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Resumo

RESUMO

As leishmanioses sao doencgas que apresentam uvaaa&ltaxa de incidéncia no Brasil. Na
América Latina, uma das formas classicas e graaetdnca, a leishmaniose visceral (LV) é
causada pela espétieishmania chagasEntre as manifestacdes clinicas da LV, aquelas qu
envolvem o sistema nervoso central (SNC) sdo estassi ndo sao devidamente
diagnosticadas. Ha relatos da invasédo do parasita po SNC via migracdo de leucocitos,
fato que pode causar danos graves ao hospedeiempPego de modelos murinos para o
estudo da infeccdo pdr. chagasitem sido realizado para diferentes avaliagbesgposta
imune e da eficacia de antigenos vacinais; entetars diferentes tempos de avaliacdo
utilizados, assim como os indculos infectivos eatas de infec¢do variadas ndo permitem a
definicdo de um modelo ideal de estudo para a e&iolda doenca visceral, o que acaba por
comprometer a qualidade de avaliacdo da eficagaadtigenos vacinais nestes trabalhos.
Dessa forma, o presente trabalho tem como objetixadiar diferentes modelos (vias de
infeccdo e tamanho de indculo) de infeccdo caugamtal. chagasi em camundongos
BALB/c. Camundongos foram infectados con?,100° ou 10 parasitas pela via subcutanea
ou infectados com I(parasitas pela via endovenosa. A carga parasftiriieterminada no
baco, figado, linfonodo inguinal, parénquima cesebrna medula 6ssea femural dos animais
infectados; 15, 30, 45 e 60 dias apds o desafiecAica PCR foi utilizada para a deteccéo
do parasita no cérebro dos animais infectados. il da resposta celular e humoral foi
avaliado pela producdo de IRN-IL-4, IL-10 e dos isotipos de anticorpos IgGlgé&Ra
especificos ao parasita, nos diferentes periodogeawo. Na analise dos resultados,
observou-se que a carga parasitaria encontradadrgis analisados foi diretamente
proporcional ao tamanho do inéculo infectivo e pediu com a cronicidade da infeccéo; a
deteccdo do DNA de. chagasino parénquima cerebral dos camundongos, 15 di@s @p
desafio, evidenciou o envolvimento do 6rgdo naeraizacdo do parasita e permitiu inferir
a existéncia de um comprometimento sistémico dmanija na fase aguda da doenca. Uma
relacdo direta entre a carga parasitaria nos diesedrgdos dos animais avaliados, a
producdo de IL-4, IL-10 e de anticorpos IgGl edpms ao parasita foi observada nos
grupos experimentais infectados com éDespecialmente, com Afarasitas. Em conclus&o,
observou-se que o modelo murino para a infeccéipantdo 10 parasitas e a rota subcutanea
foi aquele no qual se observou uma infeccdo maigegnos animais avaliados nos diferentes

periodos de tempo.
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ABSTRACT

The leishmaniasis are diseases that present arfaglence in Brazil. In the Latin America,
one of its classic and serious forms of the diseaseeral leishmaniasis (VL), is caused by
the Leishmania chagaspecie. Among the clinical manifestations of Vihpge that involve
the central nervous system (CNS) are poor or isdiagnosed properly. There are reports
of the invasion of the parasite through leucocytgration into the CNS. The use of murine
models to the study of the. chagasiinfection has been done for different evaluatiohs
immune response and the effectiveness of antigamslidates; however, the different
evaluation periods used, as well as the parastteuloms and the several infection routes
don't allow the definition of an ideal model of dyufor the evolution of the visceral disease,
compromising the efficiency of the evaluation oteimate antigens. The present work has
for objective to evaluate different models (infecatiroutes and inoculums size) of visceral
disease caused Hy chagasiin BALB/c mice. Mice were infected with $010° or 10
parasites for the subcutaneous route of fdrasites for intravenous route. The parasite
burden was determined in the spleen, liver, lympties, brain and in the bone marrow of the
animals; 15, 30, 45 and 60 days after challengeR M@s used for the detection of the
parasite in the brain of the infected animals. piedile of the cellular and humoral responses
was evaluated by production of IFN4L-4, IL-10 and of specific-parasite IgG1 and Rg>
antibodies, in the different periods of time. Irethesults, was verified that the parasite
burden found in the analyzed organs was directbp@rtional to the size of the parasites
inoculum and it progressed with the chronicity loé infection; the detection of DNA a&f
chagasiin the cerebral parenchyma of the mice, 15 dates #fie challenge, evidenced the
involvement of this organ in the visceralization tbe parasite and allowed to infer the
existence of the systemic compromising of the ahiregen in the acute phase of the
infection. A direct correlation among the parasibed in the different evaluated organs, a
production of IL-4, IL-10 and specific-parasite If§Gantibodies was observed in the
experimental groups infected with>l4nd, specially, 10parasites. Therefore, our conclusion
showed that the murine model of infection using p@rasites and the subcutaneous route
was that in which a more severe infection was ofeskin the evaluated animals, in all

periods of time evaluated.
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1. Introducao

1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas causadas por psrgsitdozoarios do género
Leishmania,afetam, anualmente, cerca de 12 milhdes de pessoasdo o mundo e séo
consideradas endémicas em 88 pai8ekishmaniose visceral (LV), uma forma fatal da
doenca quando ndo tratada, € causada pelas edpgisiemania chagasia América Latina
e L. donovanie L. infantumem paises do Velho Mundo (Neves, 2006). Estimarsa
incidéncia anual de 50 mil mortes decorrentes daebhVtodo o mundo; uma mortalidade
que, entre as doencas tropicais, sO € superada@imeros pela malaria. A maioria dos casos
de LV (em torno de 90%) é registrada em Bangladesla, Nepal, Sudao, Etiopia e Brasil
(Piscopo e Mallia, 2006; Chappuwsal, 2007).

A LV humana pode se manifestar clinicamente calsdebre intermitente, anemia,
hepatoesplenomegalia e caquexia progressiva; qdessvolvem em niveis variaveis, de
semanas a anos apos a infec¢do. Sintomas clinienssntomuns incluem linfoadenopatia,
diarréia persistente e sintomas neuroldgicos (Adhf@000; Limaet al, 2003). As
manifestacdes clinicas envolvendo o sistema nereesral (SNC) sdo mais escassas,
porém, tém sido observadas em individuos com inmsupressdo, geralmente associadas as
infec¢des disseminadas (Walletral, 2006).

O cérebro é considerado um local imunologicameprigilegiado pela menor
expressdo de moléculas do complexo principal dedumpatibilidade (MHC), pelo baixo
namero de células apresentadoras de antigenos JAPQselas barreiras encefalicas
existentes, no caso, a barreira hemato-encef8id&) e a barreira hemato-liquorica (BHL);
duas estruturas capazes de isolar o SNC da corsamguinea. No entanto, diversos
patogenos sao capazes de atravessar as barraieddlieas e penetrar no cérebro, podendo
causar lesbes, dentre eles, o pardseishmania(Nassif et al, 2002; Abreu-Silveet al,
2003).

Existem estudos demonstrando que a espéaibagasié capaz de atravessar a BHE
e causar danos significativos no SNC de camundoagpsrimentalmente infectados com
este parasita. Em outros trabalhos, anticorposcH#gms ao parasitd.. chagasiforam
encontrados no liquor de pacientes que apresentaVaga sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS); bem como em cées naturalmentectaflos conk. infantum(Ramoset
al., 1994, Garcia-Alonset al, 1996; Prasad e Sen, 1996; Vifuadasl, 2001; Abreu-Silva
et al, 2003).
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1. Introducao

A resisténcia a infeccdo pheishmaniaparece ocorrer por meio de uma resposta
imune especifica do tipo celular por parte do hdse mamifero infectado. O mecanismo
imunoldgico efetor responsavel pelo controle daoagitas parece ser decorrente da ativagédo
de macrofagos via interferon gama (IfFN¢Scott, 2003). A utilizacdo de modelos murinos
para estudos envolvendo a espécieajor, uma espécie causadora de leishmaniose cutanea
(LC), permitiu a definicdo do paradigma Th1l/Th2 desisténcia/susceptibilidade,
respectivamente, a infeccdo por essa espécie pab @@ citocinas como a interleucina-12
(IL-12) e interleucina-4 (IL-4) no desenvolvimerde linhagens de linfécitos do tipo Thl e
Th2, respectivamente (Alexander e Bryson, 2005)cémrario do que é observado na LC, o
fenotipo de susceptibilidade na LV murina paredarawais relacionado a incapacidade de
desenvolvimento de uma resposta Thl efetiva, metsimente, do que a elaboracdo de
uma resposta Th2 exacerbada (Afonso e Scott, 1993).

Na analise comparativa entre os modelos de infeeg@erimental e natural, nesse
altimo caso, os vetores infectados inoculam algucersenas de formas promastigotas
metaciclicas na derme do hospedeiro, na regidorelhaoou da face dos animais. As
infeccdes experimentais, por sua vez, sao reabzpdi inoculacdo de milhares de formas
promastigotas, normalmente na fase estacionar@eseimento, que séo cultivadasvitro
ou de formas amastigotas recuperadas do baco mmiannfectados e que utilizam como
vias de infeccao as rotas subcutanea (SC) ou endsa€EV). Neste caso, a infec¢cao pode
permanecer restrita ao local de inoculacao do paras visceralizar, condi¢des relacionadas
a combinacéo de diversos fatores, dentre os quaibagem utilizada dos camundongos, a
espécie dd_eishmaniainoculada, a viruléncia do parasita isolado, aineaia do in6culo
infectivo e a via de infecgéo utilizada (Garg e BUR006).

Os diversos trabalhos descritos na literatura acgacutilizacdo de modelos murinos
para o estudo da LV causada pela espéciehagasi,empregam milhares de formas
promastigotas do parasita em sua fase estaciatgaescimento, cultivadas vitro e que
sao inoculados pela via endovenosa (EV) nos aninkaigetanto, tais medidas parecem
burlar o que realmente acontece na infeccdo natumal qual formas promastigotas
metaciclicas dos parasitas sao inoculadas em peduienero (cerca de 100 a 1000 parasitas
por picada) na derme do hospedeiro e as mesmaa a@ficentam os mecanismos de defesa
do hospedeiro, representados por sua imunidacee inat

Em relacdo ao emprego de antigenos vacinais canth, os tempos de avaliacdo
utilizados nos trabalhos cientificos variam ensealwersos trabalhos e ndo ha um consenso

sobre o melhor periodo de tempo para a avaliacagak@ametros relacionados a eficacia da
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vacina, tais como para a determinacédo da respuosit@ei celular e humoral gerada e a carga
parasitaria nos diferentes 6rgdos dos animais, @ ppde acabar por comprometer a
avaliagdo mais criteriosa da eficacia dos antigevasinais utilizados nos trabalhos
experimentais (Marques-da-Sileaal, 2005).

Dessa forma, o presente trabalho propde-se a ad#ksentes modelos de infeccao
visceral com o parasifa chagasi,em camundongos BALB/c, avaliando a carga parésitar
apos a infecgcdo desafio utilizando diferentes il&cinfectivos, nas diferentes visceras dos
animais e em diferentes periodos de tempo, assimo eoresposta imune celular e humoral

gerada e relacionar os resultados obtidos comengelvimento da infeccao experimental.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. AS BARREIRAS ENCEFALICAS

O sistema nervoso central (SNC) possui um ambiémerno exclusivo, cujo
conteudo depende da permeabilidade altamentevsetizts barreiras encefalicas (Tuomanen,
1996). A principal funcdo dessas barreiras é regtra troca de substancias entre o tecido
nervoso central e os diversos compartimentos loguitb SNC (Machado, 1993), os quais
mantém os componentes solluveis do sangue fisicarmapedidos de entrar em contato com
o liquido extracelular das células neuronais (Tumnal996).

Duas estruturas diferentes separam o SNC da ¢ersanguinea: a barreira hemato-
encefélica (BHE) e a barreira hemato-liquérica (BKNlassifet al,, 2002).

