WHO EXPERT COMMITTEE ON
THE CONTROL OF THE LEISHMANIASES; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). A pobreza aumenta o risco para as leishmanioses

devido as mas condi¢cdes de moradia, 0 que pode favorecer o surgimento de



criadouros do vetor. Além de que um aglomerado de pessoas em pequenos
comodos pode favorecer o repasto sanguineo das fémeas do vetor, o que
também favorece a transmisséo, assim como a construcdo em areas silvestres,
seja para urbanizacdo ou para fins agropecuarios, o0 que acarreta na
domesticacao do ciclo de transmisséo do parasito. Outro fator importante € que
a ma nutricdo, seja caréncia em proteinas, ferro, vitamina A e zinco aumentam
0 risco a infeccdo e ao desenvolvimento de formas mais graves da doenca

(ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006; MAROLI et al., 2013).

1.2-Ciclo de Vida dos parasitos do género Leishmania

Sao observadas duas formas distintas da Leishmania durante o seu ciclo
de vida. Sao elas a forma promastigota e a forma amastigota. A forma amastigota
é caracterizada pela forma ovoide e sem flagelo aparente. E a forma intracelular
encontrada no hospedeiro vertebrado, presente principalmente em células
fagocitarias mononucleares. A forma promastigota é afilada, flagelar e movel.
Est4 presente no trato digestorio do vetor invertebrado, sendo essa a forma
infectante do parasito. Quando as fémeas do vetor fazem o repasto sanguineo
em um hospedeiro vertebrado infectado, células contendo a forma amastigota
do parasito sdo ingeridas. Apos a ingestéo, essas células se rompem no terco
posterior do tubo digestorio do vetor, liberando, entdo, as formas amastigotas
(BAJENOFF et al., 2006; BATES, 2007; ROGERS; BATES, 2007; SCHAIBLE et
al., 1999). As amastigotas diferenciam-se na forma promastigota, que entram em

metaciclogénese e se diferenciam na forma promastigota metaciclica, menor e



com maior mobilidade, o que facilita a infec¢cao do hospedeiro vertebrado quando

o vetor fizer o proximo repasto sanguineo.

A mudanca de forma do parasito, juntamente com a mudanca de
hospedeiro, se d&, provavelmente, devido as diferencas de temperatura e pH
entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados (CAMPBELL; RAINEY, 1993;
SACKS; PERKINS, 1984). Apés a liberagdo da forma amastigota ingerida pelo
vetor no terco anterior do seu tubo digestério, o parasito se diferencia para a
forma prociclica. Esse processo ocorre na membrana periotréfica (MP), onde
essa forma mais alongada se replica. Com o aumento da quantidade de
parasitos, devido a replicacdo continua, o parasito se diferencia gradualmente
para a forma promastigota denominada nectomona. Apds cerca de 72 horas
depois do repasto sanguineo, a forma nectomona; flagelar, rompe a MP e migra
para o terco anterior do tubo digestorio do vetor (BATES, 1994). Ja na porgéo
anterior do aparelho digestorio do vetor o parasito, num processo dependente de
um glicolipideo chamado de lipofosfoglicano (LPG), insere seu flagelo na parede
do intestino do vetor (PIMENTA et al., 1992). Apés a insercdo do flagelo no
epitélio do aparelho digestério do hospedeiro invertebrado, o parasito se
diferencia para uma forma menor conhecida como haptomona, sendo essa a
outra forma replicativa do parasito. Nesse momento ha também parasitos ja
diferenciados na forma metaciclica, uma forma nao replicativa. Ou seja, a
replicacdo do parasito ocorre em dois momentos e em dois locais distintos no
hospedeiro invertebrado, primeiramente no terco posterior do intestino na forma
prociclica e posteriormente na por¢do anterior do intestino na forma haptomona
(JECNA et al., 2013; WILSON et al., 2010). Como ja ha, apés cerca de 5 dias

apos o repasto, formas metaciclicas no tubo digestério do vetor, este ja esta apto



a infectar os hospedeiros vertebrados (SACKS, 1989; SACKS; PERKINS, 1984).
A forma promastigota metaciclica é, entdo, a forma que infecta as células no
hospedeiro. Quando dentro das células, nos fagossomos, entram num processo
de diferenciacéo para as formas amastigotas, que sao as formas replicativas nas
células do hospedeiro vertebrado (BAJENOFF et al., 2006; SACKS; PERKINS,

1984).

Experimentalmente, utilizando o vetor Lutzomyia longipalpis infectados
com Leishmania mexicana, observou-se que a porcdo anterior do intestino do
hospedeiro vertebrado apresentava-se bloqueada por um gel produzido pelas
formas promastigotas do parasito, que tem como um de seus principais
componentes uma glicoproteina tipo-mucina, produzida apenas por protozoarios
do género Leishmania, conhecida como proteofosfoglicano filamentoso. Nesse
gel hd um acumulo de formas promastigotas metaciclicas do parasito. Além de
ser o ambiente provavel da ocorréncia da metaciclogénese, o gel, ao promover
o bloqueio do terco anterior do tubo digestério do vetor, dificulta o repasto
sanguineo do vetor no hospedeiro vertebrado. Isso acarreta num aumento do
tempo de repasto, o que facilitaria o indculo de parasitos na pele do hospedeiro.
Além de aumentar o tempo de repasto, devido a dificuldade em alimentar-se, o
vetor infectado, como tem o aparelho digestorio bloqueado pelo gel, tende,
também, a procurar outros hospedeiros para alimentar-se, ja que esse processo
€ mais dificil. Esse ambiente causado pelo parasito no vetor favorece a
transmissao de parasitos num maior nimero de hospedeiro, além do indculo de
uma gquantidade aumentada das formas promastigotas metaciclicas (BATES,
2007; ROGERS et al., 2004; ROGERS; BATES, 2007; ROGERS; CHANCE;

BATES, 2002).



1.3-Resposta imunolégica desenvolvida na infec¢éo por Leishmania

1.3.1- Modelo de infec¢cédo por Leishmania major

A correlagdo do modelo de suscetibilidade, representado pelo
camundongo BALB/c, e do modelo de resisténcia, representado pelo
camundongo C57BL/6, com uma polarizacdo de resposta do tipo Th2 e Thl,
respectivamente, frente a infeccdo por Leishmania major, abriu caminho para a
descricdo do papel dos componentes celulares e humorais da resposta
imunologica aos protozoarios do género Leishmania (LOCKSLEY et al., 1987;

MOSMANN et al., 2005).

A resposta polarizada do tipo Thl se caracteriza por altos niveis de IFN-y
acompanhados de baixos niveis de IL-4, ja a resposta Th2 apresenta um perfil
com altos niveis de IL-4 e baixos niveis de IFN-y (HEINZEL et al., 1989;
LOCKSLEY et al., 1987). Outra citocina que desempenha papel crucial no
desenvolvimento de células T CD4+ do tipo Thl é a IL-12, que, inicialmente
produzida por células dendriticas (DC), ativa as células Natural Killer (NK) a
produzirem IFN-y (SCHARTON-KERSTEN et al., 1995; SCHARTON-KERSTEN,;
SCOTT, 1995). Essa IL-12 acarreta tanto na polarizacdo das células para Thi,
como na sua manutencao durante a resposta imunolégica (PARK et al., 2002;
PARK; HONDOWICZ; SCOTT, 2000). Camundongos BALB/c quando tratados
com IL-12 revertem o quadro de suscetibilidade e se tornam resistentes a

infeccdo por Leishmania major, o que demonstra, claramente, o papel dessa



citocina na polarizacdo da resposta do tipo Th1(HEINZEL et al.,, 1993;
HONDOWICZ et al., 2000). Em sinergia com a IL-12, a citocina IL-18 age
amplificando o sinal de ativagdo de células NK, aumentando,
consequentemente, a producdo de IFN-y (KOSAKA et al., 2012). JA num
ambiente polarizado para Th2, a IL-4 € a citocina que orquestra a polarizacédo
dessa resposta. Camundongos BALB/c tratados com anti-IL-4 passam a produzir
maiores quantidades de IL-12, revertendo o quadro de suscetibilidade. Quando
camundongos C57BL/6 sé&o tratados com IL-4 recombinante, passam, entéo, a
ter uma resposta predominante do tipo Th2. Além de estimular um ambiente de
citocinas predominante da resposta Th2 com citocinas como IL-10 e IL-13, h&
indicios de que a IL-4 inibe a expressao de receptores para IL-12 em linfocitos T
e B. Ou seja, a resposta Th2, provavelmente, predomina sobre a Th1 ao inibir a
amplificacdo do sinal via IL-12 (CHATELAIN; VARKILA; COFFMAN, 1992;

HURDAYAL; BROMBACHER, 2014; SADICK et al., 1990).

Na infec¢éo por Leishmania major o perfil Th1l esta associado ao modelo
de resisténcia, pois a citocina IFN-y produzida, principalmente, por linfocitos e
células NK, atua diretamente nos macrofagos, que sédo as principais células
infectadas pelo parasito, além de ativarem outras células efetoras (MOSSER,;
EDWARDS, 2008). A combinacdo de dois sinais, IFN-y e TNF, resulta na
ativacdo de uma populagdo de macréfagos com atividade microbicida. Os
macrofagos ativados por essas citocinas produzem IL-12, que ativam mais
células T e NK a produzirem mais IFN-y (DALE; BOXER; LILES, 2008;
GORDON; TAYLOR, 2005; MACKANESS, 1977). Além de IL-12, macréfagos
classicamente ativados produzem TNF, que age de maneira autécrina,

aumentando o sinal de ativagdo, além de produzir outras citocinas pro-



inflamatorias como IL-1B e IL-18. O macréfago infectado e ativado produz, entao,
anions superoxido e radicais de oxigénio e nitrogénio. Através do metabolismo
do aminoacido L-arginina pela enzima oxido sintase indutivel (iNOS), héa
producédo de 6xido nitrico (NO), que mata o parasito intracelular. A expressao de
INOS é induzida por TNF (GREEN et al., 1990; MOSSER; EDWARDS, 2008;
O'SHEA; MURRAY, 2008). As células NK apresentam uma producéo de IFN-y
transiente, dessa maneira, a manutencdo de macréfagos ativados € feita pela
producdo de IFN-y pelas células Th1, continuamente ativadas por IL-12,
produzidas pelos proprios macréfagos ja ativados. A producdo de TNF ocorre,
provavelmente, apos ativacao de receptores do tipo Toll (TLR) dependentes de
Myd88. Ha, entdo, inducdo de fatores de transcricdo para que haja producéo de
TNF, que age em cooperacao com o IFN-y na manutengao do perfil de ativagéo
(MOSSER; EDWARDS, 2008; YAMAMOTO et al., 2003). Ja as outras citocinas
produzidas pelos macréfagos ativados, como a IL-6 e IL-23, estdo associadas
ao desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl7, que produz grandes
quantidades de IL-17, uma citocina pré-inflamatéria, associada ao recrutamento
de grandes quantidades de células polimorfonucleares (PMN) para o sitio da
inflamacéo (KOLLS; LINDEN, 2004). Ou seja, a resposta do tipo Thl promove

um ambiente intracelular toxico ao parasito, impedindo, entdo, sua replicacéo.

Ja num contexto de resposta do tipo Th2, no qual a citocina predominante
€ a IL-4, os macrofagos por ela ativados possuem caracteristicas distintas
daqueles ativados por IFN-y e TNF. Em sinergia com a IL-4, a IL-13 contribui
para uma amplificacdo e manutencdo do sinal de ativagdo dos macrofagos no
contexto Th2. Os macrofagos quando ativados por IL-4, diferentemente de

quando ativados por IFN-y e TNF, promovem a ativagéo de fatores de transcrigao
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gue irdo aumentar a expressao da enzima Arginase |, que converte a L-arginina
em ornitina, um precursor de poliaminas e do colageno. Ao contrario do produto
da acdo da iNOS, a ornitina ndo mata o parasito. Assim, o0 macréfago ativado por
IL-4 mantém um ambiente intracelular propicio para a replicagdo do parasito
(KREIDER et al., 2007; LOKE et al., 2007). Outro ponto € que macréfagos
quando tratados in vitro com IL-4 ou IL-13, apresentacéo falha na apresentacéo
de antigenos para as células T. Dessa maneira, uma resposta do tipo Th2 induz
uma populagcédo de macréfagos muito mais susceptivel a parasitos intracelulares,

como as Leishmanias (HARRIS et al., 2007; TUMITAN et al., 2007).

