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RESUMO

Os vérios tipos de manifestacdes clinicas da Leishmaniose, resisténcia ou susceptibilidade a
infeccdo, sdo determinados por fatores como a espécie do parasita e o tipo de resposta imune
do hospedeiro. Neste trabalho, camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram usados
como modelo experimental de resisténcia a infec¢do causada por Leishmania guyanensis, uma
espécie de parasito que causa leishmaniose cutanea em humanos e tem grande relevancia em
alguns paises da América do Sul. Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar os mecanismos
de resisténcia a infeccdo causada por esta espécie de Leishmania nessas linhagens de
camundongos. Para isso, camundongos de ambas as linhagens foram infectados com L.
guyanensis e, o curso da infeccdo foi acompanhado. Segundo nossos resultados, esta espécie
de parasito nao causa lesdo em nenhuma dessas duas linhagens de camundongos e 0s parasitas
sdo eliminados do local de infeccdo e do linfonodo drenante deste local. Mostramos, também,
que macrofagos peritoneais ndo ativados de BALB/c e C57BL/6 eliminam as amastigotas
intracelulares in vitro. J& era sabido que esta eliminacdo é mediada pela explosao respiratéria.
Aqui n6s mostramos que promastigotas de L. guyanensis realmente induzem esta reacdo nos
macrdéfagos de BALBY/c, in vitro, mas de maneira muito menor em C57BL/6. Além disso,
vimos que macrofagos peritoneais de ambas as linhagens de camundongo ndo produzem
Oxido nitrico quando infectados com L. guyanensis, in vitro. O curso da infeccdo de
camundongos C57BL/6 knockout para a subunidade catalitica gp91phox da NADPH oxidase
foi igual ao do tipo selvagem, indicando que a explosdo respiratdria ndo parece ser importante
na eliminacdo dos parasitas in vivo nesta linhagem de camundongo. Porém, camundongos
BALB/c tratados com apocinina, um inibidor especifico da NADPH oxidase, mostraram-se
mais susceptiveis a infeccdo por L. guyanensis do que os ndo tratados. Esses resultados
indicam que, para esta linhagem de camundongos, a explosdo respiratoria tem um papel
importante na sua resisténcia a infecgdo por L. guyanensis. O anion superdéxido e o peréxido
de hidrogénio, produtos da explosao respiratoria, parecem ser importantes para a eliminagéo
das amastigotas intracelulares pelos macrofagos de BALBI/c, in vitro. Camundongos BALB/c
parecem montar uma resposta do tipo Thl frente & infeccdo por L. guyanensis, com baixa
producdo de IFN-y e nenhuma de IL-4. Estes resultados indicam que a imunidade inata, por
intermédio da exploséo respiratoria, pode ser, pelo menos em parte, responsavel pelo controle
da infeccdo com L. guyanensis em camundongos BALB/c, mas ndo em C57BL/6, e sugerem
gue a resisténcia seja mantida por uma resposta adaptativa do tipo Thl.

Palavras chave: L. guyanensis, explosdo respiratéria, ROS, NADPH oxidase, BALB/c.



ABSTRACT

The many types of clinical manifestations of leishmaniasis, resistance or susceptibility to
infection is determined by factors such as parasite species and the type of immune response of
the host. In this present work, BALB/c and C57BL/6 mice strains were used as experimental
models of resistance to infection caused by Leishmania guyanensis, a parasite species that
causes cutaneous leishmaniasis in humans and is very important in some countries of South
America. The aim of this study was to investigate the mechanisms of resistance to infection
caused by this species of Leishmania in these mice strains. Thus, mice of both strains were
infected at the hind footpad with L. guyanensis and the course of infection was followed. Our
data shows that this parasite species causes no lesion in both mice strains and that the
parasites are eliminated both on the site of infection and its draining lymph node. It was also
demonstrated that non-activated peritoneal macrophages of both mice strains eliminate the
intracellular amastigotes in vitro. It was already known that this elimination occurs through
the respiratory burst. Here we also demonstrated that L. guyanensis promastigotes induces this
reaction in BALB/c macrophages in vitro, but in a lower extent in C57BL/6 macrophages.
Furthermore, it was showed in this work that peritoneal macrophages of both mice strains do
not produce nitric oxide when infected in vitro with L. guyanensis. The course of infection in
C57BL/6 mice gp91phox (the catalytic subunit of NADPH oxidase enzyme) knockout was
similar to that of the wild type mice, not presenting lesion or swelling in the footpad.
However, BALB/c mice treated with apocynin, a specific NADPH oxidase inhibitor, became
susceptible to infection with L. guyanensis. Our data indicates that superoxide anion and
hydrogen peroxide, two respiratory burst products, are important in the elimination of
intracellular amastigotes by BALB/c macrophages, in vitro. BALB/c mice apparently mount a
Th1 type response to the infection with L. guyanensis, with low production of IFN-y and no
production of IL-4. These results indicate that the innate immunity, through the respiratory
burst, could be, at least in part, responsible for the control of infection with L. guyanensis in
BALB/c mice, but not in C57BL/6 mice.

Key words: L. guyanensis, respiratory burst, ROS, NADPH oxidase, BALB/c mice.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas parasitarias de distribuicdo global,
transmitida aos humanos pela picada de aproximadamente 30 espécies diferentes de
mosquitos flebotomineos infectados por protozoarios do género Leishmania (PAHO, 2007).
Sdo antropozoonoses infecciosas, ndo contagiosas. (Ministério da Saude, 2007)

A doenca apresenta varios tipos de manifestacdes clinicas dependendo da espécie
de Leishmania, dos fatores de viruléncia do vetor e das respostas imunes do hospedeiro, numa
interagdo complexa entre este e o parasita. A doenca, em humanos, é tradicionalmente
dividida em trés tipos de sindromes: leishmaniose visceral (LV) ou Calazar, cutanea (LC) e
mucocutanea (LMC); existindo, no entanto, algumas varia¢fes. Existem pelo menos 20
espécies (TAB.1) desse parasita capazes de causar infeccdo especifica para cada espécie de
hospedeiro. Sua distribuicdo difere geograficamente e, assim também, o padrdo da doenca em
cada regido geogréfica e, ainda, uma Unica espécie de Leishmania pode causar mais de uma
das sindromes clinicas e cada sindrome pode ser causada por varias das espécies. Os
reservatorios da doenca sdo animais como cdes e roedores (ciclo zoondtico) e, em alguns
paises, 0 homem (ciclo antroponoético) (PISCOPO; MALLIA, 2006; PEARSON; SOUSA,
1996).

As leishmanioses ocorrem, atualmente, em 4 continentes e sdo consideradas
endémicas em 88 paises. Noventa por cento dos casos de LV ocorrem em Bangladesh, Brasil,
india, Nepal e Sudio; de LMC na Bolivia, Brasil e Peru; de LC no Afeganistio, Brasil, Ir3,
Peru, Arabia Saudita e Siria. H4 uma estimativa de que ocorram 2 milhGes de novos casos
anuais, com mais de 12 milhdes de pessoas ja infectadas e 350 milhdes expostas ao risco
(WHO, 2002), sendo que os numeros oficiais sdo subestimados devido aos casos nao
notificados em muitos paises.

No Brasil, segundo o Ministério da Saude (MS), a Leishmaniose Tegumentar
Americana apresentou média anual de 26.021 casos, esses registrados no periodo de 1988 a
2009 e menciona uma tendéncia ao crescimento da endemia ao longo desse periodo. No ano
de 2003, foi confirmada a autoctonia em todas as unidades federais do pais. A LV, que no
Brasil ¢ endémica, apresentou 34.583 casos registrados no periodo entre 2003 e 2009; e
atualmente esta distribuida em 21 Unidades Federais, atingindo as cinco regides brasileiras. A
letalidade da LV aumentou de 3,4%, em 1994, para 5.5%, em 2008.
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Em locais onde ocorrem 90% dos casos, as grandes dificuldades no combate a
doenca sdo a pobreza e a falta de informacdo, aliadas ao tratamento de longo curso, a
relutdncia no tratamento de recorréncias dérmicas do Calazar e aos casos assintomaticos. A
leishmaniose esta associada a desnutri¢do, deslocamento de pessoas do campo para a cidade,
mas condicOes sanitaria e de moradia, analfabetismo, discriminacdo de classe, além de fatores
ambientais como desmatamento, construcdo de represas, novos métodos de irrigacdo e
urbanizacdo. E uma doenca que carece de consciéncia e alerta globais (KILLICK-
KENDRICK, 2010), sendo considerada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como
uma doenca tropical negligenciada (NTD). Além disso, caracteriza um sério impedimento do
desenvolvimento socioeconémico, pois ja causa atrasos na implementacdo de numerosos
programas de desenvolvimento (WHO, 2002). E considerada pela OMS como uma das seis
mais importantes doencas infecciosas pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de
causar deformidades. E um problema de salde publica de grande magnitude, que tem
envolvimento psicolégico com reflexos no campo social e econdmico, pois pode ser

considerada uma doenca ocupacional (MS, 2007).
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Tabela 1: Principais espécies de Leishmania responsadveis pela leishmaniose humana

(Adaptado de Ameen, 2010).