A BHE é formada pelo endotélio que reveste odaegs do cérebro (Machado, 1993;
Nassifet al, 2002). Os capilares cerebrais sdo formados pelotélio e por uma membrana
basal delgada. Por fora, os pés vasculares ddeigssrformam uma camada quase completa
em torno do capilar. Os trés elementos ja foransidenados como sede da BHE, porém,
atualmente, admite-se que a BHE encontra-se not@imdovarios processos patoldgicos
como infecgbes e traumatismos, podem levar a umiaireu parcial ou completa da BHE,
afetando sua permeabilidade (Machado, 1993).

A BHL localiza-se nos plexos coroides, seus cegslano entanto, ndo participam do
fendbmeno de barreira. O epitélio ependimario gweste os plexos corodides, ao contrario
dos demais epitélios ependimarios, possui jungitémds que unem as células préximas a
superficie ventricular e impedem a passagem de amadéculas, constituindo a base
anatdémica da BHL (Machado, 1993). Plexo coréides esiruturas enoveladas compostas
por dobras da pia-mater, um grande numero vasapiseos e por células ependimarias
modificadas. As células ependimérias representateroento central na producao do liquor.
Trata-se de células cubicas ou cilindricas, cujambranas sao justapostas umas as outras
por juncdes oclusivas. Essas juncdes mantém atasélutemente aderidas e vedam a
passagem de substancias do sangue para o ligaeésatio espaco intersticial, obrigando-as

a utilizar o caminho através da membrana celu@ardpntro do seu citoplasma (Lent, 2004).
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2.2. ENTRADA DE PATOGENOS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O cérebro saudavel é considerado um local imuncdoggnte privilegiado devido a
pequena expressdo de moléculas do complexo prird@phistocompatibilidade (MHC), ao
baixo niumero de células apresentadoras de antigd&®iS) e pelas barreiras encefélicas
eficientes. No entanto, patégenos sdo capazesalessar as barreiras encefalicas e causar
lesBes, como é o caso de bactérias do g@raicellae das espéciddsteria monocytogenes
e Mycobacterium tuberculosfgbreu-Silvaet al, 2003).

2.2.1. Microrganismos patogénicos utilizam diversosiecanismos de invasao do sistema

nervoso central

Microrganismos patogénicos podem utilizar estiagdiferentes para invadir o SNC
(Drevets e Leenen, 2000). Tais estratégias poderolassificadas pelo local de entrada do
patégeno e pelo modo de como sdo contornadas géemirintercelulares estreitas do
endotélio dos capilares cerebrais. Desse modoaumissiveis vias de penetracdo no
cérebro sdo considerad#s) a penetracao direta pelo epitélio ependimarioldrgpcoroide
para o espaco preenchido pelo liquor cruzandanassBHL;(b) a entrada pelo endotélio do
capilar cerebral que conduz ao parénquima ceredtravessando a BHEG) podem afetar
indiretamente as funcdes das células endoteligi€ailares, dos glidcitos, ou da membrana
basal que circunda o endotélio, de tal forma quguagbes intimas intercelulares s&o
rompidas (Tuomanen, 1996) e, finalmer(th, podem utilizar a entrada por leucécitos, um
mecanismo pelo qual patégenos intracelulares spazea de estabelecer uma infecgéo,

aproveitando-se do trafego regular de leuctcitoSMG (Drevets e Leenen, 2000).

2.2.2. Envolvimento de parasitas do génelceishmaniano sistema nervoso central

Garcia-Alonso et al. (1996) encontraram anticorpos especificos ao paras
Leishmaniano liquor de cées naturalmente infectados pelacegspéishmania infantugnum
importante agente etioldgico da leishmaniose vadel) em diversos paises no mundo. No
encéfalo e cerebelo dos cées avaliados houve uat@aepatoldégica do tipo esponjosa
acompanhada por uma degeneracdo neuronal, peldizagid de células gliais e por
depositos de proteinas amildides. A deposicaosiitel e intravascular de imunoglobulinas

do tipo G (IgG) especificaslaishmanianos plexos cordides dos animais sugeriu uma falha
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na BHL, fato que pode predispor o SNC ao desenw@iio de patologias relacionadas a
esse compartimento (Garcia-Aloretoal, 1996).

A presenca de anticorpos ah@ishmaniafoi também observada no liquor de cées
experimentalmente infectados pela espdciechagasi um agente causador de LV nas
Ameéricas, em um estudo realizado por Lietaal. (2003). Essa observacéo sugere que a
chagasipode causar a ruptura na BHL, ocorrendo a traérsfeéx de antigenos e anticorpos
do sangue para os compartimentos preenchidos foglorl No entanto, este estudo nao
mostrou nenhuma correlacdo entre os titulos deapbs encontrados no liquor e os
sintomas neuroldgicos observados (Lietal, 2003). Aléem dos estudos em céaes, ha relatos
da penetracdo de parasitas da esgéedi®novanino liquor de humanos infectados (Prasad e
Sen, 1996).

Vifiuelaset al. (2001) foram os primeiros a descrever um caso&l@ngite associada
a LV. Manifestacdes clinicas proprias da meningissmulomatosa foram observadas em caes
naturalmente infectados coin infantum A meningite foi acompanhada por infiltrados
inflamatorios compostos de células, linfa e plasepela presenca de um grande nimero de
parasitas no interior de macréfagos. Estudos indgids do liquor dos animais mostrou
que anticorpos presentes no liquor dos animaisnfazapazes de reconhecer um grande
namero de proteinas do parasita e que essas emagethaates as reconhecidas pelos soros
destes animais (Vifiuelas al, 2001).

Alteracdes patologicas no SNC foram também obdas/aa leishmaniose cutanea
(LC) causada pela espédieishmania amazonensesn camundongos infectados. Estudos
histoldgicos e imunocitoquimicos detectaram magaggarasitados no parénquima cerebral
dos animais infectados. Tais parasitas foram tamdx@ontrados no interior deastocitos,
linfécitos e células polimorfonucleares analisadagm de uma necrose no parénquima
cerebral ter sido também observada. Desse modie, @ssido, observou-se que o pardsita
amazonensifoi capaz de atravessar a BHE e causar altergugliekgicas significativas no
SNC dos camundongos infectados (Abreu-S#tval, 2003).
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2.3. INTRODUCAO AS LEISHMANIOSES

2.3.1. Prevaléncia e distribuicdo geografica

As leishmanioses afetam, anualmente, aproximadanihimilhdes de pessoas em
todo o mundo, sendo consideradas endémicas emiS§&s2e acordo com levantamentos
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 350 milli@egessoas estdo expostas aos riscos
de infeccéo e, a cada ano, ocorrem 1,5 a 2,0 nsildéenovos casos, dos quais cerca de 500
mil casos registrados sdo de LV e aproximadamerfleall,5 milhdo de casos de

leishmaniose tegumentar (LT) (Tavastsl, 2009).

2.3.2 - Etiologia

As leishmanioses sdo um grupo de doencas infectsifirias causadas por parasitas
protozoarios do génerdeishmania (Tavares et al, 2009), pertencentes ao sub-filo
Mastigophora por apresentarem flagelo; a ord&imetoplastidapois seu flagelo emerge de
uma bolsa flagelar, na base da qual se condensamitnedndria Unica e formam uma
estrutura denominada cinetoplasto ou KDNA e a familrypanosomatidae por
apresentarem mais de uma forma biolégica durantelesenvolvimento (Neves, 2006). Os
vetores responsaveis pela transmissdo dos paraéiasisetos da ordeBiptera, familia
PsycodidagsubfamiliaPhlebotominagpertencentes aos géneRidebotomusem paises do
Velho Mundo elLutzomyia nas Américas. Apenas 0s vetores fémeas possubitosha
hematofagos e, dessa forma, sdo capazes de tramspatasita ao hospedeiro mamifero, no
qual se incluem o0 homem e o cao (Grimaldi e Te383)L

As leishmanioses podem ser classificadas em darglgs grupogl) a leishmaniose
visceral (também conhecida como calazar), causalda pspécids. donovanie L. infantum
(= L. chagas) e (2) a leishmaniose tegumentar, subdividida em: leistimsa cutanea (LC),
causada pok. major, L. tropicae L. aethiopicano Velho Mundo e pokL. mexicanae L.
amazonensisnas Américas, e a leishmaniose muco-cutdnea (LM@yusada pori.
braziliensis(Ashford, 2000; Alexander e Bryson, 2005). Além ftamas citadas, ha ainda a
leishmaniose dérmica pés-calazar (PKDL), uma vadaga LV e a leishmaniose cutaneo-
difusa (LCD), uma variante da LC (Ashford, 200Gsd@ipo e Mallia, 2006).

A LV é uma doenca sistémica e que pode ser fa@hdm ndo tratada, e apresenta

importante epidemiologia tanto na América Latinamo no Velho Mundo. As principais
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espécies pertencentes ao complexo de parasitagdoaes de LV saol. donovani
encontrada na Africa Oriental, India e Chinla; infantum presente nos paises do
Mediterraneo, na Africa Central e Ocidental, OeMédio e China &. chagasi espécie
predominante na América Latina (Neves, 2006).

A espécid.. chagasié considerada, por alguns autores, uma variaoigrgica dd..
infantum No entanto, estudos genéticos e enzimaticosamdiguel.. infantume L. chagasi
parecem se tratar de uma mesma espécie correfatangel, 1999; Mauriciet al, 2000).

2.3.3. Ciclo biolégico dé_eishmania

Os parasitas da espétieishmaniaapresentam duas formas morfolégicas distintas: a
promastigota, forma extracelular que parasita to tdigestivo do vetor flebotomineo e a
amastigota, um parasita intracelular obrigatoricoatrado em células do sistema fagocitico-
mononuclear no hospedeiro mamifero. As promastgefia formas afiladas que apresentam
um longo flagelo e podem medir de 15 a 20 micréosefum) de comprimento. As
amastigotas sédo formas arredondadas ou ovoidesdiéonetro entre 3 a jom, possuem um
flagelo rudimentar e sdo mais infectivas do quasas promastigotas (Hommel, 1999).

O ciclo biologico do parasitheishmania sppé bem definido. Os parasitas séo
transmitidos apds a picada do vetor que injetapjwom sua saliva, algumas centenas de
formas promastigotas metaciclicas (geralmente @eallDO0 parasitas, por picada) nha derme
do hospedeiro vertebrado, enquanto realizam seast@sanguineo. No local da picada,
essas formas podem escapar dos mecanismos de diefebaspedeiro, representados
principalmente pela imunidade inata e podem sexciggpas por células residentes no local,
tais como macrofagos, mondcitos e célulad.degerhans(Sacks e Noben-Trauth, 2002;
Engwerdaet al, 2004). No interior dessas células, as formas astigotas diferenciam-se
em amastigotas, permanecendo dentro de fagolisossande, entdo, originam o vacuolo
parasitoforo, no qual iniciam os processos de mkm@&o por divisdo binaria e
desenvolvimento celular. Cada célula infectadap&azae abrigar grande nimero de formas
amastigotas, quando entdo as células se rompetverarh os parasitas, que podem ser
tomados por novas células (Hommel, 1999; Neves)2@ks macréfagos infectados movem-
se do local da picada para os linfonodos drenamtgmsteriormente, migram para outros
orgdos como o baco, figado e a medula éssea, aiigegrdo a infeccéo.

Certos parasitas exibem um tropismo especifico @termhinados hospedeiros

mamiferos. Esse fendmeno pode explicar o fato dpéceesL. chagasie L. donovanij
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inerentemente viscerotropicas, estarem frequentemassociadas a LV (Hommel, 1999),
enguanto gue outras espécies, cammajor, serem capaz de desenvolver lesdo no local de
sua insercao no hospedeiro vertebrado, nédo viscandb no mesmo.