Num processo independente da resposta do tipo Thl ou Th2, a citocina
IL-10 inibe a producédo de NO por macréfagos infectados. Quando os macrofagos
fagocitam parasitos opsonizados por IgG do hospedeiro, esses sao induzidos a
produzirem maiores quantidades de IL-10, o que, mais uma vez, assim como a
IL-4 e/ou IL-13, favorece a proliferacdo do parasito (KANE; MOSSER, 2001,
NOBEN-TRAUTH et al., 2003). Na infec¢ao por L. major, nas primeiras 12 horas,
os neutrofilos sdo a maioria das células infectadas no sitio da infeccdo (PETERS
et al., 2008). Esses neutrofilos infectados sdo comumente fagocitados por DCs
e macroéfagos, permitindo uma entrada silenciosa do parasito, promovendo uma
maneira da Leishmania escapar de qualquer mecanismo leishmanicida das
células fagocitarias (RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012). Ou seja, ha outros
fatores além da polarizacdo para Thl e Th2 que favorecem os perfis de

resisténcia e suscetibilidade a infeccao por Leishmania major.
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1.3.2-Resposta a infecgdo por Leishmania amazonensis

A polarizagdo Th1/Th2 e seu papel no desenvolvimento de modelos de
resisténcia e suscetibilidade, vistos na infeccdo por L. major, servem de
parametro para os estudos acerca da relacdo entre resposta imunoldgica do
hospedeiro e os parasitos do género Leishmania, porém esse papel protetor e
indutor de suscetibilidade néo se aplica a todos 0s hospedeiros e nem a todas
as espécies de parasitos (JI; SUN; SOONG, 2003; MCMAHON-PRATT;
ALEXANDER, 2004). Quase todas as linhagens de camundongos, exceto a
C3H/HeJ, séo susceptiveis a Leishmania amazonensis, até mesmo as que sao
modelo de resisténcia a outras espécies, como a linhagem C57BL/6 frente a
infeccdo por L. major. Quando infectados com L. amazonensis, esses
camundongos desenvolvem lesBes progressivas com formacdo de vacuolo
parasitéforo nas células infectadas, e carga parasitaria alta e persistente
(AFONSO; SCOTT, 1993; QI; POPOV; SOONG, 2001; SOONG et al., 1997).
Esses modelos de suscetibilidade ndo estédo, necessariamente, ligados a uma
polarizacéo do tipo Th2 ou a uma alta producédo de IL-4, mas sim a uma baixa
guantidade de citocinas como IFN-y, IL-10 e IL-17 no balanco geral. Até a
guarta semana de infeccdo ha uma baixa producéo de diversas outras citocinas
e quimiocinas proé-inflamatérias, tais como IL-1qa, IL-13, IL-12, IFN-y, CCL-5,
MCP-1, e a baixa expressao de receptores de quimiocinas como CCR1, CCR2
e CCR5. Nesse mesmo periodo ha um contrabalango com a maior produgéo
de IL-4 e IL-10. Esse cenario inicial pode ser crucial para a sobrevivéncia do
parasito e manutencdo da carga parasitaria (JI; SUN; SOONG, 2003). Essa

mistura de uma baixa polarizagdo tanto Thl quanto Th2 encontrada nos
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modelos murinos com L. amazonensis sdo bastante similares ao que é
encontrado nos casos em humanos (SOONG et al., 1997; XIN; LI; SOONG,
2007). Macréfagos infectados com L. amazonensis, mesmo ha presenca de
IFN-y e TNF, ndo conseguem eliminar os parasitos eficientemente (GOMES et
al.,, 2003). Isso acontece, provavelmente, devido ao grande tamanho do
vacuolo parasitéforo, o que pode comprometer a acdo leishmanicida do NO e
das espécies reativas de oxigénio (ROS) (WILSON et al., 2008). Os baixos
niveis de algumas citocinas proé-inflamatérias nos modelos de infec¢ao por L.
amazonensis tem sido relacionados, provavelmente, a uma dificuldade na
maturacdo das DC, que em modelos experimentais, apresentam baixos niveis
de CD40, ou seja, apresentam comprometimento na ativacado de células T
efetoras (SOONG, 2012; XIN; LI; SOONG, 2007). Recentemente, relatou-se
gue a infec¢do por L. amazonensis dificulta a migracdo de DC do sitio de
infeccéo para os linfonodos drenantes (HERMIDA et al., 2014). Além de niveis
baixos na producdo de citocinas, como a IL-12, ha, também, um
comprometimento na expressdo da cadeia B2 de seu receptor, o que
compromete a sua cascata de ativagdo. Dessa maneira, o tratamento com IL-
12 recombinante €é ineficaz na tentativa de reverter o quadro de suscetibilidade
frente a L. amazonensis (HEINZEL et al., 1993; JONES; BUXBAUM; SCOTT,
2000). Sabe-se que o comprometimento da ativacdo das DCs é independente
de IL-4, TGF-B ou IL-10, sendo que mesmo na presenca de células NK nédo ha
alteracdo no perfil das DCs (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000; SOONG,

2008; XIN; LI; SOONG, 2008).

Ao contrario do que acontece na infecgéo por L. major, na infecgéo por L.

amazonensis 0s neutréfilos apresentam um papel protetor. Camundongos
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BALB/c quando infectados por L. amazonensis tornam-se mais susceptiveis
quando ha deplecéo de neutrofilos, num mecanismo que parece ser dependente
de IL-10 e IL-17 (SOUSA et al., 2014). Quando feita co-cultura de neutréfilos e
macréfagos infectados, estes foram capazes de matar as formas amastigotas do
parasito em um mecanismo dependente de TNF e elastase, porém independente
da producado de ROS e NO. Este fato ndo acontece quando ¢ feita cultura apenas
com macréfagos infectados (DE SOUZA CARMO; KATZ; BARBIERI, 2010). J&
em humanos, neutrofilos infectados por formas promastigotas do parasito,
produzem NETs (neutrophil extracelular traps) que eliminam a Leishmania
(GUIMARAES-COSTA et al.,, 2009; GUIMARAES-COSTA et al., 2014).
Neutréfilos internalizam tanto as formas promastigotas quanto as formas
amastigotas do parasito, porém em resposta a forma promastigota neutrofilos
secretam TNF, preferencialmente. Porém, em resposta a forma amastigota do
parasito, IL-10 é a citocina secretada em maior quantidade, sendo essa,
provavelmente, a explicacdo para a capacidade dos neutréfilos eliminarem as
formas promastigotas do parasito, mas nao as formas amastigotas (CARLSEN
et al., 2013). Como sao as primeiras células a chegarem ao sitio de infec¢ao, os
neutréfilos apresentam papel importante no controle do parasitismo nos tempos

iniciais de infeccdo (CARLSEN et al., 2013; GUIMARAES-COSTA et al., 2014).

Outro ponto bastante distinto na infeccdo por L.amazonensis € o papel
desempenhado pela citocina IFN-y. Na infeccao por L. major, o IFN-y tem papel
crucial na ativacdo de macréfagos, na morte do parasito e na resolugdo da
infecc@o, porém em baixas doses o IFN-y pode favorecer a proliferagédo das
formas amastigotas de L. amazonensis em macréfagos infectados in vitro,

mesmo estimulando a morte das formas promastigotas. Esse ponto dual no
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papel do IFN-y foi independente do fundo genético dos macrofagos,
demonstrando seu papel na interacdo direta do parasito com as células do

hospedeiro (QI et al., 2004).

Experimentalmente, demonstrou-se que a transferéncia de células T
reguladoras CD4*CD25* para o sitio de infeccdo em camundongos C57BL/6
gerou uma diminuicdo progressiva da lesdo e da carga parasitaria, porém o
mesmo ndo acontece quando se faz a transferéncia de células T CD4* efetoras.
Apesar de as células T reguladoras produzirem grandes quantidades de IL-10 e
TGF-B, o papel protetor dessas células ndo foi associado a producdo das
citocinas supracitadas (JI et al., 2005). Ainda € bastante controversa a forma
como o sistema imunoldgico responde a infeccdo por L. amazonensis, ja que
papeis classicos descritos para o0 modelo na infeccdo por L. major, ndo se

aplicam ao modelo de L. amazonensis.

1.4 - O inflamassoma

1.4.1- Estrutura e ativagéao

O inflamassoma é um complexo macromolecular relacionado a ativacao
celular e processos inflamatorios e consequente liberagdo de algumas citocinas
pré-inflamatérias, assim como desencadear um processo de morte celular
conhecido como piroptose (KAYAGAKI et al., 2011). A formagéo do
inflamassoma ocorre apds ativacdo dos receptores do tipo NOD (NLR). Em

humanos existem cerca de trés subfamilias desses receptores, sédo elas: NOD,
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NLRP e IPAF. As proteinas que pertencem ao grupo das NLRs séo receptores
intracelulares que possuem em sua regido N-terminal um dominio pirina (PYD)
ou um dominio de recrutamento de caspase (CARD) ou ainda um dominio
inibidor de baculovirus (BIR) Esses dominios estdo relacionados com o
recrutamento de moléculas efetoras na via de sinalizagdo do inflamassoma

(SCHRODER; TSCHOPP, 2010).

A ativacao do inflamassoma depende de dois sinais distintos. Comec¢ando
pela ativacdo de receptores de reconhecimento padréo (PPR). Na imunidade
inata o reconhecimento de patdgeno € feito a partir de um nimero de receptores
que reconhecem estruturas simples e comuns a grandes grupos de patégenos.
OS PPR reconhecem estruturas microbianas Unicas chamadas de padrbes
moleculares associados a patdgenos (PAMP), tais como componentes da
parede celular de bactérias, acido nucléico de alguns patégenos, estruturas e
proteinas de membrana, dentre outros. Sinais de perigo do meio extracelular
podem, também, ser reconhecidos pelos PPR e sdo chamados de padrdes
moleculares associados ao perigo (DAMP), como cristais de acido Urico,
moléculas de ATP e proteinas de choque térmico (Hsp) hsp70 e hsp90. Os PPR
sdo subdivididos ainda em duas classes, receptores do tipo Toll (TLR) e
receptores de lectina tipo C (CLR). Ambos sdo proteinas transmembranares
(LAMKANFI; DIXIT, 2014; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Quando os PPR séao
ativados, desencadeiam uma cascata de ativacéo do fator de transcrigcao nuclear
NF-kB (AGOSTINI et al., 2004). A via que ocorre com ativacdo de TLR é
dependente da proteina adaptadora Myd88. Os genes alvo codificam uma série
de proteinas, incluindo as citocinas pro-IL-1B e pro-IL-18 nas suas formas nao

ativas. Nos macrofagos a pro-IL-18 é expressa constitutivamente, sem a
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necessidade da ativacdo da cascata, porém para a expressao da pro-IL-1B o
primeiro sinal é necessario (TAKEUCHI; AKIRA, 2010). A ativacdo dessa
primeira cascata promove uma saida de ions K* para o meio extracelular, assim
como a geracao de ROS. Esse sinal da diminuicdo da concentragao intracelular
de K* € o limiar para ocorréncia da ativacdo da segunda via do inflamassoma. A
sinalizacdo por TNF pode, também, desencadear o primeiro sinal (ARLEHAMN

et al., 2010; CAIN et al., 2001; MUNOZ-PLANILLO et al., 2013).

O segundo sinal acontece por ativacao dos NLR. Existem varios tipos de
NLR, porém apenas NLRP3, NLRP1 e NLCR4 foram fisiologicamente descritos
como ativadores do inflamassoma (MARTINON; BURNS; TSCHOPP, 2002) . H4
também a proteina AIM2, que mesmo néo sendo ligada a familia dos NLR, esté
envolvida na formagdo do inflamassoma. Os NLR s&o importantes no
reconhecimento de PAMP e DAMP intracelulares. O NLRP1 é ativado na
presenca de toxinas (FAUSTIN et al., 2007; LIAO; MOGRIDGE, 2009). J&4 a
proteina AIM2 se liga a DNA de fita dupla, detectando a presenca de dsDNA no
citosol (FERNANDES-ALNEMRI et al., 2009). O NAIP5, uma das isoformas
encontradas em camundongos, foi estabelecido como um sensor de flagelina de
bactérias, assim como NAIP6. Ja o NAIP2 é ativado pela proteina Rod do
sistema excretor tipo 1l (TTSS) (KOFOED; VANCE, 2011; RAYAMAJHI et al.,
2013; YANG et al.,, 2013). O NLRP3, também conhecido como Cryopyrin ou
NALP3, cliva a pro-caspase-1 via ASC; uma proteina adaptadora, e pode ser
ativado por ATP, cristais de colesterol e aluminio, assim como acidose
extracelular (DAVIS; WEN; TING, 2011; IYER et al., 2009; RAYAMAJHI et al.,
2013). Patégenos intracelulares como Candida albicans, o virus influenza A e a

L. amazonensis sdo capazes de ativar o inflamassoma NALP3. Como ele néo se
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liga diretamente a nenhum dos patégenos, age, provavelmente como um sensor
intracelular (ALLEN et al., 2009; HISE et al., 2009; LIMA-JUNIOR et al., 2013).
Alguns trabalhos relacionam a ativagdo do NALP3 com a producao mitocondrial
de ROS (ZHOU et al., 2011). Apés ativacdo do NLR, o seu dominio PYD
oligomeriza e recruta o CARD associado a ASC, uma proteina associada aos
processos de apoptose. O complexo PYD-CARD(ASC) se liga, entdo, ao
complexo CARD-pro-Caspase-1, que é clivada na sua forma ativa Caspase-1. A
caspase-1 se liga, entdo, as formas pré-1L-1p3 e pré-1L-18, clivando-as e liberando
as citocinas em suas formas ativas IL-13 e IL-18. A via ativada pro RNA viral
ativa uma cascata que leva a transducao e expresséao de IFN do tipo |, que ndo
precisa passar pela clivagem por caspases, sendo excretado assim que formado
(KANNEGANTI, 2010; LAMKANFI; DIXIT, 2014; MARTINON; BURNS;
TSCHOPP, 2002; SCHRODER; TSCHOPP, 2010). Caspase-1 e caspase-11
podem induzir piroptose, mas somente a caspase-1 processa IL-13 e IL-18

(DINARELLO, 2009).

1.4.2-A1L-18

A 1L-18 foi descoberta em 1989. Células murinas, previamente
estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), quando expostas a Mycobacterium
bovis, aumentaram dramaticamente a producdo de IFN-y. A substancia que
levou a esse aumento da producéo de IFN-y foi nomeada na época como Fator
de inducéo de Interferon-y (NAKAMURA et al., 1989). Quando purificada pela

primeira vez em 1995 é que recebeu o nome de Interleucina 18 (OKAMURA et
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al., 1995). Foi, entdo, colocada na grande familia IL-1, por conter diversas
similaridades com a IL-1p3, tais como ser sintetizada na sua proforma inativa. O
receptor de IL-18 era previamente classificado como sendo um dos receptores
de IL-1, sendo agrupado na familia dos receptores de IL-1 e TLR, pois contém
um dominio intracelular conhecido como Toll/IL-1 receptor domain (TIR), que em
sua cascata de ativacao resulta na ativacdo do fator de transcricdo NFkB e
MAPK (TSUTSUI et al., 1999). Essa via leva a transcricdo de diversos genes
associados a resposta inflamatoria. Genes que codificam diversas quimiocinas
como CXCL8, CX3CL1 e citocinas como IL-6 e TNF, bem como moléculas de

adesao como E-selectina e ICAM1 (FANTUZZI; REED; DINARELLO, 1999).