Espécie

Forma clinica

Localiza¢do

L. major
L. tropica
L. aethiopica (raramente LMC/LCD)

LC

VM

Complexo L. mexicana

L. mexicana (raramente LCD)
L.amazonensis (raramente LCD)
L. venezuelensis

LC

NM

Complexo L. braziliensis

L. braziliensis
L. colombiensis
L. guyanensis
L. panamensis
L. peruviana

LC/LMC

NM

Complexo L. donovani

L. donovani
L. infantum
L. chagasi

Lv/LC

LV

VM

NM

LC = Leishmaniose Cutanea; LMC = Leishmaniose Cutaneo-Mucosa; LV = Leishmaniose
Visceral; VM = Velho Mundo; NM = Novo Mundo.
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Nas Américas, sdo atualmente reconhecidas onze espécies dermotropicas de
Leishmania causadoras de doenca humana e oito espécies descritas, somente em animais. No
entanto, no Brasil s6 foram identificadas sete espécies, sendo seis do subgénero Viannia e
uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.) braziliensis, L.(V.)
guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.) lainsoni, L. (V.)
naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das regides Norte e
Nordeste (MS, 2007).

A LC é a manifestacdo clinica mais frequente, com lesdes exclusivamente
cuténeas que tendem a cicatrizagdo, Unicas ou em pequeno numero. Em casos raros, as lesdes
podem ser numerosas, caracterizando a leishmaniose cutanea disseminada. E uma doenca
benigna, e na maioria dos casos, resolve-se mesmo sem tratamento. A Ulcera tipica é indolor e
costuma estar localizada em areas expostas da pele. A lesdo inicial costuma ser nodular,
localizada profundamente na hipoderme, ou pequenas papulas, semelhantes a picada do
inseto, que evolui aumentando em tamanho e profundidade e ulcerando no vértice (MS, 2007;
PEARSON; SOUSA, 1996).

A forma clinica cutaneo difusa (LCD) é rara, porém grave. Inicia-se de maneira
insidiosa com lesdo Unica e evolui de forma lenta com formacdo de placas e mdltiplas
nodulacbes ndo ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas. Apresenta ma resposta ao
tratamento (MS, 2007; PEARSON; SOUSA, 1996).

A LMC se expressa por lesdes destrutivas localizadas nas mucosas das vias aéreas
superiores. A forma classica é secundaria a lesdo cutanea. Geralmente a lesdo é indolor e se
inicia no septo nasal anterior, cartilaginoso, logo, é de facil visualizacdo. Podem ser
observados eritema, infiltracdo, erosdo e ulceragdo com fundo granuloso. Os doentes tém
como queixas, obstrucdo nasal, eliminacdo de crostas, epistaxe, disfagia, odinofagia,
rouquidao, dispnéia e tosse; raramente ha prurido nasal e dor. Na mucosa do nariz pode haver
perfuracdo ou até destruicdo do septo cartilaginoso. Na boca, pode haver perfuracdo do palato
mole. Nas lesGes cronicas e avancadas pode haver mutilagdes com perda parcial ou total do
nariz, labios, palpebras, causando deformidades e consequente estigma social. E mais
suscetivel a complicaces e pode evoluir para o obito em 1% dos casos (MS, 2007;
PEARSON; SOUSA, 1996).

A LV é uma doenca cronica, sistémica, caracterizada por febre de longa duracéo,
perda de peso, astenia, adinamia e anemia. Quando ndo tratada pode evoluir para o 6bito em
mais 90% dos casos. Inicialmente, na fase aguda da doenca, na maioria dos casos, ha febre

com duracao inferior a 4 semanas, palidez cutdneo-mucosa e hepatoesplenomegalia. A doenca
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evolui para um estado em que ha febre irregular, geralmente associada a emagrecimento
progressivo, palidez cutdneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia. No periodo final
da doenca, ha febre continua e comprometimento mais intenso do estado geral. Instala-se a
desnutricdo e edema dos membros inferiores, que pode evoluir para anasarca. Pode haver,
também, hemorragias, ictericia e ascite (Secretaria de Vigilancia em Saude/MS; PEARSON;
SOUSA, 1996).

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida (HONINGBERG, 1963
apud LAISON; SHAW, 1979) e a familia Tripanosomatidae (DOFLEIN, apud LAINSON;
SHAW, 1979) e seu ciclo vital (FIG.1) consiste em uma fase na qual sdo parasitas
intracelulares obrigatérios das células do sistema fagocitico monuclear de mamiferos como
forma ndo-flagelada ou amastigota. Em outra fase do ciclo de vida vivem como promastigotas
flageladas extracelulares no trato digestivo das fémeas de flebotomineos (MS, 2006;
PEARSON; SOUSA, 1996).
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania spp. 1 — infeccdo do hospedeiro vertebrado por formas
promastigotas metaciclicas do parasita durante o repasto sanguineo. 2 — fagocitose das promastigotas.
3 — transformacdo das promastigotas em amastigotas e multiplicacdo. 4 — rompimento do macréfago e
liberacdo das amastigotas. 5 — ingestdo de células infectadas pelo vetor. 6 — lise de células infectadas
durante a digestdo. 7 — transformagdo de amastigotas em promastigotas. 8 — multiplicacdo das
promastigotas. (Adaptado de TDR/WHO)
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As fémeas do inseto vetor, ao sugarem o sangue de um mamifero infectado,
ingerem macrofagos parasitados por formas amastigotas de Leishmania. No trato digestivo
anterior do mosquito, ocorre o rompimento dos macrofagos e liberacdo das amastigotas, que
se diferenciam rapidamente em formas promastigotas flageladas. As formas promastigotas
diferenciam-se em formas paramastigotas e colonizam o es6fago e a faringe do vetor,
permanecendo aderidas ao epitélio pelo lipofosfoglicano (LPG), a principal molécula de
superficie das promastigotas. Esta adesdo € uma capacidade inerente as formas promastigotas
ndo infectantes. Pelo processo da metaciclogénese, as promastigotas passam por modificagdes
estagio-especificas no LPG, o que controla a sua aderéncia ou liberacdo (MS, 2006;
PIMENTA et al., 1992). Quando completa a metaciclogénese, o parasita apresenta-se em sua
forma infectante, promastigota metaciclica, que é restrita as formas que ndo sofrem divisdo
(SACKS; PERKINS, 1984), completando o ciclo no vetor em cerca de 72 horas (MS, 2006).

As fémeas infectantes liberam as formas promastigotas metaciclicas juntamente
com sua saliva, que parece favorecer a infectividade das promastigotas (THEODOS et al.,
1991; NORSWORTHY, 2004; TEIXEIRA et al., 2005), ao realizarem novo repasto
sanguineo em um hospedeiro vertebrado. Estes parasitas, entdo, se ligam as células do sistema
mononuclear fagocitario por intermédio de suas moléculas de superficie, como a gp63 e 0
LPG, que tém a capacidade de se ligar, por exemplo, aos receptores dos macréfagos como o
receptor de manose-fucose, receptor do complemento 3 (CR3), CD11b-CD18 (TURCO;
DESCOTEAUX, 1992; NADERER et al., 2004; NOVOZHILOVA; BOVIN, 2010) e séo
interiorizados em um fagossomo que se funde com o lisossomo formando o vacuolo
parasitoforo (ALEXANDER et al., 1999; COURRET et al., 2002; REAL et al., 2010). No
interior dos macrofagos, as promastigotas diferenciam-se em formas amastigotas que sdo
adaptadas a temperatura corporal humana e ao ambiente acido do fagolisossomo dos
macrofagos. Ai, as formas amastigotas se instalam e multiplicam-se intensamente até
romperem a célula e serem liberadas para sofrem fagocitose por novos macréfagos, ocorrendo
entdo a disseminacao para outros tecidos como linfonodo, bago, figado e medula 6ssea (MS,
2006; PEARSON; SOUSA, 1996).

Para garantir sua transmissdo e estabelecer uma infeccdo cronica, 0s parasitas
precisam escapar do sistema imune do hospedeiro e atrasar o desenvolvimento da imunidade.
A maioria dos parasitas desenvolveu estratégias para evitar que sejam eliminados pelo sistema
imune. Porém, a falha do sistema imune em elimina-los ndo esta necessariamente associada a
doenca clinica (YAZDANBAKHSH; SACKS, 2010).
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A resposta imune de humanos frente a infec¢do por este parasita é celular e os
sintomas dependem do tipo de resposta mediada por linfécitos T helper do tipo 1 (Th1) ou do
tipo 2 (Th2). A resisténcia e resolucdo da doenca estdo associadas a resposta celular do tipo
Th1, mediada por IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF) e IL-12. Este perfil de resposta esta
geralmente associado as lesdes localizadas e autocurativas. A resposta celular do tipo Th2,
mediada por IL-4, estd geralmente associada a susceptibilidade e progressdo da doenca,
geralmente associada as les@es difusas que ndo curam. A leishmaniose mucocutanea apresenta
uma resposta mista do tipo Thl e Th2 (REED; SCOTT, 1993).

A maioria dos dados sobre os mecanismos imunolégicos relacionados com a
infeccdo ou protegdo contra parasitas do género Leishmania vem de estudos em
camundongos, que tém se mostrado muito Uteis no estudo de suas diversas manifestacdes.
Algumas descobertas criticas sobre a leishmaniose cutdnea murina foram confirmadas em
humanos recentemente. No entanto, a resposta imune frente a leishmaniose visceral e a
patogéneses da doenca em humanos é bastante diferente do modelo murino (SHARMA;
SINGH, 2009). Certas linhagens de camundongos, como BALB/c, desenvolvem lesdes
cutaneas ndo controlaveis enquanto outras, como C57BL/6, sdo capazes de controlar a
infeccdo cutanea ap6s inoculagdo de L. major ou L. amazonensis (ANDRADE et al., 1984;
BARRAL et al.,, 1983). Os inumeros estudos realizados no modelo experimental da
leishmaniose murina causado por L. major, espécie causadora da leishmaniose cutdnea no
Velho Mundo e que ndo ocorre no Brasil, foram fundamentais para o estabelecimento do
chamado “paradigma Th1/Th2”, que tem servido como base para a compreensdo da relacéo
parasita-hospedeiro. A leishmaniose murina mostra-se, entdo, um bom modelo para estudos
da populacdo de células mononucleares e citocinas que medeiam a imunidade a patdgenos
intracelulares.