Durante a hematofagia, um novo vetor flebotomireaogda néo infectado, pode
ingerir células infectadas do hospedeiro mamifemstaiminado e que contenham formas
amastigotas do parasita. As mesmas chegam aoinotegd vetor e se diferenciam em
promastigotas, que sao encontradas livres no tdgestivo médio e anterior do
flebotomineo. As promastigotas denominadas preeflimultiplicam-se, amadurecem e
aderem-se ao epitélio do es6fago e faringe do vétoal onde se processa uma nova
diferenciac@o para a forma promastigota metacichsaformas promastigotas metaciclicas,
livres, dirigem-se para a parte anterior do aparddhcal do vetor. O ciclo biologico do
parasita completa-se quando o vetor flebotomingaraainfectado, alimenta-se de um outro
hospedeiro vertebrado ainda néo infectado (Nev@36)2 O ciclo biologico ddeishmania

spp.encontra-se ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Ciclo biolégico do parasita do génerbeishmania. (1) Macréfagos infectados séo ingeridos por
fémeas do vetor, durante seu repasto sangu{Reo intestino do vetor, as formas amastigaliféerenciam-se

em promastigotas prociclicas ndo-infectivas e,grmsimente(3) em formas promastigotas metaciclicas, que
migram para a porcdo anterior do intestino do vet¢4) sdo transmitidas apds sua picada na derme do
hospedeiro(5) ocorre, entdo, a fagocitose das formas promaatigoetaciclicas por macréfagos do hospedeiro
mamifero;(6) no interior dessas células, as formas promastgtifarenciam-se em amastigota/giniciam

0s processos de reproducdo por divisdo binariassengelvimento celulan8) Os macréfagos infectados séo

lisados, liberando formas amastigotas que podesctianf novas célulag-@nte: adaptado de Handman, 2001.
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2.3.4. Aspectos clinicos da leishmaniose visceral

O espectro clinico das leishmanioses é caracterizaok sua diversidade e
complexidade: as leishmanioses sdo doencas caysadesrca de 20 diferentes espécies do
parasita e transmitidas ao hospedeiro mamiferogpooximadamente, 30 diferentes espécies
de vetores (Chappuet al, 2007).

As manifestagfes clinicas da doenca dependem jgaimente, da espécie infectiva
do parasita e da resposta imune desenvolvida paEpedeiro mamifero durante e apés a
infeccdo (Tavarest al, 2009).

A LV, uma das formas clinicas classicas das le@stioses, caracteriza-se por ser
uma doenca que acomete as visceras do paciente seadiavelmente fatal, quando néo
tratada (Daheet al, 2009). O periodo de incubacdo da doenca no honoela variar de 3 a
8 meses, com um alcance de 10 dias a 34 mesesg®iscMallia, 2006). A doenca é,
normalmente, precedida por uma lesdo seca ou dikara local da picada do vetor. Os
sinais sistémicos de febre intermitente de grauionéghemia, hepatoesplenomegalia e
caquexia progressiva desenvolvem-se em niveisvedsiade semanas a alguns anos apos a
infeccdo. Sinais clinicos menos frequentes incliiefmadenopatia, diarréia persistente e, em
alguns casos, sintomas neurologicos. A doenca dégiesavancado € fatal devido as
infeccbes concomitantes resultantes do estado idgino enfraquecido do paciente
(Ashford, 2000; Limaet al, 2003).

A imunossupressao associada a infeccdo pelo HIVseguida por tratamento
imunossupressor de transplantes aumenta a susiggde do SNC a acdo dos parasitas. No
entanto, independente do estado imunolégico deepsgia manifestacdo neurolégica mais
comum na LV é a neuropatia periférica, apesar dgdécia de relatos sobre a disfuncéo dos
nervos cranianos e meningites. As manifestacoescasi envolvendo o SNC sao mais
escassas, porém, tém sido relatadas nos indivaumsmunossupressao. O envolvimento do
SNC parece ocorrer via extensdo da infeccdo camtiga maioria das vezes, através dos
seios paranasais. Aléem de neuropatias perifériobmasas, ha também relatos de doenca
desmielinizante ascendente, semelhante a sindrentguiiain-Barre, porém, em grande
parte, localizada no sistema nervoso periféricoR)lS(MWalkeret al,, 2006).

Apesar de ser uma doenca grave, nem todos oddndi infectados desenvolvem a
forma clinica fatal de LV. A desnutricdo, as sifies; de estresse e deficiéncias no sistema
imunologico do hospedeiro humano séo fatores qu&ibaem para a maior gravidade dos

sintomas da doenca e ndo € de se estranhar quemggsdde LV sdo quase sempre
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associadas a fome, pobreza e a um estado de impnessao (Hommel, 1999). A infeccéo
pelo HIV, por exemplo, pode aumentar de 10 a 1@@wv® risco de desenvolvimento de LV
em areas endémicas (Daletial, 2009).

As manifestacdes clinicas da LV canina (lLv€&milar a doenca humana, também
podem variar consideravelmente e sdo dependentéstetacdo da espécie infectiva, da
resposta imunolégica apresentada pelo céo e datiasleda doenca. O periodo de incubacéo
pode variar de 1 més a 4 anos (Lanetteal, 1979; Keenaret al, 1984). As principais
manifestacdes na fase aguda da LVC séo: linfoadegalla generalizada, febre e auséncia
de lesGes na pele (Alvat al, 1994; Ciaramelleet al, 1997; Ferreret al, 1999). As
manifestacdes clinicas na fase crbnica da LVC ceematem a linfoadenomegalia, alopecia,
caquexia (enfraquecimento cronico do animal), lesfigdneas tais como Ulceras, dermatite
esfoliativa e onicogrifose; anemia, hepatoesplemyatiee disfuncdo renal severa, trombose,
colites e comprometimento do SNC dos animais (Qenzt al, 1990; Abranchest al,
1991; Ferreet al, 1991; Ciaramellat al, 1997; Font e Closa, 1997; Tafetial, 2001).

2.3.5. Diagnaostico e tratamento da leishmaniose vesal

O diagndstico da LV humana é dificultado pela séar@ta dos sintomas clinicos
com outras doengas de incidéncia mais comum, comléria e tuberculose e baseia-se,
inicialmente, na deteccdo de anticorpos especifisggroteinas do parasita em amostras de
soro dos pacientes. Nesses casos, a Analise deodmsorcdo por Ligacdo Enzimatica
(ELISA), a Reacéo de Imunofluorescéncia IndireEAll) e o Teste de Aglutinacéo Direta
(DAT) sao utilizados, porém, ndo apresentam a édpde de diferenciar pacientes com a
doenca subclinica, com a doenca na forma ativaooua mesma ja curada. O diagndstico
definitivo é realizado por testes parasitologiguss quais se realizam culturas de aspirados
do baco, figado e medula 6ssea; embora os métedusleta sejam considerados invasivos e
por isso ndo sao recomendados (Sundar e Rai, Za@@dreset al, 2003). Métodos baseados
em técnicas moleculares, como a reacdo em cadqialid@erase (PCR), que sdo aplicados
na deteccdo de DNA dos parasitas, sdo mais coiffi@ne sua identificacdo, ndo so dos
casos ativos da doenca, como também no monitorantentcura parasitologica apés o
tratamento quimioterapico. No entanto, um resultaelgativo da PCR, com a existéncia de
uma suspeita clinica, ndo é suficiente para descama possivel infec¢do. Paralelamente, a
utilizacdo da PCR em triagens de campo ¢ dificaltpdis ha necessidade de equipamentos

especificos e do emprego de pessoal técnico quaaldi (Maia e Campino, 2008).
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O diagnostico clinico-laboratorial da LVC tambéndicultado por uma série de
fatores, como a ocorréncia de manifestacfes ciiniesiadas da doenca nos animais, a
auséncia de lesdes caracteristicas da doenca tagoesiciais da mesma e a baixa
sensibilidade e/ou especificidade dos testes sgioals utilizados (Rourat al, 1999).

As técnicas laboratoriais empregadas no diagnéstieco LVC apresentam
sensibilidade e especificidade variaveis e, nasgest iniciais da doenga, uma porcentagem
elevada dos animais pode-se apresentar soronegatmatros, mesmo clinicamente curados,
podem permanecer sorologicamente reativos por fopgoiodos de tempo (Ferrer al,
1995). Ressalta-se também que a especificidadeteddss é comprometida quando os
mesmos sao utilizados em areas endémicas de panastoses, como a doenca de Chagas,
uma vez que uma reatividade cruzada elevada nastr@s@ae soro dos animais em relagéo
aos antigenos dos dois parasitas € observadar(eerag, 1995; Manciantiet al, 1996;
Tavareset al, 2003) Dessa forma, tais fatores acarretam taxas de hdscgubestimadas e,
consequentemente, permitem a manutencgdo dos aninfeitados nas areas endémicas.

O tratamento das leishmanioses envolve a aplicdgéal e/ou sistémica de
compostos antimoniais pentavalentes, dos quaisais uilizados sdo o estibogluconato de
s6dio (Pentostdh Glaxo Wellcome, Inglaterra) e o antimoniato demitilglucamina
(Glucantimé&, Rhone Poulenc Rorer, Franca) (Herwaldt, 1999)tikzacdo de antimoniais
pentavalentes no tratamento da LV humana apre$entacbes que reduzem a adesédo dos
pacientes ao mesmo. Entre elas, a longa durac&@tdmento (de cerca de 1 més), as vias
de aplicacdo utilizadas (intramuscular ou endova@nas os fortes efeitos colaterais
provocados (Romeret al, 2001). No Brasil, o antimoniato de N-metilglucamitem sido
utilizado como a droga de escolha. FA&rmacos coranfatericina B e o isotiocianato de
pentamidina sdo recomendados nos casos de intukeréo resisténcia ao tratamento e
devem ser administrados em ambiente hospitalar igMimo da Saude, Brasil, 2003).
Paralelamente, o tratamento quimioterapico da L¥E énrecomendado pela OMS, uma vez
gue pode ocorrer o aumento dos casos de resistfriparasitas aos farmacos comumente
utilizados no tratamento da LV humana, além do teoque caes clinicamente saudaveis
ainda podem conter parasitas na pele comportandms® reservatorios dos mesmos
(Grimaldi e Tesh, 1993).
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2.3.6. Medidas profilaticas e de controle das leisfanioses

As medidas profilaticas e de controle das leishos®s visam, principalmente, a
interrupcdo do ciclo biolégico do parasita; entmeda 0 numero elevado de diferentes
espécies do parasita que podem causar doenca elifienosmo carater zoonético da doenca
e a manutencédo do ciclo biolégico em vetores dilgsdificultam a adog¢éo de medidas de
controle eficazes (Tesh, 1995).

O controle do vetor pode ser realizado pela apicage inseticidas no ambiente
domeéstico e peridoméstico. Entretanto, sua ut#ieacpossui eficacia relativa,
principalmente, em regifes florestais. No que sereed LVC, o cdo, como importante
hospedeiro reservatorio doméstico do parasitagsepta uma fonte importante de infeccao
para o vetor e se comporta como um elo na manuwetgdransmissdo entre 0 mesmo e 0
homem (Tesh, 1995; Barbieri, 2006).

Até o presente momento, a eliminacdo de cées adfesttem se constituido como a
principal medida profilatica adotada pelos 6rgdesSdude competentes na tentativa de se
controlar a disseminacdo da doenca (Tesh, 1995)etBnto, devido ao fato de serem
animais de estimacdo, a eliminacdo de cdaes infegtadas clinicamente saudaveis nem
sempre é bem vista pelo seu proprietario que, swigzes, prefere omitir a doenga aos
orgaos competentes.

Paralelamente, a eliminacao de reservatérios dasjpar como marsupiais e roedores
silvestres, ndo € uma medida executavel por sesidemada ecologicamente incorreta. Ha,
ainda, a possibilidade de adaptacdo do parasitdrasoreservatorios existentes no mesmo
ambiente, quando ocorre a eliminacdo de um dosvedéeios utilizados por ele (Grimaldi e
Tesh, 1993; Gramiccia e Gradoni, 2005).