A IL-18 é produzida por muitos tipos celulares, incluindo macrofagos, DC,
osteoblastos e condrocitos (BROSSART et al.,, 1998; STOLL et al., 1998;
UDAGAWA et al., 1997). A IL-18 age em sinergia com a IL-12 na inducédo da
producdo de IFN-y por células T, independente da ativacdo dos receptores de
células T (TCR) (YOSHIMOTO et al., 1998). Além da producédo de IFN-y pelas
células T e consequente polarizacdo para uma resposta Thl, a IL-18 induz
producdo de IFN-y pelas células NK, assim como a maturacdo dessas células.
Camundongos deficientes para IL-18 apresentam atividade citolitica diminuida
nas células NK (DINARELLO; FANTUZZI, 2003). A IL-18, estd envolvida,
também, na resposta Th17 pois, em sinergia com a IL-23, aumenta a producao
de IL-17 por essas células, polarizando as células T para essa resposta
independentemente de TCR (HARRINGTON; MANGAN; WEAVER, 2006). Em
contato com fibroblastos, células endoteliais e sinovidcitos, a IL-18 induz a
producdo de quimicocinas como CXCL8, CXCL5 e CCL20, assim como

moléculas de adesdo ICAM-1, VCAM-1 e E-selectinas (MOREL et al., 2001a;
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MOREL et al., 2001b). Por outro lado, a IL-18, quando na presenca de IL-3,
induz a producéo de IL-4 e IL-13 por mastocitos. J& em células B, a IL-18 induz
diretamente a producédo de IL-4, IL-13 e o aumento da expressao de IgE,
induzindo, entdo um cenario de resposta Th2 (YOSHIMOTO et al., 2000). De
maneira interessante, IL-12 e IFN-y n&o conseguem bloquear a via de ativagao
de IL-18 no sentido de criar um ambiente Th2, ou seja, a IL-18 auxilia a
ocorréncia simultdnea das respostas Thl e Th2 (YOSHIMOTO et al., 1999). A
IL-18 regula, entdo, a diferenciacdo das células T helper, a ativacao de células
B e producéo de Ig, assim como a atividade de DC, NK e neutréfilos. De maneira
bastante versatil, a IL-18 permeia as respostas inata e adaptativa, podendo
aumentar respostas pro-inflamatoérias ou reguladoras, dependendo do ambiente
em que forem produzidas e de qual forem o seu alvo celular (CARROLL;

PAUNOVIC; GADINA, 2008).

1.4.3-O Inflamassoma, a IL-18 e as Leishmanioses

Foi demonstrado que o inflamassoma NLRP3 é ativado em resposta a
infeccdo por Leishmania, sendo importante para a restricdo da replicacédo do
parasito, seja em macrofagos in vitro ou in vivo. Utilizando camundongos
C57BL/6 deficientes para diversas proteinas do inflamassoma e infectados por L.
amazonensis, L. brasiliensis e L. infantum chagasi, mostrou-se que a diminui¢cado
da producdo de IL-1B, devida a defeitos na maquinaria do inflamassoma,

contribuiu para aumentar a suscetibilidade do hospedeiro. Esse aumento da
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suscetibilidade foi atribuido a falha nos receptores dependentes de MyD88, ja
que fazem parte de uma via necessaria para a inducao do 6xido nitrico sintase
(INOS), mediando a producéo de NO (ARTIS et al., 2003; LIMA-JUNIOR et al.,
2013; MOSSER; EDWARDS, 2008). Outro estudo revelou que os niveis de
caspase-1 e IL-1B estdo aumentados durante a infeccdo por L. major. Foi
demonstrado que camundongos deficientes para caspase-1, IL-13 e IL-18
apresentam maior sensibilidade ao parasito, sendo esta uma via importante para
inibir a proliferacdo do parasito (SANI et al., 2014). Num modelo de infec¢ao por
L. major com camundongos knock-out (KO) para MyD88, demonstrou-se uma
tendéncia a polariza¢do Th2, com baixos niveis de IFN-y e IL-12 acompanhados
de altos niveis de IL-4. Quando esses camundongos receberam tratamento com
IL-12 recombinante, a resisténcia ao parasito foi reestabelecida, dessa maneira,
o paralelo entre resisténcia e suscetibilidade nesse camundongo é dependente
de IL-12, e a producdo da IL-12 dependente de MyD88, sendo importante,
também, para a definicdo da polarizacdo para Thl ou Th2 na infeccéo por L.

major (DEBUS et al., 2003; MURAILLE et al., 2003).

Em um modelo experimental utilizando camundongos KO para IL-18 no
fundo 129/sv e camundongos selvagens no mesmo fundo genético, o
camundongo KO mostrou-se bastante susceptivel a infec¢éo por L. major sem a
cura da lesdo em tempos longos. Isso ocorreu devido a uma supressao da
resposta Thl e aumento da polarizagéo do tipo Th2. Apesar de ndo controlar a
infeccdo, o camundongo deficiente para IL-18, ap6s 40 dias de infeccéo
apresentou uma maior producéo de IL-12 quando comparado com o camundongo
selvagem (WEI et al., 1999). Ja na infecgdo por L. mexicana, camundongos

BALB/c deficientes em IL-18 foram mais resistentes a infeccdo em comparacao
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com o selvagem. O mesmo grupo, em outro estudo, demonstrou que o fundo
genético do hospedeiro determina se o papel desenvolvido pela IL-18 na infecgéo
por L. major sera a favor da resisténcia ao parasito ou contra ela (BRYSON; WEI,
ALEXANDER, 2008; WEI et al., 2004). Porém, a IL-12 sem a presenca da IL-18
mostrou-se incapaz de estimular uma polarizacéo do tipo Thl (XU et al., 1998).
Ja em um modelo de infec¢céo por L. major em camundongos C57BL/6 selvagens
e deficientes para IL-18, o camundongo KO apresentou uma lesdo maior, em
comparacao com o camundongo suficiente para IL-18, nas primeiras semanas
de infeccéo, porém apresentou um padrédo de cura da lesédo e carga parasitaria
apos a nona semana de infeccdo. Nos tempos analisados, os dois camundongos
apresentavam a mesma carga parasitaria. Além disso, quando comparados com
camundongos deficientes para IL-12, os camundongos IL-12 KO apresentaram
lesbes progressivas, enquanto os selvagens e os IL-18 KO curaram a leséo. O
camundongo IL-18 KO apresentou, também, uma maior quantidade de IFN-y
durante todo o curso de infec¢do, e maiores niveis de IL-12 e IL-4 no inicio da
infeccdo, demonstrando que, mesmo tardiamente, o animal I1L-18 KO foi capaz
de desenvolver uma resposta Thl eficiente (MONTEFORTE et al., 2000). Ou
seja, o papel da IL-18 na infec¢do por Leishmania é extremamente dependente
do fundo genético do hospedeiro, assim como da espécie do parasito, podendo
agir no sentido de cura da leséo e da carga parasitaria ou no sentido de favorecer

a replicagcao do parasito e exacerbacao da leséo.

Apesar dos diversos trabalhos com modelos de infecgdo com L.
amazonensis, a forma como esse parasito interage com o sistema imunologico
do hospedeiro e os mecanismos de evasao do parasito ndo sdo completamente

compreendidos Como a IL-18 é uma citocina que tem seu papel descrito
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relativamente ha pouco tempo, e nos trabalhos em modelos de Leishmaniose, a
énfase foi no estudo do papel do inflamassoma e da IL-13, a descri¢do do papel
da IL-18 frente a essa infeccdo faz-se necesséria para a compreensdo do
processo patologico e da interacao parasito-hospedeiro. Visto que os modelos de
polarizacdo Thl e Th2 néo se aplicam a infeccdo por L. amazonensis e a IL-18
tem um papel bastante versatil na resposta imune, nos perguntamos: qual seria,
entdo, o papel da IL-18 na infeccdo e no desenvolvimento das lesdes cutaneas

de camundongos infectados por L. amazonensis?
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o papel da citocina IL-18 no desenvolvimento das lesdes cutaneas de

camundongos infectados por Leishmania amazonenses

Obijetivos especificos:

Analisar o desenvolvimento de lesdes cutaneas em camundongos IL-18

KO infectados com L. amazonensis;

e Analisar a carga parasitaria nas lesdes cutaneas dos camundongos IL-18
KO infectados com L. amazonensis;

o Determinar o perfil das citocinas IFN-y TNF, IL-10, IL-4, IL-17, IL-12p70 e
IL-18 nas lesdes cutaneas dos camundongos selvagens

e Avaliar a producao da quimiocina MCP-1 nas leses dos camundongos
selvagens e IL-18 KO infectados com L. amazonensis;

e Avaliar o perfil do infiltrado de celular nas lesGes cutaneas de

camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com L. amazonensis.



24

3- MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 (selvagens) fornecidos pelo Biotério
Central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEBIO/UFMG). Os camundongos knockout (KO) (nos quais o gene de
interesse foi deletado por recombinacdo homologa, utilizados foram: KO para o
gene da citocina IL-18 [IL-18 -/-, Jackson Laboratories B6.129P2-il18M1Aki/]]
(TAKEDA et al., 1998)) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Alan Sher (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e as colbnias de criacdo foram
mantidas em micro isoladores em estantes dotadas de filtro e ventilacdo forcada,
(Allentown Inc, Allentown, NJ, EUA) no biotério de criacdo do Laboratério de

Gnotobiologia e Imunologia, UFMG.

Foram utilizados camundongos fémeas, sendo cinco animais por grupo,
sendo os grupos: animais selvagens no fundo C57BL/6 sem infec¢do, animais
IL-18 KO no fundo C57BL/6 sem infec¢do, animais selvagens no fundo C57BL/6
infectados com Leishmania amazonensis, animais IL-18 KO no fundo C57BL/6
infectados com Leishmania amazonensisl. Os experimentos foram realizados

nos tempos de duas, quatro e oito semanas apos a infeccéo.

Os animais utilizados durante os experimentos foram mantidos sob
condicdes de temperatura e fotoperiodo controladas, em espac¢o com barreiras

ambientais. Foi oferecida ragdo convencional para camundongos (Labina,
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Purina, Paulinea, SP, Brasil) e agua filtrada ad libitum. Para os experimentos

foram utilizados camundongos fémeas com idade entre quatro a seis semanas.

Todos os procedimentos realizados com os camundongos estdo em
acordo e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UFMG), sob o protocolo 050/09.

3.2 — 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 pg/mL de estreptomicina (Gibco
BLR Life Technologies). As culturas foram mantidas em estufa BOD (Quimis,
Diadema, SP, Brasil) a 25°C, e repicadas a cada dois ou trés dias, até no maximo
10 repiques. Apés a décima passagem, os parasitos foram novamente isolados
das patas de camundongos BALBI/c, previamente infectados. Para o isolamento
das culturas, os animais foram anestesiados com 100 pL de solucdo anestésica
contendo cloridrato de ketamina (Vertbrands, Jacarei, SP, Brasil) a 15 mg/mL e
cloridrato de xilazina (Vertbrands) a 5 mg/mL, e tiveram suas patas higienizadas
com alcool. Em seguida, com o auxilio de uma seringa contendo uma agulha de
calibre 26 GY%, as patas foram puncionadas, e o conteldo da seringa foi
transferido para o primeiro poco de uma placa de 96 pocos (TPP, Trasadingen,

Schaffhausen, Suica) contendo 200 pL de meio Grace’s (GIBCO) completo.
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Posteriormente, foram transferidos 50 pL do contetdo do primeiro pogo para o
segundo poco e deste para o terceiro, e assim sucessivamente. A placa foi,
entdo, selada e mantida em estufa BOD a 25°C. ApoOs sete dias, formas
promastigotas de Leishmania foram recuperadas da placa e mantidas em

garrafas de cultura de 25 cm? (TPP).

3.3 = Infec¢cdo dos camundongos por Leishmania amazonensis

Para realizacdo de infeccdo intra-dérmica foram utilizadas 10* formas
metaciclicas do parasito, com quatro dias de cultura. As promastigotas
metaciclicas foram obtidas por separacdo de parasitos da fase estacionaria
através de gradiente de densidade como descrito anteriormente (SPATH,;
BEVERLEY, 2001). Em sintese, as culturas de Leishmania em fase estacionaria
foram centrifugadas a 2.000 x g a 4° C por 15 minutos. O sobrenadante foi, entéao,
desprezado e o sedimento recuperado em 2 mL de PBS (NaCl xM tamponado
com fosfato xM, pH 7,3), 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
metaciclicas foi coletada e lavada duas vezes com PBS antes de ser usada para
a infeccdo. O volume do inéculo injetado na orelha dos camundongos foi de 10
puL. A lesdo induzida na orelha desses camundongos foi acompanhada

semanalmente, com o auxilio de um paquimetro digital (Starrett, Itu, SP, Brasil).
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3.4 — Quantificacao de parasitos

A quantificacdo de parasitos foi realizada pela técnica de diluicdo limitante
(VIEIRA et al., 1996), em que diluicbes 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 yL de meio Grace’s
(GIBCO). Em uma placa estéril de poliestireno com 96 pocos e fundo chato
(TPP), foram colocados 150 pL/pogo de meio de Grace’s (GIBCO) completo,
exceto na primeira coluna de pocos, onde foi colocada 200 pL da suspenséao do
orgao macerado. Em seguida, foram feitas diluicbes sucessivas 1:4, tomando-se
o cuidado de trocar o conjunto de ponteiras da pipeta multicanal a cada diluicdo
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 apoés o inicio da cultura.

3.5 — Extracao de tecido para dosagem de citocinas na lesdo

Nos tempos determinados para o estudo das lesGes cutaneas, 0s
camundongos foram sacrificados como descrito acima e as orelhas dos animais

infectados e nao infectados foram retiradas e congeladas a -70°C para posterior
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dosagem de citocinas. Apds o descongelamento dos tecidos, as orelhas foram
pesadas e foi adicionada solucdo para extracdo de citocinas: 1 capsula do
inibidor de proteases (ROCHE, Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha)
diluida em 50 mL de PBS, na proporcdo de 1000 pL desta solugao para 50 mg
de tecido. O tecido foi, entdo, macerado com homogeneizador elétrico e
centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi recolhido, e

congelado a -70°C até a realizacdo do ELISA.

3.6 — Deteccdao de citocinas por ELISA

As dosagens de TNF e IL-10 a partir do sobrenadante do homogenato das
células dos linfonodos e da orelha foram feitas com a utilizagdo de kits (BD
Pharmingen, Sao Diego, CA, EUA) exclusivos para a deteccdo dessas citocinas
e o procedimento foi feito exatamente como recomenda o fabricante. O limite de

deteccao foi de 32 pg/mL nas trés citocinas.