A maioria das linhagens de camundongos (C57BL/6, C3H, CBA) desenvolvem
uma doenca cutanea autolimitante quando infectados com L. major. Nestes camundongos, a
resolucdo da infeccdo é mediada por células Thl que produzem IFN-y. O IFN-y induz a
producdo de oxido nitrico (NO) nos macrdfagos infectados com L. major, que leva a
destruicdo do parasita. Logo, a infec¢do por L. major nessas linhagens se parece com a LC em
humanos. Por outro lado, camundongos BALB/c susceptiveis desenvolvem uma resposta
tipicamente Th2. Nessas linhagens, a resolucdo e a progressdo da doencga causada por L.
major parecem ser determinadas pela ativacdo preferencial de células Thl ou Th2,
respectivamente (SHARMA,; SINGH, 2009; MILON et al., 1995; REINER; LOCKSLEY,
1995).
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Esta polarizagdo da resposta em Thl ou Th2, entretanto, ndo é tdo clara para
outras espécies de Leishmania. Por exemplo, camundongos da linhagem C57BL/10, enquanto
capazes de curar uma infecgdo por L. major, ndo conseguem resolver a lesdo se infectados por
L. amazonensis. A infeccdo por L. major induz a producdo de altos niveis de IFN-y e
nenhuma IL-4, ao passo que a infeccdo por L. amazonensis induz baixa producdo de IL-4 e
pouca ou nenhuma de IFN-y (AFONSO; SCOTT, 1993). Em outro exemplo, camundongos
BALB/c séo resistentes a infeccdo por L. braziliensis. Neste modelo de infeccéo, observa-se a
producdo de niveis baixos de IFN-y semelhantes a infec¢do por L. major, porém, producdo
bem mais baixa de IL-4 se comparada aquela causada pela infeccdo por L. major (DeKREY et
al., 1998).

No primeiro exemplo acima citado, a susceptibilidade ndo parece ser devido ao
desenvolvimento preferencial de uma resposta Th2, mas sim a incapacidade do animal de
desenvolver uma resposta Thl adequada. Ao passo que, no segundo exemplo, a resisténcia
parece ser devido a auséncia de uma resposta Th2, e ndo a presenca de uma resposta Thl.
Além disso, um tipo de reposta mista Th1/Th2 pode ser mantida, como é o caso do modelo de
infeccdo com L. amazonensis (JI et al., 2002). Assim, um mesmo tipo de hospedeiro reage de
maneira diversa a diferentes espécies de Leishmania (SOUZA et al., 2000) e, portanto,
resisténcia e susceptibilidade, bem como padrdo Th1/Th2 de resposta, dependem tanto do
background genético do hospedeiro como da espécie infectante.

O paradigma Th1/Th2 da resisténcia/susceptibilidade ¢ uma simplificacdo de uma
rede muito mais complicada de interacBes regulatérias/contra-regulatérias e isto difere de
acordo com a espécie de Leishmania estudada, o tipo de hospedeiro usado e o tecido
examinado. Estudos recentes enfatizam a importancia do balanco entre as duas citocinas
regulatérias IL-12 e IL-10, criticas para a regulacdo da modulacdo da imunidade, em contraste
as ideias iniciais de que as funcdes antagdnicas de IFN-y e IL-4 determinam a protecdo ou
patogéneses da doenca. Outros processos independentes de células T, que atuam no inicio da
doenca, tém sido sugeridos como sendo importantes para o fenotipo de susceptibilidade, como
atuacdo da IL-10, produzida por macrofagos infectados por Leishmania antes mesmo da
producdo de IL-4, que atuaria mais tarde favorecendo a progressdo da doenca (SHARMA,
SINGH, 2009).

As espécies de Leishmania do velho mundo divergiram ha cerca de 40-80 milhdes
de anos das do novo mundo, desenvolvendo estratégias diferentes para sobreviver em tecidos
diferentes e/ou hospedeiros diferentes, por fatores de viruléncia diversos. O complexo L.

mexicana (L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis), por exemplo, desenvolveu
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mecanismos adicionais para subverter a resposta imune do hospedeiro. A contribuicdo de
fatores de viruléncia para o estabelecimento e manutencdo da infeccao difere entre as espécies
de Leishmania, por exemplo, o LPG é fator de viruléncia para L. major e L. donovani, mas
ndo para L. mexicana, enquanto gp63 &€ um fator de viruléncia vital para L. major, L.
mexicana/ L. amazonensis e L. donovani, portanto, a interacdo dessas espécies com a resposta
imune do hospedeiro difere significativamente. Logo, a imunobiologia das espécies de
Leishmania é consideravelmente diferente (MCMAHON-PRATT ; ALEXANDER, 2004).

A resposta imune que envolve a infeccdo por Leishmania é, assim, complexa,
uma vez que pode ser determinada pelas caracteristicas tanto do hospedeiro quanto da espécie
de Leishmania. Mais especificamente, no modelo murino, € aceito que a imunidade protetora
contra estes parasitas € mediada pela resposta do tipo Thl, enquanto o papel preciso da
resposta do tipo Th2 ainda ndo é bem caracterizado, ja que a atividade significativa de IL-4,
por exemplo, pode se tornar redundante diante da atividade compensatoria de IL-13, que
compartilha muitas das propriedades da IL-4 (McMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004) e,
além disso, ja foram descritos papéis protetores para IL-4 e IL-13 durante infeccdes com L.
major (BOGDAN et al.,1991), e L. donovani (ALEXANDER et al., 2000) mas ndao com L.
mexicana ou L. amazonensis.

A imunidade inata também parece desempenhar um papel importante no curso da
infeccdo causada por Leishmania. Os macréfagos sdo um exemplo. Servindo de célula
hospedeira para o parasita, essas células desempenham, além disso, a funcédo de célula efetora
na eliminacdo do mesmo, em geral, pela fagocitose e mecanismos microbicidas. E possivel
que, por si sO, ja determinem diferencas iniciais na susceptibilidade de camundongos a
infeccdo por Leishmania. No modelo murino, nosso grupo e outros pesquisadores mostraram,
por exemplo, que, independente da resposta de linfocitos Th, macr6fagos de camundongos
C57BL/6 produzem muito mais NO do que macrofagos de BALB/c, quando estimulados com
LPS com ou sem IFN-y in vitro (SANTOS et al., 2006; MILLS et al., 2000). Nosso grupo
mostrou ainda que, por isso, esses macrofagos possuem capacidade microbicida para L.
amazonensis muito maior do que a de macrofagos de BALB/c (SANTOS, 1997).

Além do NO, espécies reativas do oxigénio (ROS), peptideos microbicidas e
proteases constituem o arsenal antimicrobiano dos macréfagos (BEAMAN; BEAMAN, 1984;
LOCKSLEY ; KLEBANOFF, 1983). As ROS séo produzidas abruptamente durante o evento
chamado de explosdo respiratoria, que € um grande aumento no consumo de oxigénio
molecular, aumento no consumo de glicose, com geracgéo, desencadeada pela enzima NADPH
oxidase (EL-BENNA, 2005). A NADPH oxidase é uma enzima ligada a membrana celular
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que catalisa a producdo de superdxido (O,) a partir do oxigénio molecular e da coenzima
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (BABIOR, 2000). A enzima NADPH
oxidase de fagocito (Phox, phagocyte oxydase), encontrada principalmente em neutréfilos e
macrofagos, consiste de uma unidade catalitica gp91lphox e das unidades regulatérias
p22phox, p47phox, p40phox, p67phox e a RAC GTPase. A atividade enzimatica de gp91phox
é regulada pelas subunidades regulatdrias que se juntam e formam um complexo ativo.
Elétrons sdo transferidos da NADPH, que € um substrato especifico, pela enzima, ao oxigénio
molecular para gerar superoxido, com producdo secundaria de outras ROS (FIG. 2). Esta
oxidase é inicialmente inativa, mas é ativada pela unido dessas subunidades mediada pela
exposicao a microorganismos ou a mediadores inflamatdrios (LAMBETH, 2004).

Macrofagos e neutrofilos sdo a primeira linha de defesa contra patdgenos
invasores, uma vez que, além de fagocitarem, produzem agentes oxidantes reativos capazes de
mata-los, mas que também podem causar danos aos tecidos vizinhos. Essas células agem em
conjunto, por uma variedade de mecanismos onde estes dois tipos de células cooperam na
imunidade inata a patdgenos microbianos (CARMO et al., 2010).

Os neutréfilos podem proteger ou aumentar a infeccdo com L. major pela
interagdo com macrdéfagos (RIBEIRO-GOMES et al., 2004); podem tambem facilitar a
invasdo dos macrofagos pelos parasitas, agindo como “cavalos de Troia” (PETERS et al.,
2008; ZANDBERGEN et al., 2004) e ja foi mostrado, também, um papel importante na
resposta imune protetora a L. braziliensis (NOVAIS et al., 2009). Neutrofilos de
camundongos C57BL/6, assim como seus macrdfagos, produzem mais NO do que neutrofilos
de camundongos BALBJ/c, linhagens respectivamente resistentes e susceptiveis a infeccéo por
L. major, como observado por Duarte (2008).