O tratamento dos casos humanos e a utilizacdo pelerges individuais nao
apresentam impacto significativo na reducdo dosscda doenca (Grimaldi e Tesh, 1993).
Assim, a pesquisa por uma vacina eficaz contraeeag@oparece ser a melhor alternativa para
seu controle. No entanto, devido a diversidadeegpiologica da doenca e ao grande numero
de espécies que podem causar leishmanioses, ovdese@nto de vacinas efetivas contra a
doenca é uma tarefa ardua e complexa, embora eoadad uma solucéo real e importante
(Gonzaloet al, 2002; Sukumaraet al, 2003; Desjeux, 2004).
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2.4. IMUNOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

Segundo Scott (2003), a resisténcia a infeccaoLpmhmaniaparece ocorrer por
meio de uma resposta imune especifica do tipoarepdr parte do hospedeiro mamifero
infectado. O mecanismo imunolégico efetor respogeispelo controle dos parasitas parece
ser decorrente da ativacdo de macréfagos viaylFN-

A utilizacdo de modelos murinos em estudo de @&éa contra as leishmanioses
permitiu a identificacdo de dois subtipos difersrde linfécitos T que produzem e secretam
citocinas capazes de induzir funcdes efetorasetifes. Os estudos que utilizaram como
base o modelo murino de infecgdo pormajor em camundongos BALB/c, proposto por
Sacks et al. (2002), definiram o paradigma Th1l/Th2 de resist#sasceptibilidade a
infeccdo e o papel de citocinas como a interleutihglL-12) e interleucina-4 (IL-4),
respectivamente, no desenvolvimento de linhagengélidas Thl e Th2 (Alexander e
Bryson, 2005).

A inoculacao dé.. majorem linhagens de camundongos geneticamente rdsisi@n
parasita como C57BL/6, C57BL/10, C3H/HeN, CBA e EiZ) resulta no desenvolvimento
de uma leséo cutanea inicial, seguida do seu dergroesolucédo apenas algumas semanas
apos a infecgdo. A resisténcia e cura estado assacéaativacao e diferenciagcéo seletivas das
células T em LT CD%4helper 1 (Thl) que produzem citocinas como {FNNF-o e IL-12.

Por sua vez, a inoculacdo de major em linhagens de camundongos geneticamente
susceptiveis como BALB/c, DBA/2 e AlJax, resulta @ma lesdo cutanea progressiva, que
nNao apresenta cura espontanea, na qual o paradeéavisceralizar e causar uma doenca fatal
ao animal. Nestes animais, ha a diferenciacéo ldéasél em LT CD2 helper 2 (Th2) que
produzem citocinas como IL-4, interleucina-5 (IL-Bjterleucina-10 (IL-10) e interleucina-
13 (IL-13) (Locksley e Scott, 1991; Laun@sal, 2002).

Os macréfagos sdo as principais células da limhageonocitico-fagocitaria
parasitadas pdreishmania Espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e oxitdoco (NO)
sdo 0s principais responsaveis pela atividade resitida dos macrofagos. O NO é
produzido nos macrofagos a partir do metabolismb-deginina, em uma reacéo catalisada
pela enzima Oxido nitrico sintetase induzivel (iINOSitocinas como IFN- e TNFa
estimulam a expressdo de INOS enquanto que IL-410lle o fator de crescimento
transformante beta (TGHEB) inibem sua expresséo, tornando a célula refeathrmtividade
microbicida (Brunet, 2001; Van der Veen, 2001).
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Espécies deéeishmaniague causam LT normalmente exigem um padrédo destsp
imune do tipo Thl para a cura em modelos murinods@i et al, 2005). A imunidade
protetora na infeccdo visceral, relacionada aogmde resposta Thl, ocorre na presenca de
citocinas ativadoras de macrofagos, como IL-12 E-iF pela formacdo de granulomas,
estruturas capazes de conter a infec¢do pela agééldas fagocitarias mononucleares e que
sao ativadas por IFM{Murray et al, 2002). No entanto, em paralelo a doenca causada p
L. major, a dicotomia do perfil de resposta imune Thl e MA@ é evidente em modelos
murinos de LV (Ahmeet al, 2003).

Na LV murina, o perfil de resposta Thl, protetarl€, € reprimido pela producao de
citocinas como IL-10 e TGB- L. chagasiafeta diretamente seu microambiente local pela
producdo de TGB- de modo a suprimir a atividade leishmanicida doacndfagos
parasitados por tal espécie (Wilsetnal, 2005). Assim, o fenétipo de susceptibilidade a LV
murina parece mais se relacionar a incapacidadiesenvolvimento de uma resposta Thl
efetiva ao invés da elaboracdo de uma resposteeXf@rbada (Mirallest al, 1994). A
citocina IL-4 ndo parece ser suficiente para infai@ a resposta Thl nem o curso da
infec¢do pol. donovaniem camundongos BALB/c, ao contrério do observaaa acdo da
IL-10 (Miralles et al, 1994). A existéncia de um ou mais fatores sokjvedmo o TGH3,
parecem exercer este efeito relacionado a expreleséo10, o que sugere que a modulacao
negativa da resposta Thl, na infeccdo visceralmaugause a susceptibilidade a doenca
(Wilsonet al, 1998).

A resposta imune no cdo, normalmente, t&to avaliada através da reagdo em
cadeia da polimerase em tempo real (Real-time PEXR)etanto, existe grande variabilidade
na metodologia utilizada em relacdo ao materializatio para a extracdo dBNA
mensageiro (MRNA) das citocinas; tais como célatasmonucleares do sangue periférico
(PBMC), aspirados de medula, linfonodos ou de sutimaos. Ha divergéncia também
quanto a raca dos cdaes utilizada, quanto ao tipinféecdo desenvolvida nos animais
(natural ou experimental) e finalmente, quantopeee de_eishmaniacom a qual o animal
foi infectado (Quinnelet al, 2001).

A resisténcia de cées assintomaticos a infeccao Lpoinfantum parece estar
relacionada a producéo de citocinas como WN-12 e TNFa. A IL-12 e o TNFea foram
detectados, principalmente, em cées assintomatimssanimais sintomaticos, por sua vez,
nao houve deteccdo de IFNPinelli et al, 1994). Uma predominancia na expressao de

citocinas relacionadas a resposta Thl, como\JNH-12, foi observada em cultivos de
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PBMC estimulados com antigenos do parasita eminfssados coni. infantum Houve

um aumento consideravel da porcentagem de caesxguessavam IFN-entre o 8° e 0 11°
més apds a infeccdo. Este periodo foi caracterizadm 0 que antecede o estabelecimento
da infec¢éo, pois, apos este periodo, houve undacamentuada na expressao das citocinas e
no aparecimento dos sinais clinicos sugerindo ¢yl e IL-12 atuariam impedindo a
progressao da doenca (Santos-Goetes, 2002).

Estudos sobre a resposta humoral caninaramosum aumento dos niveis das
imunoglobulinas do tipo G2a (lgG2a) especificos papasita em cées assintomaticos e
naqueles resistentes a infec¢do. J& um aumentoideis de produgcdo de imunoglobulinas
do tipo G1 (IgG1l) foi relacionado ao desenvolvingeda doenca nos animais infectados
(Deplazest al, 1995; Bourdoiseaet al, 1997).
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2.5. MODELO MURINO PARA ESTUDO DA LEISHMANIOSE VISC ERAL

O principal pré-requisito para a escolha de um reodeimal aplicado ao estudo das
leishmanioses € o0 de que 0 mesmo deve apresentarcoerespondéncia com a fisiologia
humana e, ao mesmo tempo, que sua disponibilidadataanento ndo devam ser tarefas
complicadas (Awasthet al, 2004).

As espécies causadoras da LIV donovani e L. infantufh. chagasj e da LT [.
major, L. tropica, L. mexicana L. amazonensjs com excecdo dk. braziliensis espécie
causadora de LMC, sdo capazes de infectar camuasloagreproduzir, com relativa
facilidade, espectros da doenca humana, facilitamdotilizagdo desses animais como
modelos de estudo ndo somente da genética do ledspe@rtebrado e do controle da
infeccdo, como também para determinar como as ta&pasiunes sao desenvolvidas e
reguladas (Alexander e Bryson, 2005).

Os estudos iniciais utilizaram, como base, o nwdeirino de infeccdo pdr. major,
proposto por Sackset al. (2002), e definram o paradigma Thl/Th2 de
resisténcia/susceptibilidade a infeccdo por LC Xateler e Bryson, 2005). No entanto,
muitos modelos experimentais de estudo da LV t&lo stilizados sem que nenhum deles
reproduza com precisdo o que € observado no hasped@mifero. O hamster sirio,
Mesocricetus auratuparece ser um modelo adequado para a caracteridagdmenca, uma
vez que a infeccdo de hamsters chmdonovanireproduz as caracteristicas clinicas e
patolégicas da LV humana, causando até a morteniieah No entanto, o hamster parece
nao ser um bom modelo para o desenvolvimento deasalevido a sua insuficiéncia para
producdo de NO. Além disso, a falta de reagenteguadios para as analises imunoldgicas
faz com que o hamster ndo seja 0 modelo mais emmbwegsendo mais utilizado na
manutencao de cepas virulentas (Carabal, 2006).

Alguns animais comportam-se como importantes ldspEs experimentais para
estudosin vivo de testes vacinais da LV. Entre eles, destacawsseamundongos das
linhagens BALB/c e C57BL/6 (Quadro 1) para test@sfrios; caes para testes secundarios
e primatas e esquilos para testes terciarios (@af@ube, 2006). A disponibilidade e
facilidade de manuseio dos camundongos e a susiieptie dos mesmos para a LV tem

feito desses animais os mais utilizados nos modsdpsrimentais (Carridet al, 2006).
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Quadro 1 — Modelos murinos experimentais utilizados em testacinais contra a

leishmaniose visceral

Animal / linhagem Parasita Via de infeccéo Caracteristicas
Camundongo:
BALB/b L. chagasi endovenosa (EV) Tipo de cura espontinea a ndo-cura
BALB/c L. donovani intradérmica (ID)  Resposta Th1/Th2
C57BL/S L. infantum subcutdnea (SC) Todos os marcadores imunoldgicos estéo disponiveis

Bom modelo para estudos da resposta imune protetora

Fonte: Garg e Dube, 2006, p.443, com modificagbes

A LV murina causada pdc. donovanitem sido amplamente estudada, porém, tal
modelo ndo reproduz as caracteristicas da LV hunidesses animais, h4 o aumento da
carga parasitaria no inicio da infeccdo, mas cdecd a 8 semanas ap0s, 0s animais séo
capazes de montar uma resposta imune celularLeistimaniaeficiente e controlar a
infeccdo. Esse controle é mediado pela producdBNdte por células T esplénicas e por um
padrdo de resposta do tipo Thl, via participacadL 2. A producdo de NO, através do
aumento da regulacdo de iINOS mediada por+yF8-um mecanismo critico no controle da
infeccdo, no qual macréfagos efetores estdo erdagviio controle da replicacdo de parasitas
em camundongos. Desse modo, o modelo murino decéxdeporL. donovanié um bom
modelo de replicacdo precoce de parasitas seguidoodtrole imunoldgico da infeccao
subclinica, mas ndo h4 modelo murino para a pre§oesa doenca observada na LV humana
(Melby et al, 2001).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar diferentes modelos de infeccdo causada lpgishmania chagasi em
camundongos BALB/c, relacionando a carga paraaitéoim a resposta imune celular e

humoral geradas apoés a infeccao experimental, iferetes periodos de tempo.
3.2. Objetivos Especificos

1. Infectar camundongos BALB/c com formas promastigjae fase estacionaria de
crescimento delLeishmania chagasi(cepa MHOM/BR/1970/BH46) utilizando
diferentes vias de infecgéo (subcutanea ou endee@randéculos infectivos (1010°

ou 10 parasitas);

2. Determinar a carga parasitaria no baco, figado,utaedssea femural, linfonodo
inguinal e parénquima cerebral dos animais infestagor meio da técnica de
diluicdo limitante, nos diferentes periodos de tengvaliados apds a infeccéo

experimental;

3. Relacionar os resultados obtidos na carga parasidér parénquima cerebral dos

animais com os resultados da PCR realizada enedtfs periodos de tempo;

4. Avaliar o perfil da resposta imune celular geradarmpeio da dosagem das citocinas
IFN-y, IL-4 e IL-10, produzidas apés a culturavitro dos esplendcitos dos animais

infectados;

5. Avaliar o perfil da resposta humoral gerada pororda producdo dos subtipos de
anticorpos 1gG1 e IgG2a especificos aos parasitasanimais infectados, apos o0s

diferentes periodos de tempo;

6. Avaliar diferentes modelos de infeccdo com a espgécthagasiem camundongos
BALB/c relacionando com os resultados obtidos dgagarasitaria nas diferentes

visceras e, em especial, no sistema nervoso ceogalnimais infectados.
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4.1. MATERIAL

4.1.1. Animais de Experimentacao

Foram utilizadosamundongos da linhagem BALB/c, fémeas, de 4 antasas de
idade. Os animais foram adquiridos junto ao Cedé&dioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Biologicas (ICB) da Universidade FedeeaMinas Gerais (UFMG) e mantidos nos
biotérios do Departamento de Bioquimica e Imunalogdp ICB e do Setor de Patologia
Clinica do Colégio Técnico (COLTEC) da UFMG. O mme trabalho foi submetido ao
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) UBMG e encontra-se sob

avaliacao.