Para a deteccédo da IL-4, as placas de ELISA (Nalgene NUNC, Rochester,
NY, EUA) foram sensibilizadas com 100 pL a 2 pg/mL do anticorpo monoclonal
de captura 11B11, gentilmente cedido pelo Prof. Luis Carlos Crocco Afonso,
(NUPEB, UFOP, Ouro Preto, MG, Brasil) e incubadas por 18 horas a 4°C. No dia
seguinte as placas foram transferidas para estufa seca a 37°C por uma hora. Em
seguida foi feito o bloqueio da placa com PBS 5% de soro fetal bovino (Nutricell,
cidade, estado, pais) por 1h. Passado esse tempo, as placas foram lavadas cinco
vezes com uma solucao de Tween (Sigma Aldrich) a 0,05% em PBS. O padréo

foi colocado a uma concentragdo de 1 ng/mL em duplicata e diluido (1:2) nos
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pocos subsequentes para montagem da curva. Entdo, as placas foram
incubadas por 2h a 25°C. As placas foram lavadas novamente por cinco vezes e
adicionaram-se anticorpos BVD-6 biotinilado, (gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.
Luis Carlos Crocco Afonso). Incubou-se por 1h a 25°C. Depois de lavadas cinco
vezes com Tween 0,05% em PBS, foi adicionado o anticorpo anti-lgG de coelho
conjugado com peroxidase (gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Luis Carlos
Crocco Afonso), seguido de incubacdo por 1h a 25°C. ApdOs novo ciclo de
lavagem, agora por 10 vezes, adicionou-se a solug¢ao substrato de TMB (3,3’5,5’
-tetra-metil-lbenzidina) (Sigma Aldrich) 0,05% em tampao citrato-fosfato (0,1M,
pH 4,0) acrescido de H202 a 0,005%. ApOs acompanhar o aparecimento de cor,
a reacao foi parada com a utilizagdo de dodecil sulfato de sodio (Sigma-Aldrich)
a 1%. As placas foram lidas em um comprimento de onda de 405 nm com um
leitor de microplacas (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). O limite de

deteccao foi de 0,02 ng/mL.

A deteccdo de IFN-y e MCP-1 foi feita a partir de kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN, EUA), seguindo as especificacbes do fabricante. O limite de
deteccdo foi de 30 pg/mL. Para a dosagem de IL-17A seguimos as
recomendacdes do kit da eBioscience, cujo limite de deteccdo é de 40 pg/mL
(eBioscience) e para a deteccao de IL-18 foi utilizado o kit da Invitrogen (Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA) seguindo as especificacbes do fabricante.

O limite de deteccgéao foi de 25pg/mL.

Para todas as citocinas e quimiocina supracitadas, foram utilizados 50 pL

de amostra por poco na placa.
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3.7 — Deteccdo de mRNA por transcriptase reversa e PCR em tempo real

(RT-PCR Real Time)

3.7.1 — Extrag&do de RNA

O RNA total foi isolado das orelhas dos camundongos apés a infeccao
com L. amazonensis. As mesmas foram coletadas e foi adicionado 1 mL de
TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 100 mg de tecido. Os tecidos foram
triturados completamente até formar um homogenato. No caso da extracdo de
RNA de cultura de macréfagos derivados de medula-0ssea lisamos as células
apos 24h em cultura, com ou sem estimulo a partir da adicdo de 600 pL de
TRIZOL. A extracdo do RNA se deu da mesma forma para o homogenato do
tecido ou da cultura celular. Ambas as amostras foram primeiramente incubadas
por 10 minutos a temperatura ambiente, para permitir a completa dissociacéo de
complexos nucleoprotéicos. Posteriormente, foram adicionados 0,2 mL de
cloroférmio (Merck, Darmstadt,Hessen, Alemanha) para cada mL de TRIZOL
utilizado. As amostras foram homogeneizadas, incubadas a temperatura
ambiente por 3 minutos e, entdo, centrifugadas a 12.000 x g durante 15 minutos
a 4°C. Apos a centrifugacao, a mistura foi separada em uma fase inferior cor de
rosa composta por fenol-cloroformio, uma fase intermediaria e uma fase aquosa
transparente superior. O RNA permaneceu na fase aquosa, a qual foi transferida
para um microtubo novo. Para precipitar o RNA da fase aquosa, foram
adicionados 500 pL de isopropanol (Merck) para cada mL de TRIZOL utilizado,
e a mistura foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o

material foi centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado
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foi lavado em 1 mL de etanol (Merck) 75% em &agua tratada com DEPC (USB
Corp. Cleveland, OH, EUA) e centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a 4°C. Apos
a centrifugacao, o sobrenadante foi descartado, e permitiu-se que o precipitado
secasse por 5 a 10 minutos. O RNA precipitado foi diluido em 50 pL de 4gua de
alta qualidade livre de RNase tratada com DEPC, e armazenado a —70°C. A
quantificacdo de RNA foi realizada utilizando o espectrometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA), nos comprimentos de onda de 260 e
280nm. Foram consideradas apropriadas as amostras que apresentaram uma

relacdo acido nucléico/proteina (OD260/0D280) com valores entre 1,6 e 2,0.

3.7.2 — Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do RNA extraido como indicado
acima. Foi utilizado um volume final de reacao de 25 uL, contendo 2 pg de RNA,
250 nM dNTPs (Promega Corp. Madison, WI, EUA), 10 mM TRIS-HCL (pH8,3),
15 mM KCL, 6 nM MgClz, 10 mM DTT (Gibco BRL Life Technologies), RNAsin
inibidor de RNase (Promega Corp.) e 0,75 pmoles de oligo (dT) 15 primer
(Promega Corp.). A mistura foi levada a um termociclador, onde as amostras
foram incubadas inicialmente por 5 minutos a 70°C e 5 minutos a 4°C. Apés tal
incubacgéo, foram adicionadas, a cada amostra, 50 U da enzima transcriptase
reversa M-MLV (Promega Corp.). Em seguida a mistura foi incubada por 5
minutos a 23°C, 5 minutos a 4°C, 60 minutos a 37°C, 5 minutos a 90°C, e
finalmente a 4°C até que as amostras fossem recolhidas do termociclador. O

cDNA, produto da reacdo, foi armazenado a -20°C até sua amplificacao.
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3.7.3 — Amplificagcdo especifica por Real time PCR

A amplificacdo da expressdo de mRNA especifica foi realizada atravées de
PCR em tempo real (RT-PCR) usando iniciadores com sequéncias especificas
detalhadas na tabela 1. As reacfes foram desenvolvidas sob um sistema de
deteccdo de sequéncia ABI PRISM®7900HT (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) usando 20% da reagao de cDNA em volume total de 10 pL de mistura
de PCR. Todas as reacdes foram desenvolvidas em triplicatas usando SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) de acordo com as especificacdes
do fabricante. A quantificacao relativa do produto foi determinada pelo método
de limiar de ciclos para determinar o incremento em vezes do produto. O
programa de PCR para amplificacdo de cDNA foi desenvolvido sob as seguintes
condi¢cBes: 2 minutos a 50°C, ativacao da AmpliTag a 95°C durante 10 minutos,
desnaturacao a 95°C por 15 segundos. Para o anelamento e extenséo final, as
amostras foram submetidas a 60°C por 1 minuto durante 45 ciclos. Para a
geracdo da curva de dissocia¢do, as amostras foram aquecidas a 95°C por 15
segundos, em seguida a 60°C por 5 segundos. Finalmente, as amostras foram
esfriadas por 1 minuto a 4°C. O gene de interesse foi normalizado em relacédo a
expressao do gene da B-actina, que é expresso de forma constitutiva, baseado
no célculo do AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A mudanca na expressao foi

representada como relativa aos animais nao infectados.
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Gene Foward Reverse

B-actina | 5'-AGGTGTGCACCTTTTATTGGTCTCAA-3' 5'-TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT-3'

Arginase | |5'-CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT-3' 5'-CTGGCAGTTGGAAGCATCTCT-3'

Tabela 2. Sequéncia dos primers.

3.8 — Citometria de fluxo

Orelhas de camundongos selvagens e IL-18 KO foram coletadas apos
infecgd@o por L. amazonensis. As amostras foram cortadas em pedagos menores
e incubadas por 1h 30min em 1 mL de meio RPMI (GIBCO) sem SFB contendo
62,5 pg/mL de Liberase TL (Roche) e 0,5 mg/mL de desoxiribonuclease | (Sigma
Aldrich). Apos este periodo foi adicionado mais 1 mL de RPMI 10% SFB por
amostra. As amostras foram entdo maceradas, e o0 homogenato centrifugado a
400 x g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, os precipitados das amostras
foram incubados por 20 minutos a 4°C com anticorpo anti Fc-y IlI/Il CD16/32
(clone 2.4G2) e os seguintes marcadores de superficie: anti-Ly6G (clone 1A8);
anti-Ly6C (clone HK1.4); anti-F4/80 (clone BM8) (eBioscience); anti-CD11c
(clone HL3); anti-MHC 11 (clone M5/114,15,2); anti-CD11b (clone M1/70); anti-
CDS8 (clone 53-6.72); anti-CD3 (clone 145-2C11); anti-CD4 (clone GK1.5); anti-
TCR-B (clone H57-497); anti-Foxp3 (clone MF23); anti-IL-18R(CD-218a) (clone
P3TUNYA) (eBioscience) e anti-NK1.1 (clone PK-136). Foi utilizado, também, o
kit para avaliacdo de viabilidade celular LIVE/DEAD (Life Technologies, Grand
Island, NY, EUA) seguindo as especificacbes do fabricante. Exceto quando
especificado o contrario, todos os anticorpos utilizados foram da BD (BD

Biosciences Pharmingen, Sdo Jose, CA, EUA). Em seguida adicionamos 1 mL
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de PBS a 4°C e as amostras foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4°C
para remocao de excesso de anticorpos. As amostras foram adquiridas logo em
seguida. Cem mil eventos foram adquiridas para cada amostra de orelha, usando
o citbmetro de fluxo FACSCanto™ |l (BD Bioscience). As analises foram

realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA).

3.9 — Obtencéo de macrofagos derivados da medula 6ssea e infecgdo in

vitro por formas amastigotas de L. amazonensis RFP+

As células da medula 6ssea foram obtidas a partir do lavado do fémur e
tibia dos camundongos selvagens e IL-18 KO com PBS complementado com
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO). Para
diferenciacdo dos mondcitos em macroéfagos, estas células foram incubadas em
placa de petri (Prolab, Osasco, SP, BR) por nove dias em meio DMEM F12
(GIBCO) complementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Nutricell), 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO), 2 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich) e 20% de sobrenadante de cultura de fibroblastos L929, que
produzem o fator M-CSF. Apés quatro dias em cultura adicionamos mais 5 mL
do meio DMEM F12 (GIBCO); e depois de 3 dias descartamos 5 mL do
sobrenadante da cultura e adicionamos mais 5mL de meio novo. Finalmente,
apos nove dias em cultura, os macréfagos foram removidos da placa com PBS
gelado e entdo plaqueados em tubos de poliestireno (BD Bioscience) (ZHANG;
GONCALVES; MOSSER, 2008). A infeccéo por L. amazonensis RFP+ na taxa
de 1 macro6fago para cada 5 amastigotas, foi realizada em suspenséao. Apos 24h

de infeccao realizamos a imunomarcacao dessas células (CD11b+F4/80+MHCII)
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e adquirimos 10° macréfagos para cada condicéo utilizando FACSCanto™ Il (BD
Bioscience). As andlises foram realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc.,

Ashland, OR, EUA).

3.10 — Deteccéao do receptor para IL-18 em de macrofagos derivados da

medula 6ssea sob diversos estimulos

Para esse ensaio os macréfagos derivados de mondcitos da medula
0ssea, como descrito anteriormente, foram plaqueados em tubos de poliestireno
(BD Bioscience) e incubados por 24 horas na concentragdo de 10°% células/mL
na presenca dos seguintes estimulos: 50ng/mL de IFN-y (Sigma Aldrich), 100
ng/mL de LPS (InvitroGen, S&do Diego, CA, EUA), 100mg/mL de IL-18 (Life
Technologies, Grand Island, NY, EUA), 40ng/mL de IL-12 (BD Bioscience) e

40ng/mL de IL-4 (BD Bioscience).

ApoOs a incubacéo, realizamos a imunomarcacgao dessas células com anti-
F4/80 (eBioscience); anti-CD11c; anti-MHC; anti-CD11b; anti-CD3 e anti-IL-18R
(eBioscience). Quando néao relatado, todos os anticorpos utilizados foram da BD
Biosciences. Os controles foram feitos a partir do homogenato de células do baco

de animais C57 BL/6 selvagens.

3.11 — Andlise histopatoldgica
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As lesdes das orelhas foram removidas e fixadas em formalina tamponada
com fosfato a 10% (pH 7,2), desidratadas e posteriormente diafanizadas em xilol
e incluidas em parafina. Foram realizados cortes histoldgicos seriados de 5 um
de espessura em micrétomo de rotacdo SPENCER (Leica MicrosystemsGMbH,
Wetzlar, Alemanha), os quais foram montados em laminas e corados segundo
as técnicas de Hematoxilina-Eosina (CARDIFF; MILLER; MUNN, 2014). As
analises histolégicas foram desenvolvidas sob microscopia de luz usando de 100

a 400 vezes de aumento.