O presente trabalho focalizou a espécie L. guyanensis, agente etioldégico da
leishmaniose cutdnea que, apesar de altamente prevalente em varias areas endémicas do
Brasil, da Coldmbia, Guiana Francesa, Guiana, Peru e Suriname (GRIMALDI et al., 1989;
ESCOBAR et al., 1992; LAINSON et al., 1994; ROMERO et al., 2002), pouco se sabe sobre
a patogénese e sobre a resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo por essa espécie. A L.
guyanensis causa uma forma cutanea da leishmaniose, na qual uma papula ou um ndédulo
pequeno contendo macréfagos com amastigotas e infiltrado inflamatério transforma-se em
uma ulcera com bordas definidas (GUTIERREZ et al., 1991; SANCHES et al., 1992;
BIDDLESTONE et al., 1994). Essa espécie de Leishmania também pode causar a forma
mucocutanea da doenga (GRIMALDI Jr et al., 1991).
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Figura 2: Espécies reativas do oxigénio (Reactive Oxygen Species - ROS). O anion superoxido é
gerado a partir de vérias fontes, que incluem as enzimas NADPH oxidases tais como a fagdcito
oxidase (Phox). Duas moléculas de superdxido podem reagir para gerar peroxido de hidrogénio
(H,0,), numa reagdo conhecida como dismutagdo, que é acelerada pela enzima superoxido dismutase
(SOD). Na presenca de ferro, o anion superéxido e H,O, reagem para gerar radicais hidroxila (OH).
Em éreas inflamadas outras ROS podem ser formadas, incluindo o acido hipocloroso (HOCI), formado
em neutrdfilos a partir de H,O, e CI" pela enzima de fag6cito, a mieloperoxidase (MPO). O cédigo de
cores indica a reatividade de moléculas individuais (verde = relativamente ndo reativo; amarelo =
reatividade limitada; laranja = reatividade moderada; vermelho = alta reatividade). (Adaptado de

LAMBETH, 2004)
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Recentemente, nosso grupo de pesquisa mostrou que camundongos BALBI/c,
linhagem extremamente susceptivel & infecgdo por L. major e por L. amazonensis, ndo
desenvolvem lesdo cutinea quando infectados com a mesma quantidade de parasitas da
espécie L. guyanensis. Foi ainda mostrado que macrofagos desses camundongos infectados
com L. guyanensis sdo capazes de eliminar as formas amastigotas in vitro. Nesse mesmo
trabalho foi verificado que a morte das amastigotas in vitro ocorre por mecanismo semelhante
a apoptose, é independente de NO e é causada pela explosdo respiratdria induzida pela
infeccdo com o parasita (SOUSA-FRANCO et al, 2006).

Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune de camundongos
BALB/c e C57BL/6 a infeccdo por L. guyanensis in vivo, particularmente o papel da explosdo
respiratoria na determinacdo da resisténcia, bem como o perfil da reposta Th. Teve-se ainda
como objetivo determinar qual das ROS é a molécula responsavel pela eliminacdo das

amastigotas de L. guyanensis in vitro por macrofagos dessas linhagens de camundongos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Parasitas

As cepas de Leishmania (Viannia) guyanensis, codigo internacional
MHOM/BR/75/M4147 e de Leishmania (Leishmania) amazonensis, codigo internacional
IFLA/BR/67/PH8, utilizadas nesta pesquisa, foram fornecidas pela Professora Dra. Maria
Norma de Melo do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB)
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), ambas na forma promastigota e cultivadas
no laboratdrio de imunologia e biologia celular de parasitas do Departamento de Bioguimica e

Imunologia do ICB da mesma instituicéo.

2.2 Criopreservacao

Adicionava-se 10% de glicerol PA estéril a cultura de promastigotas, gota a gota,
sob agitacdo constante. Ap6s 30 minutos agitando, a cultura era aliquotada em tubos de 1,8
mL (Nunclon-Delta, Nunc, Dinamarca) apropriados para criopreservacdo. As aliquotas eram
mantidas em deep-freezer (Bio Freezer, Forma Scientific, Marietta, Ohio) a -80°C por 24
horas. Em seguida, os tubos eram transferidos para botijdes de nitrogénio (N,) liquido
(Omega EM-32, MVE Cryogenics, New Prague, Minnesota, USA). Para recuperar as formas
promastigotas previamente criopreservadas, estas eram descongeladas rapidamente em banho-
maria a 37°C, inoculadas em meio de cultura Schneider acrescido de 10% de soro fetal bovino
(SFB) estéril e inativado, e mantidas a 25°C (estufa BOD-REVCO). As culturas recuperadas
sO eram utilizadas em experimentos apds dois repiques consecutivos para total recuperacéo
dos parasitas.

Durante o seu preparo, de acordo com as instrucdes do fabricante, 0 meio de
cultura Schneider’s insect medium (Sigma) era dissolvido em agua Milli-Q, tamponado com
bicarbonato de sédio (NaHCO3) (0,4g/L). O pH da solugdo era entdo ajustado para 9,0 com
hidroxido de sodio (NaOH), e depois da solucéo ter ficado turbida, o pH era ajustado para 6,9
com acido cloridrico (HCI). Uma solucdo de cloreto de célcio (0,79g de CaCl, 2H,O em
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50mL de &gua Milli-Q) era adicionada para cada litro de meio preparado, vagarosamente para
evitar precipitacdo. Apods adi¢do do antibidtico gentamicina (50mg/L), o pH da solugdo era
finalmente ajustado para 7,2. O meio de cultura era filtrado em filtros com membrana de
porosidade 0,2um, para esterilizacdo e estocados em recipientes estéreis. Imediatamente antes

do uso era sempre adicionado soro fetal bovino (SFB) estéril.

2.3 Cultivos dos parasitas

A cada 5 dias eram feitos repiques das promastigotas visando a sua manuten¢ao in
vitro em Schneider com 10% SFB em estufa a 25°C. O in6culo utilizado era de 1x10°
parasitas por mL de cultura. As formas promastigotas utilizada nos experimentos eram
mantidas por, no maximo, 15 repiques, devido a perda de viruléncia ap6s longos periodos de
cultura (NOLAN & HERMAN, 1985; NASYROVA et al. 1989).

O acompanhamento da cultura era realizado por observacdo em microscopio
invertido (Olympus IMT, Téquio, Japdo) para verificar a auséncia de contaminacgao por outros
microrganismos. A contagem dos parasitas era feita em cdmara hemocitométrica de Neubauer
(C.A. Hausser & Son, Filadélfia, PA, E.U.A.), a contagem era feita em microscépio Gptico
(Olympus), em aumento de 400x, apds uma diluicdo da cultura de 1:100 em Isoton (0,05 M
acido citrico, 0,12 M NaCl, 0,5% formaldeido p/v, pH 7,2). A média aritmética de duas
contagens era utilizada para calcular o nimero de parasitas por mililitro de cultura, pela
formula:

N° de parasitas = média de 4 quadrantes x diluicdo da amostra x 10* (fator de corre¢io).

2.4 Separacdo de formas promastigotas metaciclicas de Leishmania

Uma cultura de 60mL dos parasitas em fase estacionaria era centrifugada a 20009
por 15 minutos a 4°C. O pellet era novamente suspendido em 2mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) (NaCl 145mM, Na,HPO, 9mM, NaH,PO4.H,O 1 mM, pH 7,6)
estéril. Durante esta centrifugagdo um gradiente de Ficoll era preparado, colocando-se em um

tubo 2mL de Ficoll 20% e, vagarosamente, por cima deste, 2mL de Ficoll 10%, preparado na
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hora do uso. Os 2mL da cultura de parasitas eram colocados vagarosamente no topo do
grandiente de Ficoll e, entdo, esta preparacdo era centrifugada a 1300g por 10 minutos 4°C.
Apbs a centrifugacédo, o sobrenadante (onde se encontravam as formas metaciclicas), que fica
por cima do anel esbranquicado que é formado entre os grandientes, era coletado e
centrifugado a 2000g, por 15 mintuos a 4°C, duas vezes suspendendo novamente em 10mL de
PBS. Ao final da segunda centrifugacgéo, o pellet era suspendido novamente em 1mL de PBS
e os parasitas eram quantificados em camara de Neubauer.

O Ficoll 20% era preparado adicionando-se 20g de Ficoll PM 400 (Sigma, Sigma-
Aldrich) em 100mL de &gua Milli-Q aquecida. Esta solugdo era esterilizada por filtragdo em
filtro de 0,22 um. O Ficoll 10% era preparado adicionando-se 1mL do Ficoll 20% estéril,
800uL de agua Milli-Q estéril e 200pL de PBS 10x esteril.

2.5 Animais

Camundongos BALB/c e C57BL/6 machos com 5 a 10 semanas de idade foram
utilizados nos experimentos. Estes animais eram comprados do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do ICB-UFMG. Camundongos C57BL/6 knockout para a subunidade gp91phox da
enzima NADPH oxidase (POLLOCK, 1995), com 5 semanas de idade também foram
utilizados em alguns experimentos e estes animais foram gentilmente cedidos pela Professora
Dra. Leda Quércia Vieira. Todos os animais eram mantidos no biotério do Departamento de
Bioguimica desse mesmo Instituto.

Nos experimentos foram usados grupos de 5 camundongos por ponto ou pool de

células de 5 camundongos.