4.1.2. Parasitas

A cepa MHOM/BR/1970/BH46 déeishmania chagadoi gentilmente cedida pela
professora Maria Norma Melo, coordenadora do Ldbdmde Leishmanioses, Setor de
Biologia deLeishmaniasdo Departamento de Parasitologia, ICB, UFMG.

Formas promastigotas em fase estacionaria deimeso del. chagasiforam
preparadas, conforme descrito a seguir, e utilgada protocolos de infeccao.

Os parasitas foram cultivados em meio de Schnem®pleto, o qual foi constituido
pelo meio de Schneider (Schneider’'s Insect MedBRB30100-05, LGCBIO) acrescido com
20% de soro fetal bovino (SFB) inativado (10-bio5DGCBIO), 200 unidades por mililitro
(U/mL) de penicilina e 200 microgramas por milditfug/mL) de estreptomicina (Penicillin-
Streptomycin solution, P0781, Sigma). Os parag&snaneceram em cultivo a 24 graus
Celsius(°C) e repiques foram efetuados para sua manutefiSioques de parasitas foram

congeladogm glicerol estéril e armazenados em nitrogéniadin
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4.2. METODOS

4.2.1. Preparo do extrato protéico soluvel deeishmania chagasi

Os parasitas foram cultivados em meio de Schnew®pleto e a 24°C. Apos cinco
diasde cultivo e sendo constatada sua viabilidade us@reia de agentes contaminantes no
meio, as formas promastigotas em fase estaciodér@escimento foram quantificadas em
camara de Newbauer sendo ajustadas para a coméenfirzal de 2 x 10promastigotas por
mililitro (mL).

Para o preparo do extrato protéico soluvel (SHA)L. chagasi os parasitas foram
recuperados por centrifugagcao a 290§ por 20 minutos (min), e lavados por quatro vezes
em tampéao salina-fosfato pH 7,4 (PBS) estéril, al dui constituido por 8,0 gramas (g) de
NaCl, 1,16 g de N&PQ,, 0,2 g de KHPO,, 0,2 g KCI e agua destiladea quantidade
suficiente parad.s.p) 1 L (litro). O precipitado foi ressuspendido ermb de PBS estéril e
submetido a seis ciclos de choque térmico, com elangento em nitrogénio liquido e
descongelamento em banho-maria a 37°C (Caalab, 2003).

O extrato protéico soluvel foi coletado apds chrgacdo a 6000 x por 20 min e

sua concentragdo foi estimada pelo método de Brh(@radford, 1976).

4.2.2. Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas presentes no SLA..dehagasifoi estimada pelo
método descrito por Bradford (1976), com algumadifitacdes:

Vinte microlitros (1L) da amostra bruta foram acrescentados em 18@e agua
destilada. Dessa diluicdo, foram adicionados 5,150e 20uL, em duplicata, em placas de
microtitulacdo de 96 pocos e 15, 10, 5@.0de agua destilada, respectivamente. Apos, 180
uL do reagente de Bradford foi acrescentado, pemfizeem todos os pocos, um total de 200
uL de volume final de reacdo. O reagente “branca”cfanstituido por 2QuL de agua
destilada e 18QIL do reagente de Bradford. Apos 20 min de incubalgiceacdo ao abrigo
da luz, a intensidade da cor, em absorbancia (AbsYjeterminada em leitor de ELISA
(BioRad), no comprimento de onda de 600 nandmétmug. A concentracdo de proteinas
nas amostras foi estimada ap0s a construcdo dewmnwepadréo, a partir de uma solucdo de

albumina sérica bovina (BSA) na concentracao ddigrama por mililitro (mg/mL).
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4.2.3. Protocolos de infec¢do experimental

Os modelos de infeccéo realizados neste traballmmfdbaseados em modelos
utilizados por Carriéet al. (2006), com modificacdes.

Para tanto, grupos de camundongos BALB/c (n=12¢gpgo) foram inoculados pela
via subcutanea (SC) no coxim plantar direito com, 10° ou 10 promastigotas em fase
estacionaria de crescimento dechagasi Animais (n=12) foram também inoculados pela
via endovenosa (EV) na veia lateral da cauda cofmpidmastigotas por animal. Como
controle do experimento, camundongos (n=12) reembeapenas o diluente usado na
preparacao dos parasitas, pela via subcutanea.

Apos 15, 30, 45 e 60 dias da infeccdo desafianaisi (n=3, por grupo, em cada
periodo de tempo) foram sacrificados e amostrapadw, figado, cérebro, medula éssea
femural, linfonodo inguinal e aliquotas de sangoearh coletados, processados e/ou
armazenados para as andlises imunoldgicas. Osimepéns foram repetidos por duas

vezes, com resultados similares.
4.2.4. Isolamento e cultivo dos esplendcitos

Os camundongos infectados e os animais do grupwot®ninoculados com PBS,
foram sacrificados apos 15, 30, 45 e 60 dias d&@dfo e uma amostra do baco foi coletada
para o isolamento, cultivo e estimulacdo dos esplers e posterior analise das citocinas
produzidas e encontradas nos sobrenadantes deaatgtular.

Os orgaos foram macerados em meio de cultura DMBMbecco’s Modified
Eagle’s Medium, BR30003-05, LGCBIO) completo, o doieconstituido pelo meio DMEM
acrescido com 20% de SFB inativado, 200 U/mL deicgea e 200 pg/mL de
estreptomicina.

Apo6s a maceracdo do 6rgao, as células foram lavadameio DMEM incompleto e
o material foi submetido a lise das hemacias cora sotucéo de lise (17 mM de Tris HCL
em pH 7,4 e 144 mM de NBI) durante 4 min. Em seguida, interrompeu-se eaeae lise
pela adicdo do meio DMEM incompleto e as célulaarforecuperadas por centrifugacao
(1500 xg por 10 min e a 4°C) e ressuspendidas em 1 mL dENDRbmpleto.

As células foram quantificadas na camara de Neerba&u ajustadas para uma
concentracao final de 2 x A@élulas por mL sendo, em seguida, diluidas em D&EM

completo e plaqueadas em placas de cultivo caedel@4 pocos (cod. 83.1836, Sarstedt).
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Para a estimulacdo dos esplendcitos, utilizou-sgeaor concentragdo possivel do
SLA L. chagasicapaz de induzir a maxima producao de citocind®ida por meio de uma
curva padrdo “dose-respost&ssim, a concentracdo de SILA chagasiutilizada foi de 50
ug/mL (curva de 10 a 10Qg/mL; dados ndo mostrados). A concanavalina A (CanA
ug/mL) foi utilizada como controle de viabilidadeldar. Apés o acréscimo das células e
dos estimulos, em duplicata, as placas foram irmagam estufa a 37°C e 5% de,Cbr
48 horas (h). Como controle do experimento, aslaglioram acrescentadas sem estimulo.
Apo6s o periodo de incubacéo, os sobrenadantesuttasas foram coletados e as citocinas

foram quantificadas.

4.2.5. Avaliacédo da resposta imune celular

O perfil da resposta imune celular foi avaliadageoducéo das citocinas interferon-
gama (IFNy), interleucina-4 (IL-4) e interleucina-10 (IL-18ps sobrenadantes das culturas
dos esplendcitos. As dosagens das citocinas fagalizadas por Andlise de Imunoadsorcéo
por Ligacdo Enzimatica (ELISA) de captura com emgprelos kits “BD OptEIA™ Set
Mouse IL-4” (cat. 2651KI, BD Bioscience), “BD Op#&I™ Set Mouse IL-10" (cat. 2657KI,
BD Bioscience) e “BD OptEIA™ Set Mouse IFN-(cat. 2612KI, BD Bioscience), de

acordo com as instrucdes do fabricante.

4.2.6. Avaliagéo da resposta humoral

Apos 15, 30, 45 e 60 dias da infeccdo desafiperfil da resposta humoral nos
animais infectados e no grupo controle foi avalipéta producdo dos anticorpos IgG1l e
IgG2a especificos ao parasita (SLAchagas), avaliados por ELISA direta. Para tanto, ap6s
o sacrificio dos animais, aproximadamente 1 mL aegse total foi retirado do plexo
braquial e as amostras foram centrifugadas (159(ar 15 min e a %C) para a obtengao
dos soros. Os ensaios foram realizados em plaedsdis de cloreto de polivinil (PVC), 96
pocos (cod. 353912, DL Falcon), utilizando-se o SLA chagasi como antigeno
sensibilizador.

Curvas de titulagcdo foram realizadas para a detegéo da menor concentracao
possivel de antigeno a ser utilizado na sensibdizalas placas, sem a alteracdo qualitativa

dos resultados. Dessa forma, foi determinada aecdragdo de 2 microgramas (ug) de SLA
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de L. chagasi(curva de 0,5 a 4ug; dados ndo mostrados). Curvas de titulacdo com as
amostras de soro foram também realizadas. Nesse @adiluicdo de 1:50 foi utilizada
(dados ndo mostrados).

As placas foram sensibilizadas com o SLA Ide chagasidiluido em tampéao
carbonato/bicarbonato (0,1 M de J88; e 0,05 M de NaHC¢) pH 9,6) e incubadas a 4°C,
por 16 h. Em seguida, 4 lavagens foram efetuadassobucéo de lavagem (PBS 0,15 M e
0,05% de Tween 20). ApOs a secagem das placas@@sdloqueadora (PBS 0,15 M pH
7,4 e caseina 3%) foi acrescentada e as placas focabadas por 2 h e a 37°C. Novamente,
as placas foram lavadas por 4 vezes e as amostsaga foram acrescentadas na diluicdo de
1:50, em duplicata, diluidas em tampé&o de incub&e8& 0,15 M pH 7,4; caseina 0,3% e
0,05% de Tween 20) e mantidas em incubacéo par a4 87°C.

Para a determinacao das absorbancias de IgG12a,gsS placas foram lavadas 5
vezes com a solucédo de lavagem e os anticorposg&ttiou anti-lgG2a de camundongo,
conjugados a enzima peroxidase (HRP, Sigma), f@emscentados na diluicdo de 1:5000
diluidos em tampé&o de incubacao e as placas foramtichlas em incubacao por 1 h e a 37°C.
Apoés 5 lavagens, a solucdo reveladora foi acreadantEssa, foi composta porto-
fenilenodiamino (OPD) a 0,002% e® 20 volumes para cada 100 mL de tampé&o citrato-
fosfato 0,5 M (NaHPO, 24 mM, GHg0; 17,5 mM;q.s.p.1 L de agua destilada, pH 5,0). As
placas foram incubadas por 30 min, ao abrigo daduzreacéao foi interrompida pela adicao
de SO, 2 N. A leitura das absorbéancias foi realizada etor de ELISA, no comprimento
de onda de 492 nm. Em todos os ensaios, contiaias futilizados.