3.12 — Anélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo (EP) para
cada grupo. Nos ensaios de cinética de producdo de citocinas foi realizado o
teste Two-Way ANOVA, seguido de Bonferroni para determinar diferencas entre
0S tempos e 0s grupos avaliados. Para determinar diferencas entre dois grupos,
foi utilizado o teste t de Student. Todas as analises estatisticas foram realizadas
pelo programa GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows. Diferencas foram

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1- Anélise do curso da infeccdo de camundongos selvagens e IL-18 KO

infectados por Leishmania amazonensis

Sabendo que camundongos C57BL/6 sdo susceptiveis a infeccado por
Leishmania amazonensis (SOONG et al., 1997), escolhemos esse modelo de
infeccdo para verificar a participacdo da IL-18 na susceptibilidade ou
resisténcia ao desenvolvimento de lesdes quando infectados por L.
amazonensis. Com esse objetivo, infectados camundongos selvagens e IL-
18 KO, ambos no fundo C57BL6, com cepa PH8 de L. amazonensis e
avaliamos o desenvolvimento da doenca por até 8 semanas. Nossos dados
mostraram que o camundongo IL-18 KO ¢é mais resistente ao
desenvolvimento das lesdes quando comparado ao camundongo selvagem.
A partir da segunda semana o animal selvagem apresenta um aumento
progressivo da lesdo em comparacao com o IL-18 KO, sendo que a diferenca
entre as lesdes se acentua apds a quarta semana de infec¢do (entre 0,5 e
0,6 mm), se mantendo até a oitava semana (Figura 1A). O animal IL-18 KO
apresenta lesdo persistente até a oitava semana de infec¢do, porém a
espessura da lesdo € menor e nao ulcerativa, quando comparadas as lesées

cutaneas na orelha dos camundongos selvagens (Figura 1B).
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Figura 1. Desenvolvimento das lesGes cutaneas em camundongos selvagens e IL-18 KO
infectados por Leishmania amazonensis. Os camundongos foram infectados na orelha com
1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e as lesdes foram medidas semanalmente. (A)
representa as medidas das orelhas dos camundongos C57BL/6 selvagens e IL-18KO até a oitava
semana de infeccdo. A média dos valores das orelhas de camundongos nao infectados foi
subtraida de cada orelha infectada para estimativa das lesdes provocadas. (B) representa uma
imagem das lesdes nas orelhas de camundongos selvagem e KO infectados ap6s 8 semanas de
infeccdo. Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* = p<0,05
e ** = p<0,001). Os resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos

independentemente.
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4.2- Andlise da carga parasitaria das les6es de camundongos selvagens e

IL-18 KO infectados por Leishmania amazonensis

Apesar da diferenca nas lesdes dos camundongos selvagem e IL-18 KO
infectados por L. amazonensis, a analise da carga parasitaria nos locais de
infecgdo nos camundongos selvagens e IL-18 KO n&o mostrou diferengas do
namero de parasitos na lesdo nos tempos analisados (Figura 2A). Os resultados
das analises nos linfonodos drenantes (cervical superficial) (Figura 2B),
também, ndo mostraram diferenca no nimero de parasitas entre 0s grupos, nos

tempos de duas, quatro, oito e doze semanas apdés a infec¢ao.
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Figura 2. Carga parasitaria nas les6es de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados
por L. amazonensis. ApOs duas, quatro, oito e doze semanas de infec¢do, os camundongos
foram eutanasiados e as lesdes foram removidas para determinacdo da carga parasitaria por
meio da técnica de diluicdo limitante. A carga dos parasitos nos animais infectados (A) na orelha
e (B) nos linfonodos drenantes foi determinada individualmente e as médias das diluicdes
maximas de cada grupo foram expressas pelo logaritmo negativo do titulo (Gltima diluicao
positiva). Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* = p<0,05
e ** = p<0,001). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Os resultados s&o

representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.
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4.3- Andlises histopatologicas das lesGes cutdneas de camundongos

selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis

Os resultados da observagdo microscopica das les6es dos camundongos,
durante a infeccdo por L. amazonensis, mostraram que na segunda semana de
infeccdo ha uma discreta inflamacg&o, com predominio de neutrdfilos, na orelha
do camundongo IL-18 KO (Figura 3B e Figura 3B1) e que ainda ndo ha
inflamacé&o aparente na orelha do camundongo selvagem (Figura 3A e Figura
3A1). Ja na quarta semana de infecgcdo, encontramos inflamac&o intensa tanto
na orelha dos camundongos selvagens como na orelha dos camundongos IL-18
KO (Figura 3C e Figura 3D), com infiltrado inflamatério misto com neutrofilos
(Figura 3C1 e Figura 3D1) e macréfagos vacuolizados repletos de amastigotas
(cabeca das setas pequenas). Na oitava semana de infecgcdo encontramos na
orelha das duas linhagens um intenso infiltrado inflamatério misto e difuso,
atingindo tanto a derme superficial e profunda (Figura 3E e Figura 3F). Ha
pontos significativos de necrose tanto na orelha de camundongos selvagens
como na orelha de camundongos IL-18 KO, porém € aparentemente mais
extensa na orelha do camundongo selvagem (N). Em maior aumento, nota-se
um predominio de macréfagos infectados, com vacuolos repletos de formas
amastigotas da Leishmania amazonensis. Ja na analise por citometria,
encontramos um maior numero de células nas lesdes de camundongos
selvagens, em comparacdo com as lesbes de camundongos IL-18 KO, nos

tempos de quatro e oito semanas apos a infeccéo (Figura 3G).
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Figura 3. Analises histopatolégicas das les6es cutaneas de camundongos selvagens e IL-
18 KO infectados com Leishmania amazonenses. Figuras A e B — camundongos infectados
por duas semanas. Orelha de WT sem inflamacéo aparente, Al detalhe de A. Em (B) observar
orelha de IL-18 KO com inflamag&o discreta, focal. Em detalhe da figura em maior aumento (B1)
evidenciando infiltrado inflamatério misto com neutréfilos (cabeca de setas preta). Ja em
camundongos infectados por 4 semanas, observar em (C) WT e (D) IL-18 KO inflamacé&o intensa,
difusa com area de necrose (N). A inflamacéo atinge regides superficiais e profundas da derme
ventral e dorsal da orelha, com aspecto mais espessado comparada ao fragmento de orelha em
(A e B). C1 e D1 - Detalhe das figuras em maior aumento evidenciando infiltrado inflamatério
misto com neutréfilos (cabeca de setas preta e grande), e macréfagos vacuolizados repleto de
amastigotas de Leishmania (cabeca de setas preta pequena). Figuras E e F — camundongos
infectados por 8 semanas. Observar em (E) WT e (F) 18 KO inflamacéo intensa, difusa atingindo
derme superficial a profunda, do tipo exsudativa mista e presenca de area de necrose (N) -
Detalhe das figuras em maior aumento evidenciando infiltrado inflamatério com predominio de
macrofagos vacuolizados repleto de formas amastigotas de Leishmania (cabeca de setas preta
pequena). EP — epiderme dorsal; C — cartilagem; INF - inflamac&o. A - F coloragéo pela H&E.
Barra em A - F representa 62 um (50x) e detalhes A1 — F1 - 16 um (400 x). A analise de células
totais vivas foi feita, também, por citometria de fluxo. Foi feita a marcagdo por AmCyan
LIVE/DEAD e definida as popula¢des totais de células vivas nas lesdes dos camundongos
selvagens e IL-18 KO (G).
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4.4- Andlise das citocinas IFN-y, TNF, IL-12p70 e IL-10 nas lesdes de
camundongos selvagens e 1L-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis

Determinamos as concentracdes das citocinas IFN-y, TNF, IL-12p70 e IL-
10 nas lesBes cutaneas nos tempos de duas, quatro e oito semanas apos a
infeccdo nos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com L.
amazonensis.

A Figura 4 mostra as concentracdes de citocinas IFN-y (A), TNF (B), IL-
12p70 (C) e IL-10 (D) no local de lesao.

Para IFN-y os resultados mostraram concentragdes similares de IFN-y
nas lesbes dos camundongos selvagens e IL-18 KO nos tempos analisados
(Figura 4A).

Para TNF, os resultados mostraram uma maior producdo de TNF nas
lesGes dos camundongos IL-18 KO, a partir da segunda semana de infeccao,
guando comparadas as concentracdes nas lesdes dos camundongos selvagens
(Figura 4B).

Na analise das concentracdes de IL-12p70, os resultados mostraram
maiores concentracfes de IL-12p70 nas les6es dos camundongos IL-18 KO, a
partir da quarta semana de infeccdo, em comparacdo aos camundongos
selvagens (Figura 4C).

Para a IL-10, os resultados mostraram maiores concentracdes de IL-10
nas lesbes dos camundongos IL-18, a partir da quarta semana de infeccao,
guando comparadas as concentracdes nas lesdes dos camundongos selvagens

(Figura 4D).
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Figura 4. Avaliacdo das concentracfes de IFN-y, TNF, IL-12p70 e IL-10 nas lesBGes de

camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis.

Camundongos selvagens e IL-18 KO (quatro por grupo) foram infectados com 104 promastigotas

de L. amazonensis na orelha direita e nos tempos indicados os camundongos foram sacrificados

e as orelhas foram coletadas, maceradas em solu¢éo com inibidores de proteases e 0s niveis de
(A) IFN-y, (B) TNF, (C) IL-12p70 e (D) IL-10 foram determinados por ELISA. (* p<0,05, ** p<0,01

e *** p<0,001). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de dois

experimentos independentes. NI — N&o infectado.
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4.5- Analise das concentragdes das citocinas IL-4, IL-17 e IL-18 e da
qguimiocina MCP-1 nas lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO

infectados com Leishmania amazonensis

Analisamos as concentra¢gdes das citocinas IL-4 e IL-17 e da quimiocina
MCP-1 nas lesdes cutaneas dos camundongos selvagens e IL-18 infectados
com L. amazonensis ap0s duas, quatro e oito semanas de infeccdo. Para a
citocina IL-18, as andlises foram realizadas apenas nos animais selvagens
infectados com L. amazonensis. A Figura 5 mostra as concentracdes de
citocinas IL-17 (A), IL-18 (B), IL-4 (C) e da quimiocina MCP-1 (D) no local de
leséo.

Os resultados mostraram concentracdes similares de IL-17 nas lesOes
entre camundongos selvagens e IL-18 KO nos tempos analisados (Figura 5A).

As analises das concentracdes de IL-4 nas lesbes, os resultados
mostraram que as lesdes dos camundongos IL-18 KO apresentam maiores
concentracfes de IL-4, na segunda e quarta semana de infec¢cdo, quando
comparados aos camundongos selvagens. Entretanto, na oitava semana de
infeccdo, as lesGes dos camundongos selvagens, passaram a apresentar
maiores concentracbes de IL-4, quando comparadas as lesBes dos
camundongos IL-18 KO (Figura 5B).

Para a quimiocina MCP-1, os resultados mostraram menor concentragao
de MCP-1 nas lesdes dos camundongos IL-18, apenas na segunda semana de
infeccdo, quando comparados aos camundongos selvagens. Observamos,
também, um aumento significativo de MCP-1, para ambos o0os grupos de

camundongos infectados, na oitava semana de infeccao (Figura 5C).
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As analises das concentracfes de IL-18 nas lesdes dos camundongos
selvagens infectados com L. amazonensis mostraram um aumento significativo

dessa citocina ao longo do tempo analisado de infec¢ao (Figura 5D).
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Figura 5. Analise das concentragdes de IL-17, IL-18 e IL-4 e da quimiocinas MCP-1 nas
lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis.
Camundongos selvagens e IL-18 KO (quatro por grupo) foram infectados com 104 promastigotas
de L. amazonensis na orelha direita e nos tempos indicados os camundongos foram sacrificados
e as orelhas foram coletadas, maceradas em solugdo com inibidores de proteases e 0s niveis de
(A) IL-17, IL-4 (B), MCP-1 (C) e IL-18 (D) foram determinados por ELISA. (* p<0,05, ** p<0,01 e
*** n<0,001). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. No grafico B p<0,001 para os valores
obtidos dos camundongos IL-18 KO, quando comparadas 2 semanas com 4 e 8, assim como
entre 4 e 8 semanas. Os resultados sdo a média de dois experimentos independentes. NI — N&o
infectado.
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4.6- Analise das citocinas TNF, IL-12p70 e IL-10 nos linfonodos drenantes
de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis

Analisamos as concentracbes de TNF, IL-12p70 e IL-10 nos 6rgaos
linfoides secundérios nos tempos de duas, quatro e oito semanas apés a
infeccdo nos camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com L.
amazonensis.

A Figura 6 mostra as concentracdes de citocinas TNF (A), IL-12p70 (B),

IL-10 (C) nos linfonodos drenantes.

Para TNF, os resultados mostraram uma maior producdo de TNF nos
linfonodos drenantes dos camundongos IL-18 KO, a partir da segunda semana
de infeccdo, quando comparadas as concentracées nos linfonodos drenantes
dos camundongos selvagens (Figura 6A).

Na analise das concentracdes de IL-12p70, os resultados mostraram
maiores concentracdes de IL-12p70 nos linfonodos drenantes dos camundongos
IL-18 KO, a partir da segunda semana de infeccdo, em comparacdo aos
camundongos selvagens (Figura 6B).

Para a IL-10, os resultados mostraram maiores concentracdes de IL-10
nos linfonodos drenantes dos camundongos IL-18, a partir da segunda semana
de infeccdo, quando comparadas as concentracdes nas lesbes dos
camundongos selvagens. Porém na quarta semana de infeccdo a concentracdo
de IL-10 é similar entre os camundongos IL-18 KO e os camundongos selvagens

(Figura 6C).
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Figura 6. Analise das concentracdes de TNF, IL-12p70 e IL-10 nos linfonodos drenantes de
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis.
Camundongos selvagens e IL-18 KO (quatro por grupo) foram infectados com 10* promastigotas
de L. amazonensis na orelha direita e nos tempos indicados os camundongos foram sacrificados
e os linfonodos drenantes foram coletados, macerados em solugédo com inibidores de proteases
e os niveis de (A) TNF, (B) IL-12p70 e (C) IL-10 foram determinados por ELISA. Teste Two-Way
Anova seguido de Bonferroni (* p<0,05, ** p<0,01 e ** p<0,001). As barras sem * é devido
diferenca néo significativa(NS). Os resultados sdo a média de dois experimentos independentes.
NI — N&o infectado.
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4.7-Avaliagcdo dos Macrofagos e Mondcitos presentes nas lesbes de
camundongos selvagens e 1L-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis

Avaliamos nas células inflamatérias das lesfes cutdneas dos
camundongos selvagens e IL-18 KO a presenca de macréfagos e mondcitos na
segunda, quarta e oitava semana de infecgéo (Figura 7).

A andlise do numero absoluto de macréfagos (CD11b+Ly6G-Ly6C-
F4/80+CD11c-) mostrou que estédo presentes em quantidades similares na lesao
nos camundongos selvagens e IL-18 KO nos tempos de duas e quatro semanas.
Entretanto, os resultados mostraram gue na oitava semana ha mais macrofagos
nos animas selvagens quando comparados aos KO (Figura 7A).

Ao analisarmos as porcentagens de células CD11b+Ly6G-Ly6C-
F4/80+CD11c- nos tempos de duas, quatro e oito semanas encontramos nos
camundongos selvagens as porcentagens 54,9%, 39,7% e 44,4%, desse
fendtipo de células, respectivamente. Ja nos camundongos IL-18 KO
encontramos as porcentagens 39,2%, 22,7% e 42%, desse fendtipo de células,
nos mesmos tempos analisados (Figura 7C).

A analise do numero absoluto de mondécitos inflamatérios (CD11b+Ly6G-
Ly6CM-inty mostrou que estdo presentes em maiores quantidades na lesdo dos
camundongos selvagens em comparagao com as lesdes de camundongos IL-18
KO em todos os analisados (Figura 7B).