2.6 Tratamento com apocinina

Camundongos BALB/c eram tratados diariamente com 10mg/kg de apocinina
(Acetovanilona 98%, Sigma-Aldrich) (USUI et al., 2009; KIELLAND et al., 2009) dissolvida
em PBS, 0,1% de etanol. Considerou-se que cada camundongo pesa 25g. Nas duas primeiras

semanas foram tratados com 100 uL da solucdo de apocinina 5x diluida em 400 uL de PBS,
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via intraperitoneal. Apds as duas primeiras semanas, essa mesma dose foi administrada via

oral na &gua, diariamente, durante 5 semanas.

2.7 Infeccéo dos camundongos

Camundongos BALB/c e C57BL/6 eram infectados injetando-se,
subcutaneamente, na pata traseira, 40pL de uma suspensdo de 1x10° promastigotas
metaciclicas de L. guyanensis ou L. amazonensis em PBS.

2.8 Curso da infeccdo na pata dos camundongos e quantificacdo de parasitas na pata
infectada e no linfonodo

O curso da infeccdo na pata dos camundongos era acompanhado pelas medidas
semanais do tamanho da pata com auxilio de um paquimetro (Mitutoyo). A medida do
tamanho da lesdo foi representada pela diferenca do tamanho (média + EP) entre a pata
infectada e a contralateral ndo infectada. A infeccdo com L. guyanensis foi acompanhada
durante 18 semanas nas duas linhagens de camundongo. A infeccdo com L. amazonensis foi
acompanhada durante 9 semanas em BALB/c e durante 11 semanas em C57BL/6.

O numero de parasitas nas patas e nos linfonodos era estimado pelo ensaio de
diluicdo limitante descrito em Afonso & Scott (1993), com algumas modificacdes.
Resumidamente, as patas e os linfonodos popliteos dos camundongos infectados por L.
guyanensis ou L. amazonensis eram coletados em PBS gelado. Cada pata ou linfonodo era
macerado com auxilio de macerador de tecidos de vidro e ressuspendido em 6mL de
Schneider. Para remover restos de tecido, a suspensao era centrifugada a 50g por 4 minutos a
4°C, e o sobrenadante transferido para outro tubo e centrifugado a 2000g por 15 minutos a
4°C, no caso das patas. Para os linfonodos, era feita apenas uma centrifugagdo a 2000g por 15
minutos a 4°C. Os pellets eram ressuspendidos em 200puL de Schneider com 10% de SFB. Até
esta etapa tudo era mantido no gelo. As suspensdes contendo parasitas eram diluidas
seriadamente em fator de diluicdo de 4, de 1:4" até 1:4% para um volume final de 200pL de

Schneider com 10% de SFB em placa de cultura celular de 96 pogos. As ponteiras eram
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trocadas para cada diluicdo diferente e foram feitas 24 dilui¢cdes. As placas eram incubadas
por 7 dias a 25°C e analisadas em microscopio invertido (Olympus, IMT, Toquio, Japdo) para
observacdo do crescimento dos parasitas. Os resultados foram representados como o

logaritmo negativo do titulo da maior diluicdo na qual os parasitas ainda eram encontrados.

2.9 Obtencdo de macrofagos peritoniais

Os camundongos eram injetados intraperitonialmente com 2mL de meio
tioglicolato 3% (GORDON et al., 1974). Apbs 3 a 4 dias, os animais eram sacrificados e 5
mL de PBS estéril gelado eram injetados na cavidade peritoneal desses animais. O abdomen
dos animais era, entdo, massageado, e o PBS contendo macrofagos era retirado com auxilio de
seringa e agulha (21G1) e mantido no gelo. As células eram entdo centrifugadas a 600 g por
10 minutos, suspendidas novamente e lavadas com PBS gelado, centrifugando-as novamente
a 600g por 10 minutos, depois eram suspendidas novamente em meio RPMI com 10% de
SFB. Em seguida, as células eram contadas em camera de Neubauer para serem plaqueadas
em placas de cultura celular. As células eram, entdo, incubadas por 2 horas em estufa (Forma
Scientific) a 37°C com 5% de CO, para adesdo dos macrdfagos. Apos esse tempo, as células
eram lavadas cuidadosamente 2 vezes com RPMI em temperatura ambiente, para retirar
celulas ndo aderidas. Adicionava-se novo RPMI com 10% de SFB e as células eram
novamente incubadas a 37°C até o dia seguinte, quando eram usadas. Para o ensaio de
guimioluminescéncia, os macrofagos eram utilizados logo depois de serem extraidos e
contados, sem passarem pelas incubacdes para aderéncia.

O meio de cultura RPMI 1640 era dissolvido em agua Milli-Q, tamponado com
20/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3) e 5,96 g/L de HEPES ([N-(2-hidroxietil)piperazina-
N'-(&cido 2-etanosulfénico)]). Apds adicdo de 50mg/L do antibidtico gentamicina, o pH era
acertado para 7,2. O meio era esterilizado em filtros de poros 0,2um e estocado em recipientes

estéreis. O SFB estéril sempre era adicionado imediatamente antes do uso.
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2.10 Infeccdo dos macrdfagos

Os macrofagos aderidos em placas de cultura eram infectados por promastigotas
de fase estacionéria de L. guyanensis ou L. amazonensis. Os parasitas da cultura eram
contados em camara hemocitométrica de Neubauer, como descrito acima, para o célculo da
quantidade necesséria de parasitas que seria usado em cada experimento. Os macrofagos eram
incubados com os parasitas em RPMI com 10% SFB, em estufa (Forma Scientific) a 34°C na
presenca de 5% de CO,, durante 4 horas, para permitir a infeccdo dos macrdfagos. Apds esse
periodo, as células eram lavadas duas vezes com RPMI em temperatura ambiente para
remover 0 excesso de parasitas que ndo foram internalizados; este momento era considerado o
“tempo zero” de infec¢do. Os macréfagos eram, entdo, reincubados por tempos variados em

RPMI com 10% SFB a 34°C em 5% de CO,, até o final dos experimentos.

2.11 Quantificacdo de NO

O NO em meio aquoso é oxidado a nitrito (NO;"), que era quantificado pela
reacdo colorimétrica de Griess. Combinava-se, em placas de 96 po¢os, 100uL da amostra com
100uL do reagente de Griess, mistura feita na hora do uso na proporcao de 1:1 de 1% de
sulfanilamida em 2,5% de H3PO, e 0,1% de diaminadihidrocloridonaftaleno (NEED) em
2,5% de H3PO,4 (HIBBS et al., 1988). Apds 10 minutos, as absorbancias a 540 nm, das
diferentes amostras, eram comparadas com os valores da curva padréo, obtida pela dosagem
de nitrito de sodio diluido em RPMI, em concentracBes que variavam de 2 a 200puM. As
absorbancias eram quantificadas em espectrofotdometro (SpectraMAX 340, Molecular

Devices, Sunnyvale, California).
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2.12 Avaliacdo da taxa de infeccdo e multiplicacéo de parasitas no interior dos
macrdéfagos

Macréfagos peritoneais (1x10° células por laminula) de camundongos BALB/c ou
C57BL/6 eram cultivados em placas de cultura celular de 24 pocgos (TPP) em 1mL de RPMI
com 10% de SFB sobre laminula de vidro redonda de 13 mm. Apos 24h, 48h, 72h ou 96h de
infeccdo com 10 promastigotas de fase estacionaria de L. guyanensis ou L. amazonensis por
macrofago, as laminulas eram coradas pela técnica May-Grinwald/Giemsa e seladas sobre
lamina de vidro com Entellan (Merck).

A técnica de coloracdo May-Griinwald/Giemsa consiste na coloracdo do conjunto
célula-parasita (GIAIMIS et al., 1992), na qual, primeiramente, as células sdo fixadas em
metanol PA por 5 minutos, em seguida adiciona-se o corante May-Grlwald por 1 a 3 minutos.
Logo ap0s este intervalo, adiciona-se o volume total dos po¢os em agua Milli-Q (pH 7,0) sem
retirar o corante, a solucéo € retirada imediatamente. O corante Giemsa, preparado na hora do
uso pela adicdo de duas gotas do corante por mililitro de &gua Milli-Q (pH 7,0), é adicionado
por 6 a 10 minutos. As laminulas sdo retiradas do fundo da placa e lavadas em agua corrente.
Depois de secas, sao seladas.

A atividade leishmanicida dos macréfagos infectados era avaliada pela contagem
do numero de macrofagos infectados e do numero de parasitas intracelulares ap6s tempos
variados de infeccdo. O ndmero de macréfagos infectados e o nimero de parasitas
intracelulares eram obtidos pela contagem em microscopio dptico de 500 macrofagos. A taxa
de infeccdo era estimada pela porcentagem de macrofagos infectados, assim como pelo
namero de parasitas por 500 macrofagos, em duplicata (BARRAL-NETTO et al., 1996). Os
resultados foram representados como média de duplicatas + desvio padrdo da porcentagem de
macrofagos infectados ou do numero de parasitas por 500 macrofagos.

Em alguns experimentos, macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c
(5x10* macréfagos/pogo em 200uL de RPMI com 10% de SFB) eram cultivados em camaras
plasticas de oito pocos sobre laminas de vidro para microscopio (BD Falcon, BD
Biosciences). Uma hora antes da infec¢do e durante todo o periodo posterior do experimento,
as culturas de macrdfagos eram incubadas ou ndo com 20U em 10uL da enzima superoxido
dismutase (SOD) (Sigma-Aldrich) ou 100U em 10ul da enzima Catalase (Beckman et al.,

1988), ambas, enzimas antioxidantes que tém sua acdo sobre o anion superoxido (O,”) e o
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peroxido de hidrogénio (H,0,), respectivamente. A atividade leishmanicida era comparada

entre as culturas infectadas, incubadas ou ndo, com as enzimas.