4.2.7. Quantificacdo de parasitas

A carga parasitaria foi avaliada em fragmentostadtes do figado, baco, linfonodo
inguinal, medula 6ssea femural e cérebro dos asimBgctados; 15, 30, 45 e 60 dias apés a
infeccdo desafio, pelo método da diluicdo limitanteforme descrito por Buffett al.
(1995), com modificacdes.

Para tal, ap6s o sacrificio dos animais, fragnemtos orgaos foram coletados,
homogeneizados em meio de Schneider incompletoraporcédo de 100 miligramas (mg) de
tecido para cada 1 mL de meio, e macerados emattitu de vidro estéril. A suspenséo foi
plaqueada e diluicdes sucessivas foram realizadas@dem de grandeza de®16m placas
de cultura celular de 96 pocos (céd. 83.1835, &dinst
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Para a coleta da medula 0ssea, o fémur livre ddaeircundante foi obtido e suas
extremidades foram excisadas com material cirirg&téril para expor a cavidade 6ssea.
Uma agulha de calibre 0.3 (&) foi inserida na cavidade e a medula éssea foll@l@pos
lavagem da cavidade femural com 1 mL de PBS estéslispensado de células foi utilizada
na determinacdo da carga parasitaria. O tecido gensizado foi diluido em meio de
Schneider completo até a ordem de grandeza 8e t0ltivado em placa de cultura celular
de 96 pocos (Sarstedt).

As placas de cultura celular foram incubadas pdiag a 24°C e, apos esse periodo,
foram levadas a um microscopio trinocular invertighoodelo Axiovert 25, Zeiss) e o
resultado final foi determinado pelo logaritimog)oda maior diluicdo na qual parasitas
viaveis podiam ser visualizados e o inverso da nilaicdo foi considerado o nimero de

parasitas por mg de tecido.

4.2.8. Deteccéao de parasitas no parénquima cerebidd camundongos BALB/c por meio

da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Camundongos BALB/c infectados ou inoculados con$ P@@am sacrificados apos
15, 30, 45 e 60 dias do desafio e amostras de a@&nquima cerebral foram coletadas e
armazenadas a -20°C, até o momento do uso.

A extracdo e purificacdo do acido desoxirribonicdé(DNA) das amostras do
parénquima cerebral dos animais foram realizadbzanto-se o kit comercial WizafdSV
Genomic DNA Purification System (A2360, Promegaymco protocolo adaptado para uso
em microcentrifuga, de acordo com as instrucodaluticante.

A amplificacdo do DNA dé.. chagasi por meio da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), o desenho dos iniciadores (“pstfhiebem como o protocolo da reacéo
foram realizados segundo a técnica descrita pordeiaet al (1993) com modificacdes.

Para tal, a amplificacdo do DNA de chagasifoi realizada em termociclador (PTC-
100°, M.J. Research Inc., EUA) utilizando o par de iadores LV (5
ACGAGGTCAGCTCCACTCC 3) e LY (5 CTGCAACGCCTGTGTCTACG 3),
especificos para o complekodonovani(lnvitrogen, Brasil). Para a reacao de PCR, @®a
uL de DNA foram adicionados a uma mistura conten@qll do iniciador L4 (10 pMjuL),

1.0 uL do iniciador L5 (10 pMAuL), 5,0 uL da solucéio d&o Ta§ Green Master Mixkit
Go Tad Green Master Mix, Promega, EUA) e 4gua deionizaddease-freg.s.p.para 10

uL. Em todas as reagfes, um controle positivo fitizatlo, o qual foi composto por 1 ng
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(nanograma) de DNA dé. chagasi cepa MHOM/BR/1970/BH46, obtida em meio de
cultura; e um branco da reagcdo composto por tosgeagentes utilizados na PCR, exceto o
DNA da Leishmania também foi empregado. A amplificacdo foi realeaal partir da
desnaturacao inicial a 95°C por 5 min, desnaturac@4C por 30 s e 0 anelamento a 59°C
por 30 segundos (s). Apos, a extensao foi procassd@°C por 30 s e a desnaturacdo a 94°C
por 30 s, sendo seguidas por 33 ciclos repetitikasxtensao final ocorreu a 72°C por 2 min.

Os produtos amplificados por PCR foram analisgawsmeio de eletroforese em gel
de poliacrilamida em condicdo ndo-desnaturantegom@entracdo de 5%, em tampao TBE
(89 mM Tris-Borato e 2 mM EDTA, pH 8,0), por apnmddamente 1 h e 30 min. O padrao
de peso molecularl00 bp DNA Ladder(Promega, EUA) foi utilizado como marcador de
peso molecular.

Apoés a corrida eletroforética, os fragmentos aicplios foram visualizados por
meio da coloracdo pela prata (Synth, Brasil), sdgum técnica descrita por Santetsal.
(1993), com modificacbes. Para tal, o gel foi fixadtemperatura ambiente por 5 min em
solugéo contendo 10% de etanol absoluto volumevplume (v/v) (Merck, Alemanha) e
0,5% de acido acético v/iv (Merck, Alemanha), seguld incubacdo por 5 min em 150 mL
de solucédo contendo 0,7% de nitrato de prata p/mtkS Brasil). Uma nova incubacéo foi
realizada utilizando a solucao reveladora, a quiatdmposta por 3% de hidroxido de sodio
peso por volume (p/v) (Merck, Alemanha) e 0,1% alenfldeido v/v (Merck, Alemanha)
por 10 min ou até o aparecimento das bandas, sesopragitacdo suav©rbit Shakef,
Lab-Line). Posteriormente, o gel foi transferidogpa solucéo fixadora e documentado por
fotografia digital para analise.

A contaminagdo do experimento pampliconsfoi inibida pelo uso de diferentes
ambientes para 0 processamento das amostras, at@m pacessos rotineiros de

descontaminacédo da area de trabalho.
4.2.9. Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizandosstestet de Student para comparacéo
de médias e o teste de Scott-Knott para as confemanultiplas. O teste de Scott-Knott é
um meétodo de agrupamento utilizado como alternativa qual procedimentos de
comparac¢des multiplas sdo necessarios, com a edstice de ndo apresentar ambiguidades

no resultado final. O nivel de significancia emaay foi de 5% e diferencas foram
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consideradas significativas quanéle< 0.05 Os resultados foram processados pelo software

Sisvar, versao 5.1 Build 72.

46



5. RESULTADOS E DISCUSSAO



5. Resultados e Discussao

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Carga parasitaria avaliada em diferentes 6rg& e periodos de tempo em

camundongos BALB/c ap0s a infeccdo cotreishmania chagasi

Com o objetivo de avaliar a evolugdo da infec¢c&oernal em camundongos BALB/c
apos a infeccdo desafio cdmchagasi o baco, figado, a medula éssea femural, o lirdono
inguinal e o parénquima cerebral dos animais iatkat foram coletados em diferentes
periodos de tempo e a carga parasitaria foi detewhai pela técnica de diluicdo limitante nos
dias 15, 30, 45 e 60 apos a infecgéo.

Na avaliacdo da carga parasitaria no baco dos animizctados, nos diferentes
grupos e periodos de tempo avaliados, observomseaumento gradual no log do numero de
parasitas durante a evolucdo da infeccdo. Tal awmfm observado de forma mais
acentuada a partir do B6ia da infeccdo desafio (Figura 2). A carga p#&idaino baco dos
camundongos inoculados com *1@0u 16 parasitas, pela via SC (grupos 1 e 2,
respectivamente), mostrou-se significativamentean@n < 0,05) quando comparada a dos
animais inoculados com A1Oparasitas, seja pela via SC ou EV (grupos 3 e 4,
respectivamente), no 2%lia de infeccdo. Entre os animais infectados cOmparasitas,
aqueles inoculados pela via SC mostraram-se com maiar média do log de parasitas
recuperadogP < 0,05) quando comparados ao grupo infectado pela via A3gim, a
recuperacdo da carga parasitaria foi diretamentgopcional ao tamanho do indculo
infectivo e, quando avaliado o maior inéculo ugitip (10 parasitas), a rota de infeccdo pela
via SC foi capaz de induzir uma infeccdo mais esksma N0s animais.

Dessa forma, tal fato indica a existéncia de unonraimero de parasitas no bago dos
animais com a infeccao realizada con p@rasitas pela via SC e também que a avaliagéo da
carga parasitaria no bago de camundongos BALBkciaflos conl. chagasipode ser
realizada nos dias 2%u 60 apds o desafio, periodos nos quais as maioreseuigas
significativas foram observadas em relacdo aosstodayrupos avaliados. Cabe ressaltar que
animais infectados com i(arasitas apresentaram uma manutencdo de valerearga
parasitaria entre os dias °46 60 apds o desafio, o que pode indicar uma tendérnia a

controle de parasitas pelos mecanismos de defessandoaigFigura 2).
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Figura 2 — Quantificacdo de parasitas no baco de caindongos infectados pol. chagasi G1, G2 e G3:
grupos de camundongos BALB/c inoculados conf, I0° e 10 parasitas por animal, pela via SC,
respectivamenteG4: animais inoculados com i@arasitas por animal, pela via E®5: animais inoculados
com PBS, grupo controle do experimento. Cada paptgrafico representa a média do logaritmo (log) do
namero de parasitas viaveis recuperados. Diferéocas consideradas significativas quaide 0,05. *indica
diferenca significativa em relacao aos grupos 3 454dias ap6s o desafio. **indica diferenca sigativa em

relacao ao grupo 4, @llas apés o desafio.

Na avaliacdo da carga parasitaria no figado dimsags infectados, observou-se que,
com a evolucio da infeccédo experimental, houve isoge carga parasitaria no°afla apos
a mesma. No entanto, apés a infeccdo tornar-sécaramma diminuicdo gradual da carga de
parasitas foi visualizada nos diferentes gruposlepdo-se especular a ocorréncia de uma
fase de recuperacao hepética (Figura 3).

De modo similar ao observado na avaliacdo da gaagasitaria esplénica, o log de
parasitas recuperados no figado foi diretamentggocmnal ao tamanho do indculo
infectivo. Assim, a carga parasitaria em camundsrigoculados com £oou 10 parasitas
(grupos 1 e 2, respectivamente) foi menor em tamoperiodos avaliados e apresentou
diferenca significativa no 30dia de infeccdo quando comparada ao grupo de &nima
inoculados com IOparasitas pela via SC (grupo 3).

Mesmo com a gradual diminui¢cdo da carga parasiter$ grupos avaliados, parasitas
ainda foram detectados no figado dos animais &0agias a infec¢cdo. Em estudos realizados
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em camundongos BALB/c e infeccdo caminfantumpela via SC, Ahmect al. (2003)
demonstraram que carga parasitaria hepatica atingiu um pico e2@ree 30 dias apoés a
infeccdo desafio e que, a partir dai, a mesma epi@s um declinio acentuado sugerindo a
depuracéo dos parasitas pelos animais infectados.

Carrién et al. (2006) relataram que a persisténcia de parasitadigado de
camundongos inoculados com um nimero elevado dsites (acima de $@romastigotas
de L. infantumpor via EV) reflete uma limitacdo da resposta imdo figado, que pode
superar cargas relativamente baixas de parasitfy, (has ndo uma carga parasitaria
elevada. Entretanto, neste trabalho, os resultagjogsentados demonstraram que a
recuperacdo hepética ocorreu, ainda que em menopon@do, mesmo nagueles

camundongos inoculados com’ Harasitas pelas vias SC ou EV.
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Figura 3 — Quantificagdo de parasitas no figado deamundongos infectados pot. chagasi G1, G2 e G3:
grupos de camundongos BALB/c inoculados cont, I0° e 10 parasitas por animal, pela via SC,
respectivamenteG4: animais inoculados com i@arasitas por animal, pela via E®5: animais inoculados
com PBS, grupo controle do experimento. Cada pantgrafico representa a média do logaritmo (log) do
namero de parasitas viaveis recuperados. Difereioca consideradas significativas quamde 0,05.*indica

diferenca significativa em relacéo ao grupo 3dia8 apds o desafio.
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Na avaliacdo da carga parasitaria na medula osseardldos animais infectados,
observou-se que, de forma similar a carga parasidplénica, houve um aumento gradual
da mesma, relacionado a evolucdo da infec¢éo, ifeemtes grupos experimentais, exce¢ao
feita aos animais do grupo infectado com fdrasitas, nos quais no°afla apés o desafio a
média do log de parasitas recuperados foi mé@@ot 0,05) em relacdo ao 45ia apds a
infeccdo, o que pode indicar, neste caso, uma deparde parasitas pelos mecanismos de
defesa imune dos animais (Figura 4).