Ao analisarmos as células CD11b+Ly6G-Ly6CM it nos tempos de duas,
quatro e oito semanas encontramos nos camundongos selvagens as

porcentagens de 58,3%, 46,6% e 35,1% desse fendtipo celular,



52

respectivamente. Ja nos camundongos IL-18 KO encontramos 26,1%, 42,2% e
64,7%, respectivamente, nos mesmos tempos analisados (Figura 7D).
Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados e escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 7. Avaliagdo de Macrofagos e Monaocitos presentes no infiltrado inflamatério nas
lesbes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis.
Os camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x10% L. amazonensis na orelha.
Apos duas, quatro e oito semanas de infeccdo os animais foram eutanasiados e as lesdes
coletadas para a andlise do infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. (A) NUmero absoluto
de células representados pelo gate F4/80+CD11c-(Ly6G-Ly6C-). (B) Numero absoluto de células
representados pelo gate Ly6G-Ly6CH/in(CD11b+). Barras representam a média + desvio padréo
de cinco animais por grupo. (C) dot plots representam os gates das células F4/80+CD11c-(Ly6G-
Ly6C-) da lesdo de um dos cinco camundongos de cada grupo apés duas, quatro e oito semanas
de infeccdo. (D) dot plots representam os gates das células Ly6G-Ly6CH/"(CD11b+) da lesdo de
um dos cinco camundongos de cada grupo apés duas, quatro e oito semanas de infeccao.
Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* p<0,05). Os

resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.

Lo

[ C57BU6
W IL-18KO

KO




54

4.8 Avaliacdes de Células Dendriticas e dos Neutrofilos presentes nas
lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis

Avaliamos nas células do infiltrado inflamatério das lesdes de
camundongos selvagens e IL-18 KO a presenca de células dendriticas e
neutrofilos na segunda, quarta e oitava semana apos infeccao (Figura 8).

A analise do numero absoluto de células dendriticas (CD11b+Ly6G-Ly6C-
MHCII+CD11c+) mostrou que as células dendriticas estdo presentes em maiores
guantidades nas lesdes dos camundongos selvagens em comparacao com as

lesGes de camundongos IL-18 KO em todos os tempos analisados (Figura 8A).

Ao analisarmos as porcentagens das células dendriticas CD11b+Ly6G-
Ly6C-MHCII+CD11c+ nos tempos de duas, quatro e oito semanas encontramos
nos camundongos selvagens as porcentagens de 18,3%, 36,6% e 51,8%, desse
fendtipo de células dendriticas respectivamente. Ja nos camundongos IL-18 KO
encontramos as porcentagens de 8,71%, 12,2% e 39,3% nos mesmos tempos

analisados (Figura 8C).

A andlise do nimero absoluto de neutréfilos (CD11b+Ly6G+Ly6C™)
mostrou que ha quantidades similares de neutrofilos na lesédo dos camundongos
selvagens e na lesdo de camundongos IL-18 KO na segunda e quarta semanas
de infecgcdo. Porém, na oitava semana ha mais neutréfilos nos animas selvagens

guando comparados aos IL-18 KO (Figura 8B).

Ao analisarmos as porcentagens de células CD11b+Ly6G+Ly6C™™ nos

tempos de duas, quatro e oito semanas encontramos nos camundongos
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selvagens as porcentagens de 3,47%, 14,3% e 31,1%, desse fendétipo celular,
respectivamente. J& nos camundongos IL-18 KO encontramos as porcentagens

de 0,45%, 22,2% e 2,82% nos mesmos tempos analisados (Figura 8D).

Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 8. Avaliacdo das Células Dendriticas e Neutréfilos presentes no infiltrado

inflamatério das lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com

Leishmania amazonensis. Os camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x104

L. amazonensis na orelha. Apds duas, quatro e oito semanas de infeccdo os animais foram

eutanasiados e as lesdes coletadas para a analise do infiltrado inflamatério por citometria de

fluxo. (A) Nimero absoluto de células representados pelo gate MHC |1+ CD11C+ (Ly6G-Ly6C-).

(B) Numero absoluto de células representados pelo gate Ly6G+Ly6C+ (CD11b+).

Barras

representam a média + desvio padrdo de cinco animais por grupo. (C) dot plots representam os

gates das células MHC I+ CD11C+ (Ly6G-Ly6C-) da lesdo de um dos cinco camundongos de

cada grupo apo6s duas, quatro e oito semanas de infec¢do. (D) dot plots representam os gates

das células Ly6G+Ly6C+ (CD11b+) da lesdo de um dos cinco camundongos de cada grupo apos

duas, quatro e oito semanas de infeccdo. Analise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova

seguido de Bonferroni (* p<0,05). Os resultados sdo representativos de dois experimentos

desenvolvidos independentemente.
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4.9-Avaliacdo das ceélulas Natural Killer (NK) presentes nas lesdes de
camundongos selvagens e 1L-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis e cinética da expressao do receptor de IL-18

Avaliamos as células NK presentes no infiltrado inflamatoério das lesdes
de camundongos selvagens e IL-18 KO na segunda, quarta e oitava semana de
infeccéo (Figura 9).

A andlise do numero absoluto de células NK (NK1.1+CD3-) mostrou que
essas células estdo presentes em maiores quantidades na lesdo dos
camundongos selvagens em comparagao com as lesdes de camundongos IL-18
KO em todos os tempos analisados (Figura 9A).

Ao analisarmos as porcentagens de células NK1.1+CD3- nos tempos de
duas, quatro e oito semanas encontramos nos camundongos selvagens as
porcentagens de 9,59%, 20,9% e 27,1%, dessas células, respectivamente. Ja
nos camundongos IL-18 KO encontramos as porcentagens de 2,66%, 7,33% e
17,4% nos mesmos tempos analisados (Figura 9B).

A andlise da expressao do receptor de IL-18 nas células NK, no tempo de
duas semanas mostrou que 13,7% das células NK1.1+CD3-, nas lesdes de
camundongos selvagem, expressaram esse receptor. Entretanto, 0,76%
expressaram o receptor de IL-18 nas células NK1.1+CD3- nas lesbes de
camundongos IL-18 KO. No tempo de quatro semanas a expressao foi de 9,04%
no selvagem e 11,8% no KO. Na oitava semana 0,77% no selvagem e 3,29% no
IL-18 KO. Dessa maneira, observamos um decréscimo na expressao do receptor

para IL-18 nos camundongos selvagens e nos camundongos KO (Figura 9C).
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Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 9. Avaliacdo das células NK presentes no infiltrado inflamatério das les6es de

SSC

camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis e cinética
da expressao do receptor de IL-18. Os camundongos foram infectados por via intradérmica
com 1x10* L. amazonensis na orelha. Apés duas, quatro e oito semanas de infeccéo os animais
foram eutanasiados e as lesdes coletadas para a analise do infiltrado inflamatério por citometria
de fluxo. (A) Numero absoluto de células representados pelo gate NK1.1+CD3-. (B) dot plots
representam os gates das células NK1.1+CD3- da les&o de um dos cinco camundongos de cada
grupo apés duas, quatro e oito semanas de infeccdo. Barras representam a média = desvio
padrdo de cinco animais por grupo. (C) dot plots representam os gates das células IL18R+
(NK1.1+CD3-) da lesdo de um dos cinco camundongos de cada grupo apds duas, quatro e oito
semanas de infeccdo. Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni
(* p<0,05). Os resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos

independentemente.
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4.10-Avaliacao das células T CD4+ presentes no infiltrado inflamatdrio das
lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis e a cinética da expressao do receptor de IL-18

Avaliamos as células TCD4+, e a sua expressao do receptor da IL-18, nas
células do infiltrado inflamatorio presente nas lesdes cutaneas dos camundongos
selvagens e IL-18 KO na segunda, quarta e oitava semana de infeccéo (Figura
10).

A andlise do numero absoluto dos linfécitos T CD4+ (CD3+CD4+) mostrou
que estdo presentes em quantidades similares na lesdo dos camundongos

selvagens IL-18 KO em todos os tempos analisados (Figura 10A).

Ao analisarmos as porcentagens de células CD3+CD4+ nos tempos de
duas, quatro e oito semanas encontramos nos camundongos selvagens as
porcentagens de 21,0%, 40,6% e 56,1%, dessas células, respectivamente. Ja
nos camundongos IL-18 KO encontramos as porcentagens de 15,7%, 36,3% e

57,2% nos mesmos tempos analisados (Figura 10B).

Na andlise da expresséo do receptor de IL-18 nos linfécitos T CD4+, os
resultados mostraram que no tempo de duas semanas 4,14% das células
CD3+CD4+, nas lesdes de camundongos selvagem, expressaram o receptor.
Entretanto, as analises mostraram expressao negativa do receptor de IL-18 nas
células CD3+CD4+ nas lesdes de camundongos IL-18 KO. No tempo de quatro
semanas a expressao foi de 53,8% no selvagem e 49,0% no KO. Na oitava

semana 42,4% no selvagem e 51,2% no IL-18 KO. Dessa maneira, observamos
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gue a expressdo do receptor ocorre de maneira significativa apds a quarta

semana de infec¢do, se mantendo até a oitava semana (Figura 10C).

Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 10. Avaliacdo das células T CD4+ presentes no infiltrado inflamatério das lesdes de
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis e cinética
da expresséo do receptor de IL-18. Os camundongos foram infectados por via intradérmica
com 1x10* L. amazonensis na orelha. Apds duas, quatro e oito semanas de infeccéo os animais
foram eutanasiados e as lesdes coletadas para a analise do infiltrado inflamatério por citometria
de fluxo. (A) Nimero absoluto de células representados pelo gate CD4+CD8-(CD3+). (B) dot
plots representam os gates das células CD4+CD8-(CD3+) da lesdo de um dos cinco
camundongos de cada grupo apés duas, quatro e oito semanas de infec¢cdo. Barras representam
a média + desvio padrdo de cinco animais por grupo. (C) dot plots representam os gates das
células IL18R+ (CD4+CD8-) da lesao de um dos cinco camundongos de cada grupo apés duas,
guatro e oito semanas de infec¢do. Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido
de Bonferroni. Os resultados s&o representativos de dois experimentos desenvolvidos

independentemente.
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4.11-Avaliacdo da presencade células T CD8+ no infiltrado inflamatério das
lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania

amazonensis e cinética da expressao do receptor de IL-18

Avaliamos a presenca de células TCD8+, e a sua expressao do receptor
da IL-18, no infiltrado inflamatério das lesdes cutaneas de camundongos
selvagens e IL-18 na segunda, quarta e oitava semana de infecgéo (Figura 11).

A andlise do numero absoluto dos linfécitos T CD8+ (CD3+CD8+) mostrou
que essas células estdo presentes em maior quantidade na lesdo dos
camundongos selvagens na segunda e quarta semana quando comparados com
as células das lesbes dos camundongos IL-18 KO. Entretanto, na oitava semana
de infeccdo, os numeros de células TCD8+ foram similares. (Figura 11A).

Ao analisarmos as porcentagens de células CD3+CD8+ nos tempos de
duas, quatro e oito semanas encontramos nos camundongos selvagens as
porcentagens de 15,6%, 7,34% e 21,6%, desse tipo celular, respectivamente. Ja
nos camundongos IL-18 KO encontramos 8,36%, 8,19% e 15,4% nos mesmos
tempos analisados (Figura 11B).

Na analise da expresséo do receptor de IL-18 nos linfécitos T CD8+, no
tempo de duas semanas, ndo encontramos expressao do receptor nas células
CD3+CD8+ nas lesdes de camundongos selvagem e IL-18 KO. Entretanto, no
tempo de quatro semanas a expressao foi de 28,1% no selvagem e 49,0% no
KO. Na oitava semana 15,7% no selvagem e 11,4% de expresséo no IL-18 KO.
Dessa maneira, observamos que a expressao do receptor ocorre de maneira

significativa ap0s a quarta semana de infec¢cdo, se mantendo até a oitava
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semana no camundongo selvagem e com gqueda da expressdo no camundongo
IL-18 KO (Figura 11C).
Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 11. Avaliacdo de células T CD8+ presentes no infiltrado inflamatoério das lesdes de
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis e cinética
da expresséo do receptor de IL-18. Os camundongos foram infectados por via intradérmica
com 1x10* L. amazonensis na orelha. Apés duas, quatro e oito semanas de infeccéo os animais
foram eutanasiados e as lesdes coletadas para a analise do infiltrado inflamatério por citometria
de fluxo. (A) Nimero absoluto de células representados pelo gate CD4-CD8+(CD3+). (B) dot
plots representam os gates das células CD4-CD8+(CD3+) da lesdo de um dos cinco
camundongos de cada grupo apés duas, quatro e oito semanas de infec¢do. Barras representam
a média + desvio padrédo de cinco animais por grupo. (C) dot plots representam os gates das
células IL18R+ (CD4-CD8+) da lesao de um dos cinco camundongos de cada grupo apés duas,
guatro e oito semanas de infec¢do. Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido
de Bonferroni. Os resultados s&o representativos de dois experimentos desenvolvidos

independentemente.
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4.12-Avaliacdo da presenca de células T reguladoras (CD3+CD4+FoxP3+)
no infiltrado inflamatdrio das les6es de camundongos selvagens e IL-18 KO

infectados com Leishmania amazonensis

Avaliacdo das células T regulatérias no infiltrado inflamatorio das lesfes
cutdaneas de camundongos selvagens e IL-18 na segunda, quarta e oitava
semana de infecgéo (Figura 12).

A andlise do numero absoluto das células T reguladoras
(CD3+CD4+FoxP3+) mostrou que essas células estdo presentes em maior
guantidade na lesdo dos camundongos selvagens na segunda e quarta semana
quando comparados com as células das lesdes dos camundongos IL-18 KO.
Entretanto, na oitava semana de infeccdo, os numeros de células T regulatérias
foram similares. (Figura 12A).

Ao analisarmos as porcentagens de células CD3+CD4+FoxP3+ nos
tempos de duas, quatro e oito semanas encontramos nos camundongos
selvagens as porcentagens de 3,93%, 8,79% e 2,08%, dessas células,
respectivamente. J4 nos camundongos IL-18 KO encontramos 1,22%, 6,56% e
3,32% nos mesmos tempos analisados (Figura 12B).