2.13 Ensaio de Quimioluminescéncia

Macrofagos peritoneais (1x10° em 50uL de RPMI sem indicador de pH) de

camundongos BALB/c ou C57BL/6 eram incubados com 2x10™*M de Luminol (5-amino-2, 3-
dihydro-1, 4-phthalazinedione), na presenca de promastigotas de fase estacionaria de L.
guyanensis (10 parasitas/célula em 50uL de RPMI sem indicador de pH) ou de L.
amazonensis (10 parasitas/célula 50uL de RPMI sem indicador de pH) ou de 50uL de
Zymosan, em placa de 96 pocos apropriada para a quantificacdo da emissdo de luz (NUNC),
sempre na seguinte ordem: células, Luminol, parasitas e por Gltimo 0 Zymosan. A emissao de
luz era quantificada em luminémetro Packard Luminocount, imediatamente apos as células e
estimulos serem colocados na placa. As leituras eram feitas em intervalos de 1 minuto durante

1 hora e meia.

2.14 Obtencéo de antigeno de L. guyanensis

Culturas de promastigotas de fase estacionaria de L. guyanensis (480 mL) eram
centrifugadas a 20009 por 10 minutos e ressuspendidas em 10 mL de PBS e submetidas a sete
ciclos de congelamento-descongelamento em N, liquido e banho-maria 37°C para
rompimento dos parasitas. O extrato total dos parasitas era, entdo, submetido a quantificacdo
de proteina pelo reagente de Folin. O extrato total quantificado era, finalmente, distribuido em

aliquotas de 1mg/mL de proteina e estocado a -80°C.
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2.15 Cultura de células do linfonodo

Os linfonodos popliteos esquerdos e direitos dos camundongos BALB/c e
C57BL/6 infectados nas duas patas traseiras por L. guyanensis eram coletados em RPMI
gelado. Os linfonodos de cada camundongo eram macerados com auxilio de macerador de
tecidos de vidro e ressuspendidos em 3mL de RPMI. Depois de macerados, os linfonodos
eram centrifugados a 300g por 10 minutos a 4°C. Os pellets eram ressuspendidos em 1mL de
RPMI com 10% de SFB. Até esta etapa tudo era mantido no gelo. A quantidade de células
dos linfonodos de cada camundongo era quantificada em camara de Neubauer, dilui¢do 1:100.
As células eram plagueadas em placas de 24 pocos na quantidade de 1x10° células/pogo em
1mL de RPMI com 10% SFB, eram estimuladas ou ndo com 50ug/mL de antigeno de L.
guyanensis e, entdo, encubadas a 37°C em estufa a 5% de CO,. Os sobrenadantes das culturas
eram coletados ap6s 72 horas e mantidos a -20°C.

2.16 ELISA

Os sobrenadantes das culturas de células do linfonodo eram utilizados nesse
ensaio para a deteccdo da producdo de IFN-y ou IL-4.

Para a deteccdo do IFN-y, as placas de ELISA (Nalgene NUNC, Rochester, NY,
EUA) eram sensibilizadas com 100 pL a 2 ug/mL do anticorpo de captura anti-IFNy murino
(R4-6A2) (gentilmente cedido pelo Prof. Luis Carlos Crocco Afonso, NUPEB, UFOP) e
incubadas por 18 horas a 4°C. No dia seguinte, as placas eram transferidas para estufa seca a
37°C por uma hora. Em seguida, era feito o bloqueio da placa com PBS 5% de SFB por 1h.
Passado esse tempo, as placas eram lavadas cinco vezes com uma solugéo de Tween a 0,05%
em PBS e as amostras eram distribuidas na placa. O padréo era colocado a uma concentracdo
de 1 ng/mL em duplicata e diluido (1:2) nos pogos subsequentes para montagem da curva
padrdo. Entdo, as placas eram incubadas por 2h a 25°C. As placas eram lavadas novamente
por cinco vezes e adicionavam-se anticorpos policlonais anti-IFN-y feitos em coelho
(gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Luis Carlos Crocco Afonso). Incubava-se por 1h a 25°C.

Depois de lavadas cinco vezes com Tween 0,05% em PBS/, era adicionado o anticorpo anti-



32

IgG de coelho conjugado com peroxidase, seguido de incubagdo por 1h a 25°C. Apds novo
ciclo de lavagem, agora por 10 vezes, adicionava-se a solugdo substrato de ABTS (&cido 2,2"-
azino-bis-3-etil-benz-tiazolino sulfénico) (Sigma Aldrich) 0,05% em tampao citrato-fosfato
(0,AM, pH=4,0) acrescido de H,0O, a 0,005%. Apo6s acompanhar o aparecimento de cor, a
reacdo era parada com a utilizacdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) (Sigma-Aldrich) a 1%.
As placas eram lidas em um comprimento de onda de 405nm com um leitor de microplacas
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

Para a dosagem de IL-4 eram utilizados dois anticorpos monoclonais (11B11 para
a captura e BVD-6 biotinilado para a revelacéo, gentilmente cedidos pelo Prof. Luis Carlos
Crocco Afonso); estreptoavidina-peroxidase (Zymed Laboratories, Sdo Francisco, CA, EUA)
e 0 ABTS para a revelacdo. O procedimento da ELISA foi 0 mesmo descrito para a dosagem
de IFN-y.

2.17 Reprodutibilidade, apresentacdo dos resultados e andlise estatistica

Todos os experimentos deste trabalho foram repetidos no minimo 3 vezes e foram
reprodutiveis. Em alguns experimentos foi aplicado o teste t de Student pareado, com nivel de

significancia 0,05, para analise estatistica.
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3 RESULTADOS

3.1 L. guyanensis ndo causa lesdo em camundongos BALB/c e C57BL/6

Para verificar o papel da explosdo respiratoria no controle da infeccdo de
camundongos BALB/c com L. guyanensis, inicialmente, verificou-se o desenvolvimento da
infeccdo nessa linhagem de camundongo, como j& havia sido feito anteriormente (SOUSA-
FRANCO et al., 2005). Acompanhou-se também a infeccdo de camundongos BALB/c com a
espécie L. amazonensis apenas como comparacdo. Foi feita ainda a infeccdo de camundongos
C57BL/6 com as duas espécies do parasito, uma vez que, posteriormente, utilizariam-se
camundongos knockout para a subunidade gp91phox da NADPH oxidase (phox (phagocyte
oxydase) KO), cujo background genético € a linhagem C57BL/6. Além disso, nada é
conhecido sobre a infeccdo dessa linhagem de camundongo com a espécie L. guyanensis.

Para verificar o desenvolvimento da infeccdo, camundongos das linhagens
BALB/c e C57BL/6 foram infectados com formas metaciclicas de Leishmania guyanensis e
L. amazonensis. Como pode ser observado na Figura 3, em ambas as linhagens de
camundongos infectadas com L. guyanensis, ndo foi observada lesdo na pata infectada, nem
sequer um aumento das mesmas, pelo menos durante as 18 semanas de infeccdo com essa
espécie de parasita. Ao contréario, a infeccdo de camundongos das mesmas linhagens com o
mesmo nimero de formas metaciclicas de Leishmania amazonensis causou nos camundongos
BALB/c um aumento continuo do tamanho da pata infectada, atingindo valores proximos a
7,5 mm, com posterior lesdo ulcerativa nas patas e nos camundongos C57BL/6 somente o
aumento da pata com regressdo do tamanho até pelo menos a 10* semana, nunca
ultrapassando 2,0 mm. Por se apresentar mais severa, a infecgdo nos camundongos BALB/c
com L. amazonensis, foi acompanhada durante 9 semanas, quando os animais foram entéo
sacrificados. Esses ndo sdo capazes de curar a lesdo causada por essa infec¢do, enquanto os
camundongos C57BL/6 parecem controlar a lesdo. Nesses Gltimos, parece haver um pico do
desenvolvimento da lesdo na 62 semana de infec¢do, mas a partir desse ponto, o quadro se

inverte e a lesdo regride como observado ate a 10? semana de infeccéo (FIG. 3).
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Figura 3: Progressdo da lesdo em camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com L.
guyanensis ou L. amazonensis. Grupos de 5 camundongos BALB/c (A) ou C57BL/6 (B) foram
infectados na pata esquerda traseira com 1x10° formas metaciclicas de L. guyanensis ou L.
amazonensis. A progressdo da lesdo foi monitorada durante 18 semanas (L. guyanensis), 9 semanas
(BALB/c com L. amazonensis) ou 10 semanas (C57BL/6 com L.amazonensis) de infeccdo pela
medida da espessura da pata infectada. O tamanho da leséo foi representado como a diferenca entre a
espessura da pata infectada e a espessura da ndo infectada (média + EP) de um de pelo menos trés
experimentos realizados.

EP: erro padréo.



35

3.2 A replicacdo de L. guyanensis € suprimida no sitio de infeccéo e no linfonodo

drenante

Para verificar se a auséncia de lesdo e/ou do aumento do tamanho da pata
correlacionava-se com a quantidade de parasitas no animal, foi feita a quantificagdo de
parasitas nas patas infectadas e nos linfonodos drenantes do local da infeccdo. Como pode ser
visto na Figura 4, o nUmero de parasitas correlacionou-se com o desenvolvimento das lesdes
e/ou 0 aumento do tamanho das patas. Na infeccdo de camundongos BALB/c com L.
guyanensis, a carga parasitaria diminuiu consideravelmente ja na 22 semana (de 10° para 10°
parasitas) chegando a nimeros despreziveis na 112 semana, mas voltando a aumentar para
cerca de 10° parasitas na 18% semana na pata (FIG. 4A). Nos linfonodos, a carga parasitaria
também foi baixa, nunca ultrapassando cem parasitas (FIG 4B). Nos camundongos C57BL/6,
a carga parasitaria encontrada foi sempre bem menor do que em BALB/c, tanto na pata
guanto no linfonodo, e os parasitas pareceram ser totalmente eliminados até a 18* semana
(FIG. 4C e D).