O aumento do log de parasitas nos grupos infec@moslC ou 10 parasitas ocorreu
de forma mais acentuada a partir d8 di& de infeccidaNo 60° dia apos a infeccéo, a carga
parasitaria dos animais inoculados com’ Ifarasitas pela via SC (grupo 3) foi
significativamente maiofP < 0,05)quando comparada a dos camundongos infectados com

10° ou 10 parasitas pela via SC (grupos 1 e 2) ou cofrpafasitas pela via EV (grupo 4).
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Figura 4 — Quantificacdo de parasitas na medula 6sa femural de camundongos infectados pok.
chagasi G1, G2 e G3:grupos de camundongos BALB/c inoculados corf) 10 e 10 parasitas por animal,
pela via SC, respectivament®4: animais inoculados com i@arasitas por animal, pela via E®5: animais
inoculados com PBS, grupo controle do experime@tala ponto no gréfico representa a média do logarit
(log) do nimero de parasitas viaveis recuperadderddcas foram consideradas significativas quaRdo

0,05. *indica diferencga significativa em relacéds goupos 1, 2 e 4, 60 dias apés o desafio.
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Na avaliacdo da carga parasitaria no linfonodoimajwdos animais inoculados com
10%, 10° ou 10 parasitas pela via SC (grupos 1, 2 e 3, respecéuge), observou-se um
aumento gradual da mesma com a evolucao do pedddeccdo. A exce¢do compreendeu
os animais infectados com ®1farasitas, como observado nos valores encontdalearga
parasitaria na medula 0ssea destes animais, n@s gpas o aumento da carga parasitaria
entre 15 e 30 dias, a mesma apresentou valore®isstauma tendéncia a diminuigdo com a
evolucéo da infeccdo, o que pode indicar a depardg& parasitas pelo sistema imune dos
animais neste grupo experimental (Figura 5).

Os animais infectados com>6u 10 parasitas apresentaram valores crescentes de
carga parasitaria no linfonodo inguinal, na medidaque o tempo de evolucao da infeccao
progredia, atingindo seu pico no°afla de infeccdo. Pode-se notar também que, deiraane
similar a observada na avaliacdo da carga paiasitds demais 6rgaos avaliados, foram os
animais infectados com i(arasitas, pela via SC, que apresentaram os reaidveis de
recuperacao de parasitas, indicando que a utibzde&al via de infecgdo pode-se constituir
como a mais apropriada para a obtencdo de uma@deunais robusta e progressiva com a

espécid.. chagasiem camundongos BALB/c.
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Figura 5 — Quantificacdo de parasitas no linfonoddnguinal de camundongos infectados pok. chagasi

G1, G2 e G3:grupos de camundongos BALB/c inoculados cof @ e 10 parasitas por animal, pela via SC,
respectivamenteG4: animais inoculados com i@arasitas por animal, pela via E®5: animais inoculados
com PBS, grupo controle do experimento. Cada paptgrafico representa a média do logaritmo (log) do
namero de parasitas viaveis recuperados. Diferefocas consideradas significativas quamte 0,05. *indica

diferenca significativa em relacéo aos gruposd 4260 dias apés o desafio.

Em humanos e linhagens de camundongos susceptivei®, BALB/c, o figado, o
baco e a medula 6éssea sdo os principais locaisadatencao de parasitas e da patologia da
LV. No figado, formas amastigotas multiplicam-seashtie as primeiras semanas de infeccao
e, dependendo da linhagem do animal, sdo depuaso avancar do tempo apos o
desafio. A resisténcia hepatica a infeccdo € mdwoltde uma resposta coordenada do
hospedeiro e envolve uma ampla variacdo de vidsratee regulatorias especificas, dentro
de estruturas definidas do tecido, chamadas dailgraas. Em contrapartida, o baco e a
medula 6ssea tornam-se locais sistémicos e declderrOnica, para 0s quais 0s parasitas
migram e podem sobreviver durante meses a anosvétdg e Kaye, 2000; Kayet al,
2004).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstrgteanna fase aguda de infeccéo,
houve um maior encontro de parasitas no figadcadonais infectados. Com o avancar da
mesma, notou-se a diminui¢cdo gradual da presenpardsitas neste 6érgao e seu aumento no

baco, na medula éssea e, especialmente, nos laddendais fatos podem ser relacionados
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com observacdes descritas por Carebral. (2006) as quais sugerem que, em um mesmo
animal, a resposta imune desenvolvida pode comtnpfawa a eliminacédo de parasitas e que
tal eliminacdo pode variar de 6rgédo para 6rgaoniloal.

Ap6s a administracdo dos trés diferentes conagiesade indculos infectivos @0
10° e 1d parasitas) e de duas diferentes rotas de infe@@ce(EV), a infeccdo na medula
Ossea femural persistiu durante todo o experimeritwnou-se cronica. Segundo Carr@in
al. (2006),a presenca de parasitas na medula 0ssea de cargoadafectados pode ser
tomada como um marcador da evolucdo de infeccaolcanfantume, sua auséncia, um
indicador de protecdo em estudos de vacinas emlosogheirinos contra a LV.

Paralelamente, observou-se também que, em todosgées avaliados, houve uma
relacdo direta entre a quantidade de parasitapeesdos e as diferentes concentracdes de
indculos infectivos. Os resultados pontuam que, coma infeccdo experimental realizada
com 16 ou 10 parasitas, os animais desenvolvem uma infeccatcerdjue atinge 6rgaos
sistémicos de sua anatomia. No entanto, com aagib de um indculo infectivo de 10
parasitas, observou-se a deteccao inicial dos nmesp®linfonodos e no figado dos animais,
que diminui com a evolucdo da infeccdo e pode amdimie a mesma esta sendo depurada
pelo sistema imune do animal e que o0 mesmo pode de@senvolver um provavel fenotipo

de cura.

5.2. Avaliacdo da carga parasitaria no parénquimaerebral de camundongos BALB/c

infectados comLeishmania chagasi

Com o propésito de avaliar a evolucdo da infecgésteral no cérebro de
camundongos BALB/c ap0s a infeccdo desafio ¢ormahagasi o parénquima cerebral dos
animais infectados foi coletado e a carga parésifar pela técnica de diluicdo limitante.
Paralelamente, uma andlise qualitativa da presgmparasitas neste 6rgao foi realizada com
a pesquisa para deteccdo do DNA do parasita nagarda cerebral dos animais infectados,

pela técnica de PCR.
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5.2.1. Determinacdo da carga parasitaria no parémngma cerebral de

camundongos BALB/c infectados, por meio da técniade diluigdo limitante

A carga parasitaria no cérebro dos camundongostatfes, apos diferentes periodos
de tempo, foi avaliada apds a coleta do parénquenabral dos animais. Os resultados
demonstraram uma menor presenca geral de parasitaselacdo aos demais o6rgaos
avaliados, nos diferentes periodos de tempo. Obgexw auséncia de parasitas no 15° dia de
infeccdo. Entretanto, um aumento gradual no logalga parasitaria foi observado nos
animais inoculados com 16u 10 parasitas, apds o 36ia da infeccédo experimental (Figura
6). N&o foram observadas diferencas significataretse os grupos infectados con? b0 10
parasitas, pelas vias SC ou EV, embora uma terel@nain maior nimero de parasitas tenha
sido observada nos animais infectados cofrpa€asitas pela via SC; fato condizente com os
achados obtidos nas avaliacdes da carga parasitatiaco, figado, na medutgsseae nos

linfonodos dos animais (Figuras 2, 3, 4 e 5, rethmoente).
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Figura 6 - Quantificacdo de parasitas no cérebro deamundongos infectados pot. chagasi G1, G2 e
G3: grupos de camundongos BALB/c inoculados com, 10° e 10 parasitas por animal, pela via SC,
respectivamente34: animais inoculados com i@arasitas por animal, pela via E®5: animais inoculados
com PBS, grupo controle do experimento. Os pontografico representam a média do logaritimo (log) d
namero de parasitas viaveis recuperados. Difereiocas consideradas significativas quamie 0.05. *indica

diferenca significativa em relacéo aos grupos4360 dias apés o desafio.
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5.2.2. Deteccéo de parasitas no parénquima cerebr@de camundongos BALB/c

infectados, por meio da técnica de rea¢do em cadeia polimerase (PCR)

Para a extracdo, purificacdo e deteccdo do DNAOmgem de Leishmaniano
parénquima cerebral dos animais infectados, os ose$onam sacrificados 15 e 30 apos o
desafio e amostras foram coletadas e analisadd3Ger

Estudos utilizando os iniciadores L¥ LV, relatam que o DNA deeishmaniagjue
compdem o complext. donovaniamplifica um fragmento de cerca de 100 pares de ba
(bp), 0 que evidencia a presenca do parasita natearamalisada (Piarrowt al, 1993).

A amostra representativa de cada grupo foi cadétpor uma mistura proporcional
do DNA extraido de diferentes camundongos pertéasexo mesmo grupo, de modo que um
resultado positivo na PCR levou a conclusdo de mple menos um animal do grupo
apresentava o parasita chagasiem seu parénquima cerebral. Gastos excessivosapara
realizacdo da técnica nos levaram a utilizacdo twura (‘pool’) de amostras de DNA
extraido do cérebro de animais de um mesmo grwgua d finalidade de analise qualitativa
dos resultados.

Segundo Maieet al. (2008), métodos baseados em PCR e aplicados na deteccéo
Leishmaniasdo mais confiaveis para identificar a presencgatasita. Na avaliacdo dos
resultados obtidos, observou-se que, 15 dias apdsado, em todos os grupos de animais
infectados, uma banda na altura de 100 bp foi ghdar o que indica a presenca do parasita
em 1 ou mais animais dos respectivos grupos. Taldstd em discordancia com os dados
apresentados na figura 6, nos quais parasitasondm fdetectados em nenhum dos grupos de
animais infectados, ap6s 15 dias de infeccao,tpefaca de diluicao limitante.

O método de diluicdo limitante para a avaliacdocdega parasitaria em grupos
experimentais representa um meétodo extensivameiti'adio na deteccdo de parasitas em
fragmentos de 6rgéos e tecidos de modelos muriimdeetanto, para a realizacdo da técnica,
especialmente em relagdo a leitura das placasrdsifaa, ha necessidade da presenca de um
profissional qualificado e atento para o enconis garasitas, principalmente, quando os
mesmos apresentam-se em menor quantidade. Paetara PCR utilizada neste trabalho
utilizou, como amostra base, o pool de DNA extraldgarénquima cerebral de animais de
um mesmo grupo; dessa forma, caso apenas um dEESEEHS apresentasse parasitas no
cérebro e, ainda, 0s mesmos estivessem em pequer@a a PCR, uma técnica altamente

sensivel, apresentaria um resultado positivo. Deatzeira, pressupde-se que pelo menos um
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dos animais de cada grupo possa ter apresentadogparasitas que, embora ndo tenham
sido detectados pela diluicdo limitante, foram ckeigos na PCR.

Na avaliacdo da presenca de parasitas pela PCR’rha3de infeccéo, observou-se
uma relacao direta entre o achado de parasitasygiitudo da diluicdo limitante e a pesquisa
de seu DNA pela PCR, ainda que poucos parasithartesido vistos na diluicao limitante.
Dessa forma, nos animais inoculados corf) 10° ou 10 parasitas, pelas vias SC ou EV,
todos os grupos apresentaram resultado positivBGR neste periodo de tempo avaliado
(Figura 7).