Todas as porcentagens foram definidas pela quantidade de eventos

dentro dos gates analisados escolhidas com base na média das porcentagens.
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Figura 12. Avaliacdo de células T reguladoras presentes no infiltrado inflamatério das
lesdes de camundongos selvagens e IL-18 KO infectados com Leishmania amazonensis.
Os camundongos foram infectados por via intradérmica com 1x104 L. amazonensis na orelha.
ApOs duas, quatro e oito semanas de infeccdo os animais foram eutanasiados e as lesdes
coletadas para a andlise do infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. (A) NUmero absoluto
de células representados pelo FoxP3+CD4+(CD3+). (B) dot plots representam os gates das
células FoxP3+CD4+(CD3+) da lesao de um dos cinco camundongos de cada grupo apds duas,
guatro e oito semanas de infec¢do. Barras representam a média + desvio padrdo de cinco
animais por grupo. Analise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os

resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.
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4.13- Analise da fagocitose do parasito em macrofagos derivados de

medula de camundongos selvagens e IL-18 KO

Analisamos a capacidade dos macrofagos, derivados de medula de
camundongos selvagens e IL-18 KO, de fagocitar a Leishmania amazonensis

(Figura 13).

Ao plaguearmos os macrofagos e os infectarmos com cinco Leishmanias
para cada macréfago, notamos que ha menos macrofagos viaveis, tanto na
linhagem selvagem, quanto nos camundongos IL-18 KO. As porcentagens de
células vivas F4/80+CD11b+CD11c-MHCII- nos macréfagos derivados da
medula 6ssea de camundongos selvagens nao infectados foi de 90,8% e nos
macrofagos derivados de medula éssea de camundongos IL-18 KO néo
infectados foi de 89,7%. J& nos macréfagos infectados, a taxa de células viaveis

F4/80+CD11b+CD11c-MHCII- reduziu 50% nas duas linhagens (Figura 13A).

Os macréfagos foram infectados por Leishmania amazonensis que
expressa uma proteina fluorescente vermelha (RFP+), podendo assim ser
analisada por citometria de fluxo. Ao analisarmos o histograma vemos o pico
com o macréfago ndo infectado abaixo de 103, sendo assim, considerado RFP-.
Os picos acima de 102 sdo, entdo, RFP+, ou seja, contém Leishmanias. Os picos
dos macrofagos derivados da medula éssea de camundongo selvagens e 1L-18
KO estéo sobrepostos e com intensidade de fluorescéncia similares, o que indica
gue possuem quantidades proximas de Leishmania amazonensis em seu interior

(Figura 13B).
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Figura 13. Avaliacdo da entrada do parasito em macréfagos derivados de medula de
camundongos selvagens e IL-18 KO. Os macrdfagos foram derivados de medula 6ssea dos
camundongos selvagem e IL-18KO. Foram plagueados e infectados na proporcao 1 macréfago
para cada 5 Leishmanias. Foram usadas Leishmania amazonensis RFP+. Apds 24 horas as
células foram coletadas para a analise por citometria de fluxo. (A) dot plots representam os gates
das células F4/80+(CD11b+CD11c-MHCII-) das células coletadas de uma das placas. (B)
histograma representando as células RFP+ (acima de 103) e o controle RFP- (abaixo de 10%). Os

resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente.
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4.14-Avaliacdo da expressdo do receptor de IL-18 em macréfagos

derivados de medula de camundongos selvagens e IL-18 KO

Avaliamos a expresséo do receptor de IL-18 nos macrofagos derivados
de medula 6ssea de camundongos selvagens e IL-18 KO estimulados com IL-12
e IL-18, LPS, IL-4 e IFN-y (Figura 14).

A Figura 14 A mostra o fenoétipo F4/80+CD11b+CD11c-MHCII dos
macrofagos derivados da medula 6ssea.

Realizamos, também, a marcacdo com anti-IL18R para verificar a
expressdo desse receptor nos macrofagos derivados de medula 6ssea. Como
controle positivo da expressao de IL-18R utilizamos esplendcitos sem estimulo
e estimulados com IL-12 e IL-18, LPS e IL-4 (Figura 14B). J4 ao analisarmos 0s
macréfagos derivados de medula éssea de camundongos selvagens e IL-18 KO
nao encontramos expressao significativa do receptor na presenta dos estimulos,
apenas na presenca de LPS, em que 1,95% das células F4/80+CD11b+CD11c-
MHCII- foram IL-18R+ nos macrofagos derivados de medula 6Ossea de
camundongos selvagens e 2,66% foram IL-18R+ nos IL-18 KO. Essas
porcentagens representam uma quantidade muito pequena de células (Figura

14C).
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Figura 14. Avaliacdo da expressao do receptor de IL-18 em macrdfagos derivados de
medula de camundongos selvagens e IL-18 KO. Os macr6fagos foram derivados de medula
6ssea dos camundongos selvagem e IL-18 KO. Foram plaqueados e incubados com os estimulos
18 horas. Ap6s 18 horas, as células foram coletadas para a andlise por citometria de fluxo. (A)
dot plots representam a estratégia de formacdo dos gates das células F4/80+IL-
18R+(CD11b+CD11c-MHCII-) das células coletadas de uma das placas. (B) dot plots
representando os controles IL-18R+ utilizando esplendécitos sem estimulo, estimulados com IL-
12+IL-18, estimulados com LPS e estimulados com IL-4. (C) dot plots representando os
macrofagos F4/80+IL-18R+(CD11b+CD11c-MHCII-) selvagens e IL-18 KO sem estimulo,
estimulados com IL-12 + IL-18, estimulados com LPS, estimulados com IL-4 e estimulados com
IFN-y. Os resultados s&o representativos de dois experimentos desenvolvidos

independentemente
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4.15-Avaliagcdo da expressdo da enzima Arginase | nas lesbes de
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados por Leishmania

amazonensis

Nossos resultados mostraram que as lesdes dos camundongos selvagens
e IL-18 KO, infectados por L. amazonensis, apresentaram niumeros similares na
carga parasitaria, na fagocitose do parasito e expressao do receptor de IL-18 nos
macréfagos. Dessa forma, avaliamos a expressdo de Arginase | nos
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados por Leishmania amazonensis

nos tempos de 24 horas, 72 horas, duas, quatro e oito semanas apoés a infeccao.

Os resultados mostraram maior expressao de Arginase |, em todos 0s
tempos analisados da infeccédo, nas lesdes dos camundongos selvagens quando

comparados com os camundongos IL-18 KO (Figura 15).
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Figura 15. Avaliac&o da expresséo da enzima Arginase | por RT-PCR real time na les&o de
camundongos selvagens e IL-18 KO infectados por Leishmania amazonensis.
Camundongos selvagens e IL-18 KO (quatro por grupo) foram infectados com 104 promastigotas
de L. amazonensis na orelha esquerda e nos tempos indicados os camundongos foram
sacrificados e as orelhas foram coletadas e o RNA total foi isolado, transcrito e o gene da
Arginase | amplificado por PCR tempo real. Os valores sdo mostrados como 0 aumento em vezes
relativo a expresséo da Arginase | na orelha de camundongos néo infectados. Os dados séo
apresentados como média + para cada grupo. Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (*

p<0,05 e *** p<0,001). Os resultados sdo a média de dois experimentos independentes.
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5-DISCUSSAO

Por ser uma citocina que desempenha diversos papéis biolégicos em
células do sistema imune, a IL-18 é um dos fatores relevantes para determinar o
desenvolvimento de diversas doencas, seja no sentido da cura ou exacerbacéo
(DINARELLO, 2007; NOVICK etal., 2013). Alguns exemplos: experimentalmente
verifica-se um aumento na quantidade de IL-18 nos rins de camundongos MRL-
Fas'’" com nefrite causada por lGpus, fator associado, também, a perda de fungédo
renal e desenvolvimento de glomerulonefrite (ESFANDIARI et al., 2001; FAUST
et al., 2002). Ao utilizar camundongos caspase-1 KO, nota-se uma reduc¢éao tanto
de IL-18 como de IL-18, porém, no modelo de colite, ao analisar o camundongo
deficiente para IL-1B, este é suscetivel, enquanto o caspase-1 KO é resistente
(BERSUDSKY et al., 2014). Quando o animal selvagem é tratado com anti-IL-18
torna-se resistente ao desenvolvimento de colite, mas quando tratado com
antagonista para o receptor de IL-1, ndo (SIEGMUND et al., 2001a; SIEGMUND
et al., 2001b). Num modelo utilizando animais IL-18 KO infectados com
Trypanossoma cruzi, observou-se que 0s camundongos KO apresentavam
niveis aumentados de IL-12 e IFN-y, além de uma reducéo significativa no
infiltrado de leucécitos e menor carga parasitaria no miocardio quando
comparados aos animais selvagens. Esses resultados nos levam a crer que a
IL-18 estd envolvida na patogénese da doenca de Chagas (ESPER et al.,
2014). Em humanos, inibidores de caspase-1 ou inibidores de IL-18 sé&o
utilizados para o tratamento da artrite reumatoide, sendo observada uma
reducado dos sintomas apos o tratamento (GHAYUR et al., 1997; RANDLE et al.,

2001). A IL-18 apresenta papel bastante diverso, pois na presenca de IL-12 ou
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IL-15, induz a producgéo de IFN-y, o que leva a uma resposta Th1. Dessa forma
age exacerbando processos inflamatérios, um cenério que pode ser tanto de
cura como de agravo do processo patolégico. Porém, na auséncia de IL-12 e IL-
15 e na presenca de IL-3, a IL-18 tende a estimular a polarizagéo de células T
naive para um fendtipo Th2 (NAKANISHI et al., 2001). Devido a essa
caracteristica dual, em doencas em que a inflamacéo faz parte do processo
patoldgico, a auséncia de IL-18 tende a amenizar os sintomas e a gravidade da
doenca, como acontece na artrite induzida por colageno, lupus e aterosclerose
no camundongo ApoE, onde nota-se diminuicdo da inflamacgéo, diminuicdo da
ocorréncia de nefrite e aumento de coldgeno nos vasos, respectivamente
(BOSSU et al., 2003; MALLAT et al., 2001; WEI et al., 2001). Seguindo essa
l6gica, qual seria o papel da IL-18 no desenvolvimento das lesdes cutaneas nos

modelos experimentais de infecgcéo por parasitas do género Leishmania?

Nas infecgbes por Leishmania, a inflamacéo é fator crucial para o
desenvolvimento da lesdo (KAYE; SCOTT, 2011). J4 que camundongos KO para
caspase-1, Myd88, Pycard e IL-1R apresentam lesbes aumentadas quando
comparados com os animais selvagens no fundo C57BL/6 (LIMA-JUNIOR et al.,
2013), como se comportaria o desenvolvimento da lesdo na auséncia da IL-187?
Baseados nos modelos classicos de infec¢cdo por Leishmania (AFONSO;
SCOTT, 1993; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SCOTT et al., 1988; SOONG
et al., 1997) esperdvamos que, ao utilizarmos um camundongo IL-18 KO,
teriamos uma lesdo aumentada e maior carga parasitaria, quando comparado
ao camundongo selvagem, uma vez que a IL-18 esta envolvida no aumento da
producéo de IFN-y. Porém, encontramos uma leséao significativamente maior no

camundongo selvagem quando comparado ao IL-18 KO desde a quarta semana
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de infeccdo. Ao analisarmos a carga parasitaria, surpreendentemente,
encontramos 0 mesmo titulo de parasitos em todos os tempos analisados. Nos
modelos de infeccdo por Leishmania major utilizando camundongos C57BL/6 foi
mostrado que camundongos infectados quando tratados com IL-12 + IL-18
apresentavam lesdo controlada nas patas infectadas e cura dessas lesoes.
Camundongos IL-18 KO apresentaram lesdes progressivas (OHKUSU et al.,
2000). Porém, outro grupo, utilizando a mesma linhagem de camundongo
infectados por Leishmania major, mostrou que apds a quinta semana de infeccao
o animal IL-18 KO cura a leséo espontaneamente. O dado bastante interessante
desse grupo € que, nos tempos de duas e dez semanas apdés a infeccao, eles
também encontram a mesma carga de parasitos entre 0s animais selvagens e
IL-18 KO, apesar de encontrarem mais IFN-y, nos mesmos tempos, e mais IL-
12 e IL-4 na segunda semana de infeccdo nos camundongos IL-18 KO
(MONTEFORTE et al.,, 2000). Quando analisamos pacientes com a forma
mucocutanea da leishmaniose, encontramos uma baixa carga parasitéria, porém
uma inflamacédo intensa, com lesdes progressivas e necroticas (AMATO; DE
ANDRADE; DUARTE, 2003; BOAVENTURA et al., 2010; TUON et al., 2014).
Esses dados, juntamente com os nossos dados de medida de leséo e carga
parasitaria, abrem discussao para uma questdo: sera que o surgimento da lesédo
depende unicamente da carga de parasitos, ou dependeria, também, do
orquestramento da resposta imune em Thl, Th2 ou Th17? E qual seria o papel

da IL-18 nessa resposta imune?

Alguns trabalhos sugerem que a IL-18 apresenta um papel muito
importante na cura de feridas, assim como na fibrogénese na pele. Mostrou-se

gue camundongos apresentam um aumento da expressdo de IL-18 nos
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primeiros sete dias apds injaria na pele, sendo que na pele normal sao
encontrados niveis muito baixos dessa citocina. Outros estudos utilizando
camundongos diabéticos db/db, também apresentam alta nos niveis de IL-18
durante o reparo tecidual (KAMPFER et al., 1999; KAMPFER et al., 2000). Em
um trabalho com amostras de queloide, notou-se que em comparagao com a
pele normal, o tecido com queloide apresenta um aumento significativo nos
niveis de IL-18 e de IL-18Ra e IL-18RpB. Associado aos altos niveis de IL-18,
encontrou-se um aumento na secre¢ao de colageno e matriz extracelular (ECM)
e angiogénese, assim como na secrecao de citocinas profibréticas, como IL-6 e
IL-8 e (DEBETS et al., 2000; DO et al., 2012). Ou seja, no camundongo suficiente
para IL-18, talvez, haja uma producdo excessiva de coldgeno, assim maior
dificuldade no remodelamento do tecido inflamado, favorecendo a progresséo da
lesdo. J& no camundongo IL-18 KO, na auséncia da citocina, outros fatores
responsaveis por orquestrar 0 processo de cicatrizacdo e remodelamento
tecidual, sejam capazes de promover o remodelamento e contragdo da leséo
através da deposicdo mais organizada do colageno, assim como um equilibrio
entre a lise e a sintese de matriz extracelular por fibroblastos (BROUGHTON,;
JANIS; ATTINGER, 2006; ROBSON; STEED; FRANZ, 2001; WITTE; BARBUL,

1997).