Na infeccdo com L. amazonensis, a carga parasitaria encontrada foi, como
esperado, bem maior do que na infeccdo com L. guyanensis. Percebe-se que ja na 22 semana a
quantidade de parasitas € maior (de cerca de 10 a até mais de 100 vezes) do que na infeccao
por L. guyanensis em ambos 0s hospedeiros, indicando que a espécie L. guyanensis é
eliminada com maior eficiéncia jA nesse ponto. Na 6% semana, podemos observar que a
espécie L. amazonensis foi capaz de replicar tanto no local da infecgdo como nos linfonodos
para 0os camundongos BALB/c (FIG. 4A e B) e apenas no local da infeccéo para os C57BL/6
(FIG. 4C e D). Ambas as linhagens de camundongos testadas ndo foram, entdo, capazes de
eliminar os parasitas tanto na pata infectada, quanto no linfonodo drenante do local da
infeccdo, quando infectadas com L. amazonensis. Em BALB/c a quantidade de parasitas
parece aumentar correlacionando-se com o agravamento da lesdo e da doenca (que
eventualmente levaria ao ébito). Ja em C57BL/6, a carga parasitaria se mantém bem mais
baixa (nunca ultrapassando 100 parasitas no linfonodo), também acompanhando o curso da

leséo na pata sem eliminar os parasitas.
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Figura 4: Quantificacdo de parasitas nas patas e nos linfonodos popliteos de camundongos
BALB/c e C57BL/6 infectados com L. guyanensis ou L. amazonensis. Grupos de 20 camundongos
BALB/c (A e B) ou C57BL/6 (C e D) foram infectados na pata esquerda traseira com 1x10° formas
metaciclicas de L. guyanensis ou L. amazonensis. Para cada ponto analisado, foram utilizadas as patas
infectadas e os linfonodos drenantes de 5 camundongos no ensaio de diluigdo limitante. As barras
verticais representam o nimero médio de parasitas + DP por pata ou linfonodo (representados como o
logaritmo negativo do titulo de parasitas).

DP = desvio padrdo. X = zero; ND = nao foi feito.
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3.3 Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 sdo capazes de eliminar

amastigotas de L. guyanensis, mas ndo de L. amazonensis, in vitro

Como macrofagos sdo as ceélulas hospedeiras para Leishmania, macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 foram infectados com L. guyanensis ou L.
amazonensis, para investigar a progressdo da infeccao in vitro. Durante o periodo de quatro
dias, a atividade leishmanicida dessas células foi avaliada quantificando-se o numero de
macrdfagos infectados nos intervalos mostrados. Em 24 horas os macrdfagos dos
camundongos BALB/c apresentaram cerca de 30% de células infectadas apds o contato com
L. guyanensis 0 que permaneceu até 48h. A partir de 72h e até 96h, cerca de 10% das células,
apenas, estavam infectadas. Os macrofagos desses mesmos animais ndo foram capazes de
eliminar as amastigotas de L. amazonensis, mantendo-se entre 50% e 80% de células
infectadas durante as 96 horas de infeccdo (FIG. 5A).

Os macrdfagos dos camundongos C57BL/6 também eliminaram as amastigotas de
L. guyanensis. Nas primeiras 48h, a infeccdo permaneceu entre 50% e 60%, chegando a cerca
de 20% apos 72h. As amastigotas de L. amazonensis ndo foram eliminadas pelos macrdfagos
desses mesmos camundongos e o numero de macréfagos infectados permaneceu entre 70% e
85% durantes as 96h (FIG.5B). As infec¢fes dos macr6fagos de C57BL/6 apresentaram
infeccdo inicial um pouco maior do que os macréfagos de BALB/c, sugerindo que ou a
infeccdo € mais eficiente em C57BL/6 ou a eliminacdo das amastigotas intracelulares é mais

eficiente nos macrofagos de camundongos BALB/c.
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Figura 5: Atividade leishmanicida de macro6fagos peritoneais de camundongos BALB/c ou
C57BL/6 infectados com L. guyanensis ou L. amazonensis. Macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c (A) ou C57BL/6 (B) foram infectados com promastigotas de L. guyanensis ou
L. amazonensis, na proporcdo de 10 parasitas/célula. Apds os tempos indicados, a porcentagem de
macrofagos infectados foram determinados. As barras verticais representam a média de duplicatas +
DP da porcentagem de macrofagos infectados de um experimento representativo de pelo menos 3
realizados.
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3.4 Promastigotas de L. guyanensis ndo induzem a explosao respiratéria em macréfagos
de BALB/c, mas ndo de C57BL/6

Nosso grupo de pesquisa ja havia demonstrado que L. guyanensis, mas nao L.
amazonensis, induz a explosdo respiratéria nos macréfagos de BALB/c e, que esta é a
responsavel pela eliminacdo das amastigotas in vitro (SOUSA-FRANCO et al., 2006). Em
camundongos C57BL/6, isto ndo havia sido feito. Para verificar se L. guyanensis era capaz de
induzir a exploséo respiratéria em macréfagos de camundongos C57BL/6, como acontece
para macréfagos de camundongos BALB/c, macr6fagos peritoneais desses camundongos
foram incubados com formas metaciclicas de L. guyanensis e a medida da explosdo
respiratoria foi feita. Conforme mostra a Figura 6, verificou-se gque, enquanto os macréfagos
de BALB/c expostos a L. guyanenensis iniciam a explosdo respiratoria em cerca de 5 minutos
apenas, as células de C57BL/6 o fazem de forma muito discreta e levam 20 minutos para
iniciar. Se comparar os niveis de ROS produzido pelas células das duas linhagens de
camundongos, é irriséria a producdo em C57BL/6, chegando a niveis cerca de 6 vezes
menores, além de ser menos duradoura. O contato com L. amazonensis nao ativa a exploséo
respiratria em nenhuma das linhagens de camundongos. A explosdo respiratoria induzida por

zymosan também foi maior nas células de BALB/c do que nas de C57BL/6.
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Figura 6: Producdo de ROS por macréfagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 na presenca
de promastigotas de L. guyanensis ou L. amzonensis. Macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c (A) ou C57BL/6 (B) foram incubados com promastigotas de L. guyanensis ou de L.
amazonensis (10 parasitas/célula). A producdo de ROS foi quantificada como descrito em Materiais e
Métodos. Este resultado é representativo de pelos menos 3 experimentos.
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3.5 Producéo de NO pelos macréofagos C57BL/6

Nosso grupo também ja havia determinado que a eliminacdo de L. guyanensis por
macrofagos de BALB/c in vitro é independente da producgdo de NO (SOUSA-FRANCO et al.,
2006). Para verificar se macrofagos de camundongos C57BL/6 eram capazes de produzir NO
guando infectados com L. guyanensis ou L. amazonensis, quantificou-se o NO no
sobrenadante da cultura de macrofagos infectados durante 4 dias. Os macrofagos de
camundongos C57BL/6, da mesma forma que de camundongos BALB/c, ndo produziram
niveis detectdveis de NO quando infectados com qualquer uma das duas espécies de
Leishmania (FIG. 7). Os macrdfagos estavam aptos a sintetizar NO, uma vez que a
estimulacdo com LPS induziu a sua producdo em ambas as linhagens, com produ¢do maior
pelas células de C57BL/6 comparadas com BALB/c, como ja havia sido demonstrado por
nosso grupo (SANTOS et al., 2006).
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Figura 7: Produgdo de NO por macréfagos de camundongos BALB//c e C57/BL6 infectados com
L. guyanensis ou L. amazonensis. Macr6fagos peritoneais de camundongos BALB/c (A) e C57BL/6
(B) foram infectados com L. guyanensis ou L. amazonensis (10 parasitas/ célula) e apds 24, 48, 72 e
96 horas de infec¢do, o NO foi quantificado no sobrenadante das culturas, como descrito em Materiais
e Métodos. Macrofagos ativados com LPS (1 mg/mL) foram usados como controle positivo e
macrofagos ndo ativados e ndo infectados foram usados como controle negativo. A barras verticais
representam a média + DP da quantidade de nitrito produzida (uM) de um experimento representativo
de 3.
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3.6 L. guyanensis nédo causa lesdo em camundongos C57BL/6 PHOX KO

Para verificar o papel de espécies reativas do oxigénio (ROS) na eliminacdo dos
parasitas in vivo, camundongos C57BL/6 knockout para a proteina gp91phox, sitio catalitico
da enzima NADPH oxidase, foram infectados com um milhdo de formas metaciclicas de L.
guyanensis nas patas e o curso da infeccdo foi acompanhado semanalmente, comparado com
camundongos C57BL/6 tipo selvagens (WT). As patas infectadas ndo apresentaram lesdo nem
inchaco, quando comparandas com a pata ndo infectada e o curso da infeccdo néo diferiu da
dos C57BL/6 WT, submetidos & mesma infec¢do, como visto até a oitava semana (FIG 8).
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Figura 8: Progresséo da lesdo em camundongos C57BL/6 Phox KO infectados com L.
guyanensis. Grupos de 5 camundongos C57BL/6 Phox KO ou tipo selvagem (WT) foram infectados
na pata esquerda traseira com 1x10° formas metaciclicas de L. guyanensis. A progresséo da lesdo foi
monitorada durante 8 semanas de infec¢do pela medida da espessura da pata infectada. O tamanho da
lesdo foi representado como a diferenca entre a espessura da pata infectada e a espessura da nédo
infectada (média £ EP) de um de pelo menos 3 experimentos realizados.
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3.7 Camundongos BALB/c tratados com apocinina, inibidor especifico da NADPH
oxidase, parecem tornar-se susceptiveis a infecdo por L. guyanensis