Embora experimentos ndo tenham sido conduzidos amwstras do parénquima
cerebral dos animais infectados, coletadas nosAdias60 apés a infeccdo, postula-se que a
PCR indicaria um resultado positivo no encontropdeasitas nos grupos experimentais
infectados, haja vista que os dados de carga faragpor diluicdo limitante nestes animais
terem sido elevadas e aumentaram com a cronicididiefeccao, principalmente, naqueles

animais infectados com 1parasitas.

100 —

100 —

Figura 7 — Deteccdo dé. chagasino parénquima cerebral de camundongos BALB/c, pomeio da técnica
de PCR, apés 15 e 30 dias de infeccd@@amundongos BALB/c infectados e os animais ino@dascbm PBS
foram sacrificados apos 1B) e 30(B) dias de infecgdd?: padrao de peso molecutl®O bp BH46: DNA de

L. chagasi cepa MHOM/BR/1970/BH46, utilizada como controlesipivo; G1, G2, G3 e G4:grupos
infectados por 19 10 e 10 parasitas pela via SC e Iarasitas pela via EV, respectivamei@é; grupo de
camundongos inoculados com PHBS; controle do experimento, no qual todos os reagetée PCR foram

usados, exceto o DNA.
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Uma das diversas estratégias utilizadas por mianisgios patogénicos para invadir
0 SNC do hospedeiro mamifero € a entrada facili@anigracdo de leucdcitos, na qual os
patégenos sdo capazes de desenvolver uma infepgAeando-se do trafego de leucocitos
no SNC. A migracéo de leucécitos para 0 SNC é deantd a transmigracdo de células do
sistema imune via endotélio de vasos sanguineos:pronesso de evolucdo celular
constituido por adeséo e diapedese, mediado éldigpgr moléculas de adesao, quimiocinas
e seus receptores (Drevets e Leenen, 2000). O woawL. chagasipela dilui¢cdo limitante
e a presenca do DNA deeishmaniano parénquima cerebral de camundongos infectados
pode ser uma forte evidéncia de que o parasitaatenitizado a entrada facilitada de
leucdcitos para penetrar no SNC dos animais, faserwado até com 15 dias de infeccao
desafio.

5.3. Avaliagado da resposta imune celular em camundgos BALB/c infectados com
Leishmania chagasi

Esplendcitos de camundongos BALB/c infectados nioreultivados in vitro e
estimulados com SLA.. chagasipara a determinagédo do perfil da resposta imuhgace
gerada apds o encontro do parasita com o sistemnzeimio animal. Dessa forma, citocinas
como IFNy, IL-4 e IL-10 foram quantificadas nos sobrenadsntema vez que, em
camundongos BALB/c, um perfil de resposta Thl énpdo pela producdo de citocinas
como IFNy e pela presenca de anticorpos IgG2a especificodivéssas espécies de
Leishmania Paralelamente, uma resposta Th2 é baseada na;fwmde citocinas como IL-4
e pela producdo de anticorpos IgG1l especificospaoasitas. A IL-10, embora néo seja
considerada uma citocina do tipo Th2, atua conamtetnente a IL-4 na desativacdo de
macréfagos parasitados, tornando-os susceptivaig@@ del eishmanias(Afonso e Scott,
1993; Murrayet al, 2002).

Na avaliacdo dos resultados obtidos, observa-s @gl animais dos grupos
experimentais produziram niveis similares de fFNes dias 15 e 30 apos a infeccgéao.
Entretanto, a partir do 30dia, animais inoculados com *lparasitas produziram niveis
significativamente maiores desta citocina quandoparados aos demais grupos avaliados
(grupos 2, 3, 4 e 5), sendo observado um aumegmdfisativo (P < 0,05) na producéo de
IFN-y nos dias 45 e 68pos a infeccao (Figura 8A). Tal fato pode sercrefeado a menor

carga parasitaria observada nestes animais (giupedm o fato de que, com a evolucdo da
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infeccdo, a depuracdo dos parasitas pode estaroredda com a ativacdo de uma resposta
Th1l baseada na producéo de IFN-

Na avaliacdo dos niveis de IL-4, observou-se geemodo similar a producédo de
IFN-y, 0s grupos ndo apresentaram diferencas na prodigsia citocina nos dias 15 e 30
apés o desafio. Entretanto, apds 8 @@ de infeccéo, observou-se um aumento na produca
de IL-4 nos animais infectados com ’1@arasitas. A producdo de IL-4 elevou-se
significativamente apés 30 dias de infeccdo em calongos inoculados com “parasitas
pelas vias SC e EV (grupos 3 e 4, respectivamemquiendo comparados aos animais
inoculados com T parasitas e, principalmente, com?1farasitas (grupo 1). Pode-se
observar uma relacdo direta entre a carga pafasi@s animais infectados, a maior
producao de IL-4 e menor producao de H;Mos diferentes grupos experimentais avaliados
(Figura 8B).

De maneira semelhante a producéo de IL-4, a lmafiteve-se em niveis similares
entre os diferentes grupos até o 30° dia de infeaartir do qual a producéo desta citocina
elevou-se significativamente nos grupos inoculacire 10 parasitas pelas vias SC e EV
(grupos 3 e 4, respectivamente), seguido daquefestados com fOparasitas (grupo 2)
(Figura 8C). A menor producdo da IL-10 nos animafectados com 10 parasitas,
confirmada pelo encontro de uma menor producad.ded pela maior producdo de IRN-
nestes animais, vem a corroborar os resultadosieléais animais podem vir a controlar a
infeccdo frente ao menor numero de parasitas aditig no inéculo infectivo e que a
depuracdo dos parasitas nestes animais possaresteionada com a inducdo de uma

resposta imune do tipo Thl.
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Figura 8 — Producéo de IFNy, IL-4 e IL-10 por esplendcitos de camundongos BALB infectados comi.
chagasi As concentracdes das citocin@s) IFN-y, (B) IL-4 e (C) IL-10 foram determinadas por ELISA de
captura (Pharmingen). Cada ponto no gréafico reptasee média da producéo da citocina, em picogrgroas
mililitro (pg/mL). G1, G2, G3 e G4&epresentam os grupos infectados pdt 10’ ou 10 parasitas por animal,
pela via SC, ou com I0parasitas por animal, pela via EV, respectivame®® representa o grupo de
camundongos inoculados com PH3ferencas foram consideradas significativas quaRdo 0,05. *indica
diferenca significativa em relacdo aos grupos &,43 60 dias apds o desafio. **indica diferencaisicativa

em relacdo ao grupo 1, 60 dias apés o desafio.

5.4. Avaliacdo da resposta humoral em camundongosABB/c infectados com

Leishmania chagasi
Amostras de soro dos animais infectados foram addest 15, 30, 45 e 60 dias apos a

infeccdo comlL. chagasipara a avaliagdo da resposta humoral induzidaiptacdo nos

diferentes grupos e periodos de tempo avaliadgserfll da resposta humoral nos animais
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infectados foi avaliado pela producéo das subdadseanticorpos IgG1l e IgG2a, especificas
ao parasitd. chagasj por meio de ensaios de ELISA.

Na avaliagdo dos resultados obtidos para IgGl ni@sedtes grupos avaliados,
observou-se que o perfil de producdo dessa subatEsanticorpos correlacionou-se com a
producao de IL-4 oriunda dos esplendcitos dos ariméectados, avaliados nos diferentes
periodos de tempo. Assim, 0s animais dos diferegtepos apresentaram resultados
similares até o 30dia de infeccdo, a partir do qual houve uma maioducdo de IgG1 nos
animais infectados com o niimero mais elevado desjtas (10e 10 parasitas) (Figura 9A).
Dessa forma, os niveis encontrados de IgG1l espexifio parasita foram maiores nos dias
45 e 60 apods a infeccdo, em camundongos inocutamnsld parasitas pelas vias SC e EV
(grupos 3 e 4, respectivamente) quando comparadssamimais inoculados com 10
parasitas e, principalmente, naqueles infectada®m d® parasitas (grupos 2 e 1,
respectivamente).

Na avaliagédo das absorbancias encontradas parsiasrpos 1gG2a, observou-se que
em todos os grupos avaliados os animais produziiaeis baixos deste isotipo de IgG, de
modo que nenhuma diferenca significativa foi en@m# nos diferentes grupos e periodos de
tempo avaliadogFigura 9B). Os valores médios de IgG2a obtidosgrapos experimentais
indicam uma relacao direta com os dados apresentidigG1l anti-SLA.. chagasj porém,
no caso de anticorpos IgG2a, os valores entre @sogrse encontram mais préximos e,
aparentemente, as diferencas nos inéculos infecBvoa rota de infeccéo utilizada néo foi

pré-determinante para induzir alteracdes na praddeéte isotipo de 1gG.
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Figura 9 — Niveis de 1gG1 e IgG2a presentes em anm@s de soro de camundongos BALB/c inoculados

comL. chagasi O perfil da resposta humoral nos animais infectddoavaliado pela producéo de anticorpos
das subclasses IgGA) e 1gG2a(B), especificos ao SLA. chagasj avaliados por ELISA. Cada ponto no
gréfico representa a média da producéo dos antis@m cada grup&l, G2, G3 e Gdepresentam 0S grupos
infectados por 1) 10° ou 10 parasitas por animal pela via SC ou parasitas por animal pela via EV,
respectivamente &5, o grupo de camundongos inoculados com PBBerencas foram consideradas

significativas quand® < 0,05. *indica diferenca significativa em relagimgrupo 1, 60 dias apds o desafio.
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* A carga parasitaria encontrada nos grupos expetaiseioi diretamente proporcional
ao tamanho do inéculo infectivo, indicando queilizatdo de um nimero elevado de

parasitas pode acarretar a uma infecgcdo mais gas/animais infectados.

» O figado comportou-se como um Orgao de tropism@s@ aguda da doenca causada
por L. chagasinos camundongos BALB/c, uma vez que um numero eteve

parasitas foi observado neste érgao em relacaeadm®s obtidos nos demais 6rgaos.

 Com a cronicidade da infecgéo, o baco, linfonogasénquima cerebral e a medula
O0ssea apresentaram um maior numero de parasitgserados, o que pode indicar

um tropismo dos parasitas para tais 6rgaos.

* A demonstracdo de. chagasino parénquima cerebral dos camundongos infectados,
ja observada 15 dias ap6és a infecgdo desafio, memférir sobre o envolvimento do
SNC na infeccéo por essa espécie do parasisimania

* Houve uma relacado inversa entre a producéo deyl€ld-carga parasitaria recuperada

nos animais infectados com*}farasitas, nos diferentes periodos de tempo dealia

* Uma relacao direta entre a producéo de IL-4 e ILalpresenca de anticorpos IgG1l
especificos ao parasita e a carga parasitaria eegago nos animais infectados com
10° parasitas e, principalmente, com’ Ifarasitas, foi observada nos diferentes

periodos de tempo avaliados.

« O modelo murino de infeccdo utilizando’ Ifarasitas e a rota de infeccéo pela via
subcutanea foram aqueles que induziram a uma Bdao@is grave nos animais, uma
vez que tais animais apresentaram maiores valerearda parasitaria recuperada, de
producdo de IL-4, IL-10 e de anticorpos IgG1 @ntchagasi além de uma menor

producédo de IFNt nos diferentes periodos de tempo avaliados.
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7. PERSPECTIVAS

Repeticdo dos experimentos avaliando os animasstaddos por um maior periodo de

tempo da infeccédo visceral (150 dias);

Realizar experimentos de PCR utilizando as amosteaparénquima cerebral de

animais infectados coin chagasi 45 e 60 dias apos a infeccao desafio;
Realizar analises histopatolégicas e imunocitoqamide amostras do parénquima

cerebral dos animais infectados para verificartareaa dos infiltrados celulares nos

dias 15, 30, 45 e 60 apos a infeccao desafio.
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