Ja que a lesdo nos camundongos selvagens é maior, fizemos uma analise
do perfil celular inflamatério das duas linhagens de camundongos na lesao.
Encontramos valores similares no numero absoluto nas populagbes de
macroéfagos, linfocitos T CD4+ e CD8+, células dendriticas e células T
reguladoras. Com relacdo ao numero absoluto encontramos diferencas

significativas principalmente nas populacbes de neutréfilos e células NK.
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Analisamos, também, as porcentagens das células, pois dessa maneira teriamos
uma visdo das populagbes em cada linhagem de camundongos
independentemente do numero absoluto, o que facilitaria a visualizacdo de
diferenca de migracdo ou manutencdo de algum fenoétipo celular especifico.
Porém, as populacdes entre os camundongos selvagens e IL-18 KO séo
bastante similar, exceto para as células NK, neutrdfilos e células dendriticas. Um
estudo em humanos demonstrou que mondcitos tratados com IL-12 e IL-18
produziram algumas quimiocinas do tipo CXC, tais como CXCL8, CXCL9 e
CXCL10, o que pode explicar a maior migracao de neutréfilos nos camundongos
selvagens, além da migracdo de linfocitos, apesar de ndo ter sido
significativamente distinta entre as duas linhagens (COMA et al., 2006). Também
em humanos, a IL-18 promove acumulo de neutrofilos no tecido inflamatério e
maior expressdo de mieloperoxidase (MPO). Quando feita a supresséo de IL-18
em camundongos BALB/c apds injecdo de carragenina, notou-se o0
desenvolvimento de uma lesdo menor quando comparada com a leséo do grupo
tratado com o controle IgG (LEUNG et al., 2001). Porém, o niumero de neutrdfilos,
NO NOSSO experimento, € igual entre os selvagens e IL-18 KO na quarta semana
de infeccédo, apesar de a lesao ser diferente. Também em humanos, sabe-se que
a IL-18 esta envolvida no aumento da expressdo de E-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1. Células tratadas com IL-18 apresentaram aumento transiente na
expressao dessas proteinas, sendo esse aumento dose dependente (MOREL et
al., 2001b). Assim, isso sugere que a diferenca na lesdo entre os animais
selvagens e IL-18 KO seja devida a falha na migracéo celular ou na diminuicéo
dos niveis de algumas quimiocinas, 0 que poderia explicar a quantidade de

células aumentada encontrada nas les6es dos camundongos selvagens. Porém,
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a diferenca entre as populacfes inflamatérias ndo explica completamente a
grande diferenga do tamanho das lesdes, sugerindo que haja outras populacdes
celulares no sitio de infecgcdo que possam estar favorecendo a diferenca na
les&o, j& que manutencdo das les6es vem do equilibrio entre a inflamacgéo e a o
reparo do tecido. Alternativamente, ha apenas um aumento no nimero de células
migrando para o local da lesé&o, sem diferencas qualitativas. Em um modelo de
infeccdo por Leishmania major e utilizando camundongos KO para o receptor 1
do TNF (TNFR1), apesar da queda na carga parasitaria, o animal mantinha uma
lesdo exacerbada devido a sua incapacidade de realizar apoptose pela via do
TNFR1. Ou seja, o clearance das células no local da lesdo e resolucdo da
inflamacéo, uma vez que houve diminui¢cdo do estimulo inflamatério, € também
necessario para que haja diminuicdo da lesdo (OLIVEIRA et al., 2012). O cenario
da leséo € bastante complexo, composto de células infamatérias que migraram
para o local da injdria, restos de células que foram destruidas no processo
liberando diversos sinais de perigo como moléculas estritamente intracelulares.
Além da resposta frente aos antigenos e aos sinais de perigo ha, também, as
células residentes e constituintes do tecido, como por exemplo, queratinécitos,
fibroblastos e melandcitos. A esse cenario cadtico, juntam-se as cascatas de
coagulacéo e de ativacdo do complemento. Todos esses componentes geram,
entdo, o cenario que ira formar a lesédo. Logo, para sua resolucdo, nao basta um
infiltrado inflamatério competente (BROUGHTON; JANIS; ATTINGER, 2006;

ROBSON; STEED; FRANZ, 2001).

Apesar de uma populacdo de células inflamatérias similar, no geral, e
guando nao similar, menor nas lesdes dos camundongos IL-18 KO, encontramos

niveis aumentados de IL-12, TNF, IL-4 e IL-10 nas lesGes desses camundongos.
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Os niveis aumentados de IL-12 e IL-4 sugerem que n&o ha uma polarizacdo do
tipo Thl e Th2 nesses animais (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000; XU et al.,
2000). Temos uma lesdo menor com um perfil de citocinas inflamatorias
aumentadas em relacdo ao camundongo selvagem, porém, com maiores niveis
de IL-10, que provavelmente promove uma regulacdo da inflamac&o no sitio de
infeccdo desses animais (KANE; MOSSER, 2001; SCHWARZ et al., 2013).
Talvez outras células, além das células inflamatérias na lesédo, estejam
contribuindo, também, na producao de algumas dessas citocinas, auxiliando na
manutencao desse ambiente inflamatério com lesdo controlada. Ao analisarmos
0s niveis de IL-18 na lesdo de camundongos selvagens, encontramos um dado
bastante interessante. Encontramos um aumento nos niveis de IL-18 na quarta
semana de infec¢cdo, momento este em que ha exacerbacdo da diferenca entre
as lesdes dos camundongos selvagens e IL-18 KO. Ao analisarmos a expresséo
do receptor de IL-18 nas células CD4+ e CD8+, tanto nos animais selvagens
guanto nos animais IL-18 KO, notamos que a expressao do receptor nessas
células acontece na quarta semana de infec¢éo, coincidindo com aumento nos
niveis de IL-18 e com o aumento da lesdo nos camundongos selvagens. Esse
aumento dos niveis de IL-18 acontece, também, nos modelos de artrite
reumatoide e lupus, aumento concomitante com o agravo da patologia (BOSSU
et al., 2003; WEI et al., 2001; YOSHIMOTO et al., 1998). Porém, esse aumento
de lesé@o nao foi acompanhado de maiores niveis de citocinas inflamatérias. Além
disso, quando analisada por histopatologia, tanto as lesdes quanto ao infiltrado
inflamatorio sdo aparentemente iguais, exceto na oitava semana, onde
encontramos mais necrose no camundongo selvagem quando comparado com

o IL-18 KO. Mais uma vez, os resultados sugerem que a diferenca nas lesdes
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desses animais selvagens e IL-18 KO nao é apenas devida ao aumento do

infiltrado inflamatorio.

Alguns trabalhos mostraram que ao estimularmos macrofagos, sejam
derivados de medula ou peritoneais, com IL-12 e IL-18 ha um aumento da
producdo de IFN-y, aumento esse visto apenas quando o estimulo €& feito com
as duas citocinas (MUNDER et al., 1998; SCHLEICHER; HESSE; BOGDAN,
2005). Apesar das evidéncias, um outro grupo atentou para o fato de que néo ha
estudos que mostrem a expressao do receptor de IL-12 ou IL-18 em macréfagos
murinos, sugerindo que a producéo de IFN-y possa ser advinda de outros tipos
celulares (GOLAB et al., 2000; GORDON; TAYLOR, 2005; MOSSER;
EDWARDS, 2008). Como sabemos, os macrofagos sédo as principais células
infectadas na leishmaniose (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002), desempenhando
intenso papel quando ativadas, seja por respostas Thl ou Th2, amplificando a
resposta inflamatoéria e apresentando vasta capacidade efetora no sitio de
infeccdo como no tecido em reparo (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).
Resolvemos, entdo, analisar as diferencas entre os macréfagos derivados de
medula dos camundongos selvagens e IL-18 KO. Ao olharmos a fagocitose do
parasito notamos que ndo houve diferenca na entrada desse parasito. Apesar da
carga parasitaria ser a mesma na lesdo dos camundongos das duas linhagens,
0 que indicaria que a taxa de morte do parasito é similar na lesdo dos
camundongos selvagens e IL-18 KO, investigamos a expressao do receptor de
IL-18 nas duas linhagens de macréfagos estimulados com LPS, IL-12 e IL-18,
IL-4 e IFN-y, porém nao encontramos expressao significativa do receptor nos
macrofagos derivados de medula das duas linhagens em nenhum dos estimulos.

Em experimentos do nosso grupo utilizando Western Blot e real time RT-PCR, o
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receptor de IL-18 também ndo foi encontrado (SOUSA et al., submetido para
publicacdo). Continuando na analise das populagbes de macrofagos,
investigamos a fagocitose do parasito por citometria, porém ndo encontramos
diferencas na entrada da L. amazonensis nos macrofagos derivados de medula
dos camundongos selvagens com os IL-18 KO. Ao avaliarmos a expressao de
arginase | na lesdo das duas linhagens de animais, encontramos uma maior
quantidade na quarta semana de infec¢cdo nos animais selvagens, porém a carga
parasitaria nesse mesmo periodo de infeccao € igual na lesdo dos camundongos
selvagens e IL-18 KO. O produto da arginase-I, a ornitina que age no sentido de
reparo e cura tecidual, entéo, talvez seja uma tentativa de reparo da leséo que
leve a expressao tdo alta de arginase | nesses camundongos, porém sem
sucesso, devido ao infiltrado inflamatorio intenso (DZIK, 2014; MOSSER, 2003).
Assim, mais uma vez os dados nos sugerem que o desenvolvimento da leséo
nos camundongos IL-18 KO parece néo se limitar a resposta frente ao parasito
e ao infiltrado inflamatério, mas pode ser devido a um balanco entre inflamacéo

e reparo tecidual.

Ao analisarmos a expressdo do receptor de IL-18 nas populacdes de
células da lesdo nos animais selvagens e IL-18 KO (dados ndo mostrados),
encontramos, na maioria das vezes, uma maior expressao nas células do
camundongo IL-18 KO, o que sugere uma tentativa de tornar a célula mais
sensivel a citocina, ja que na sua auséncia ndo ha sinalizagdo dependente de
IL-18. Talvez haja, também, uma ativacdo aumentada do inflamassoma, com a
finalidade de produzir mais IL-18, mesmo sendo esse camundongo incapaz de
produzi-la. Experimentalmente, sabe-se que a via do inflamassoma ativada pela

L. amazonensis € a via da NLRP3 (LIMA-JUNIOR et al., 2013); uma vez ativada
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essa a via, havera formacao da caspase-1 na sua forma ativa. A caspase-1 pode
clivar apro IL-1 e a pro IL-18, como pode, também, modificar uma série de outros
precursores proteicos intracelulares, afetando o citoesqueleto celular, glicolise e
funcdo das mitocondrias (KELLER et al., 2008; SHAO et al., 2007). Além da via
de inflamagé&o, a caspase-1 pode induzir diretamente um tipo de morte celular
programada conhecido como piroptose (BERGSBAKEN; FINK; COOKSON,
2009; COOKSON; BRENNAN, 2001; GURCEL et al., 2006; WREE et al., 2014).
O papel da piroptose in vivo ainda nao foi bem descrito, porém sabe-se que
nessa forma de morte celular ha dano no DNA da célula, como na apoptose,
porém, diferentemente, h4 a formacdo de poros e liberacdo de material
intracelular (BRENNAN; COOKSON, 2000; FINK; COOKSON, 2005; FINK;
COOKSON, 2006). Isso nos sugere que no camundongo IL-18 KO haja um
desbalanco da ativagcdo do inflamassoma, com excesso de formacdo de
caspase-1 ativa, 0 que pode acarretar num robusto contingente de células em
piroptose, gerando um ambiente inflamatério, devido extravasamento de

conteudo celular, porém, um ambiente com namero decrescente de células.

Em resumo, nosso trabalho sugere que um camundongo que nao produz
a IL-18, apresenta uma lesdo menor do que a do camundongo selvagem, porém
com mesma carga parasitaria, mas quantidade menor de células na lesédo, com
menos células NK, neutréfilos e células dendriticas. Macroscopicamente,
apresenta lesdo com menos necrose, porém ao corte histoldgico ndo se notam
diferencas de infiltrado inflamatorio entre as duas linhagens de camundongos.
Temos maiores niveis de citocinas proé-inflamatérias nos camundongos IL-18

KO, porém niveis maiores de IL-10.
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6-CONCLUSAO

A IL-18 é uma citocina bastante versétil, agindo tanto na promocao da
inflamacé&o, seja ativando células ou na migragéo celular para o sitio de infeccéo,
como na regulacdo de mecanismos de reparo tecidual. O nosso modelo de
infeccdo com um animal IL-18 KO abre possibilidades de investigacdo de
diversos fatores que possam formar a lesdo na leishmaniose e outras doencas
de pele: reparo tecidual, balanco da inflamacéo, ativacdo de inflamassoma,

piroptose e migragao celular.

O presente trabalho mostrou que, provavelmente, os mecanismos de
acdo da IL-18 independem da ativacdo de macrofagos, jA que esses nédo
expressam IL-18R. Talvez por isso, no modelo de infec¢cdo por Leishmania
amazonensis, ndo tenhamos encontrado diferencas significativas na carga
parasitaria. Além disso, encontramos niveis aumentados de IL-18 no animal
selvagem no mesmo momento em que h& exacerbacdo da lesdo, o que leva a
crer que a IL-18 tenha papel no desenvolvimento da patogénese na
leishmaniose, por ser importante para a manutencao de um infiltrado inflamatorio
vasto. Porém, notamos que, mesmo na sua auséncia, o organismo do
camundongo ainda apresenta uma resposta inflamatoria robusta, mas incapaz,
também, de eliminar o parasito e curar a lesdo. No camundongo IL-18 KO
encontramos uma lesdo mais controlada, talvez por um equilibrio entre
inflamacé@o versus reparo tecidual, ou quem sabe um desequilibrio nos

mecanismos de ativagédo da piroptose.
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Nossas observacdes da infeccdo do camundongo IL-18 KO possibilitam
perspectivas de outros estudos sobre o desenvolvimento de lesGes na
leishmaniose, assim como o desenvolvimento de lesbes em outras doencgas de

pele.
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