No experimento anterior, verificamos que a auséncia da atividade da enzima
NADPH oxidase ndo afeta a resisténcia de camundongos C57BL/6, sugerindo que a exploséo
respiratoria ndo € um mecanismo importante na eliminacéo dos parasitas por esta linhagem de
camundongos. Assim, para verificar a importancia da explosao respiratéria em camundongos
BALBI/c, cujos macrdfagos eliminam amastigotas de L. guyanensis pela exploséo respiratéria
induzida pela infecgdo in vitro, administramos apocinina, um inibidor especifico da NADPH
oxidase, em camundongos BALB/c, antes e durante todo o periodo de infecdo por L.
guyanensis. Verificamos que, ja no dia seguinte a primeira administracdo de apocinina, 0s
macréfagos dos camundongos BALB/c ndo foram capazes de fazer a explosdo respiratria
quando estimulados com zymosan, um forte indutor dessa reacéo (FIG. 9). A medida da pata
foi feita por 5 semanas, até 0 momento. A Figura 10 mostra claramente que, até 5 semanas, as
patas dos camundongos tratados com apocinina tiveram a medida da pata aumentada quando
comparada com camundongos ndo tratados. Esses resultados preliminares sugerem, até o
momento, que a explosdo respiratdria € importante para a resisténcia de camundongos

BALB/c a L. guyanensis.
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Figura 9: Efeito da Apocinina na explosao respiratoria de macr6fagos de camundongos BALB/c.
Camundongos BALB/c foram tratados com 10mg/Kg de Apocinina, via intraperitoneal. 24 horas
depois, 0s macrofagos peritoneais desses camundongos foram utilizados no ensaio de
quimioluminescéncia para deteccdo da producdo de ROS. Camundongos tratados com PBS foram
usados com controle.
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Figura 10: Progressao da lesdo em camundongos BALB/c tratados com apocinina. Camundongos
BALB/c foram tratados com 10mg/Kg de Apocinina, diariamente, durante 2 semanas, via i.p. Ap6s 0
terceiro dia de tratamento foram infectados com 1x10" formas metaciclicas de L. guyanensis na pata
direita. Apds as duas semanas de tratamento i.p. 0s animais continuaram a receber Apocinina
(10mg/Kg) diariamente, via oral, na agua, durante todo o periodo do experimento. A progressdo da
lesdo foi monitorada pela medida da espessura da pata infectada. O tamanho da lesdo foi representado
como a diferenca entre a espessura da pata infectada e a espessura da ndo infectada (média + EP).
Camundongos tratados com PBS foram usados como controle.
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3.8 Papel do anion superdxido e do peroxido de hidrogénio na eliminacdo de amastigotas
de L. guyanensis por macréfagos de camundongos BALBI/c.

Uma vez que a explosdo respiratoria, que elimina amastigotas de L. guyanensis in
vitro, parece ser importante para a eliminacdo do parasitas in vivo, investigamos qual dos
produtos da explosao respiratdria seria o responsavel pela eliminacdo do parasita. Para isto,
incubamos a cultura de macréfagos com a enzima superdéxido dismutase (SOD), que elimina o
anion superoxido convertendo em peroxido de hidrogénio ou a enzima catalase que elimina o
peroxido de hidrogénio. Esses macrofagos foram entdo infectados com L. guyanensis e a
atividade leishmanicida destas células foi avaliada diariamente durante 4 dias(FIG.11) O
tratamento dos macréfagos de BALB/c com SOD parece ter causado um ligeiro aumento no
namero de células infectadas até 48 h de infeccdo, quando a diferenca foi estatisticamente
significativa (FIG. 11A). No entanto, o nimero de macrofagos infectados diminuiu de forma
semelhante aos ndo tratados ap6s esse tempo. Da mesma forma, macrofagos incubados com
SOD apresentaram um atraso de 1 dia na eliminacdo dos parasitas em relacdo aos nao
tratados (FIG. 11B). Os macrdfagos tratados com catalase apresentaram essa mesma
tendéncia, tanto para quantidade de macréfagos infectados quanto para eliminacdo de
parasitas intracelulares (FIG. 12A e B), porém essa tendéncia foi melhor observada a partir de
48 horas de infec¢do até as 96 horas.

Estes resultados demonstram que tanto o O, e 0 H,O, podem ser importantes
para a eliminacdo das formas amastigotas de L. guyanensis pelos macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, visto que a eliminacdo destes radicais livres da cultura atrasa a
eliminacdo dos parasitas.
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Figura 11: Papel do anion superéxido na eliminacdo de amastigotas de L. guyanensis por
macrogafos peritoneais de camundongos BALB/c. Macr6fagos peritoneais de camundongos
BALB/c foram incubados com SOD (20U) durante 1 hora. Apds esse periodo, os macrofagos foram
infectados com L. guyanensis (10 parasitas/célula) na presenca de SOD (20U). Os macrdfagos
permaneceram incubados com a enzima durante todo o tempo. Apds 0, 24, 48, 72 e 96 horas, a
porcentagem de macrofagos infectados e o nimero médio de parasitas no interior dos macréfagos
foram determinados. As barras verticais representam a media de duplicatas + DP da porcentagem de
macrofagos infectados (A) e a média de duplicatas + DP do nimero de parasitas no interior de 200
macrofagos (B) de um experimento representativo de pelo menos 3. (*) = diferenca estatisticamente
significativa. O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo no teste t pareado.
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Figura 12: Papel do perdxido de hidrogénio na eliminacdo de amastigotas de L. guyanensis por
macro6fagos peritoneais de camundongos BALB/c. Macré6fagos peritoneais de camundongos
BALB/c foram incubados com catalase (100U) durante 1 hora. Apds esse periodo os macréfagos
foram infectados com L. guyanensis (10 parasitas/célula) na presenca de catalase (100U). Os
macréfagos permaneceram incubados com a enzima durante todo o tempo. Apds 0, 24, 48, 72 e 96
horas a porcentagem de macrofagos infectados e o nimero medio de parasitas no interior dos
macrofagos foram determinados. As barras verticais representam a média de duplicatas + DP da
porcentagem de macrdfagos infectados (A) e a média de duplicatas = DP do nimero de parasitas no
interior de 200 macréfagos (B) de um experimento representativo de pelo menos 3.
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3.9 Producéo de IFN-y e IL-4 pelas células de linfonodo popliteo frente a infec¢do com L.

guyanensis

Para identificarmos qual o tipo de resposta de linfocitos T auxiliares estava sendo
montada frente & infeccdo e se havia polarizacdo da resposta para Thl ou Th2, os linfonodos
popliteos de camundongos BALB/c e C57BL/6 infectados com formas metaciclicas de L.
guyanensis, foram coletados na 62 e na 10? semana pos-infeccéo e as células foram cultivadas
na presenca de extrato total de L. guyanensis como estimulo antigénico para a producéo de
citocinas. Apo0s 72 horas de cultura, os sobrenadantes foram coletados e analisados pelo
ensaio de ELISA para dosagem de INF-y e IL-4, citocinas caracteristicamente produzidas por
células Th1l ou Th2, respectivamente.

Em um resultado preliminar, detectamos a producéo de IFN-y pelas células dos
linfonodos tanto dos camundongos BALB/c quanto dos C57BL/6. As células de
camundongos BALB/c produziram mais IFN-y do que a células de C57BL/6 na 62 semana e
ambas decresceram na 102 semana (FIG. 13). Ndo foi detectada producdo de IL-4 pelas
células de nenhuma das duas linhagens de camundongo testadas, na sexta ou décima semana

de infecgdo (resultados ndo mostrados).
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Figura 13: Producéo de IFN-y pelas células de linfonodo de camundongos BALB/c e C57BL/6
infectados com L. guyanensis. Os linfonodos popliteos de camundongos BALB/c e C57BL/6
infectados nas patas traseiras com 1x10° formas metaciclicas de L. guyanensis foram coletados apos 6
(A) ou 10 (B) semanas de infeccdo. Os linfonodos foram macerados e ap6s 72 horas, o sobrenadante
da cultura de células dos linfonodos foi analisado através do ensaio de ELISA para deteccdo da
producéo de IFN-y. As barras verticais representam a média de cinco a quatro camundongos + DP da
quantidade de citocina produzida.
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4 DISCUSSAO

As espécies causadoras da LC prevalentes no Brasil sdo a Leishmania braziliensis
e a Leishmania guyanensis. As doencas causadas por estas duas espécies diferem entre si
quanto a apresentacao clinica. A infeccdo causada por L. braziliensis é caracterizada pelo
espectro de doencas que vai desde a forma onde h&a uma ulcera¢do cutdnea Unica a forma
disseminada menos frequente da doenca, e até o envolvimento mucoso potencialmente letal
das vias aéreas superiores. A L. guyanensis causa predominantemente lesbes ulceradas
cutaneas unicas ou multiplas. As lesbes podem ser mais numerosas e 0 envolvimento linfatico
¢ comumente observado, sendo que as lesdes mdltiplas sdo consequéncias de picadas
simultaneas de varios fleb6tomos infectados ou de metéstases linfaticas secundarias. E muito
raro 0 comprometimento mucoso por esta espécie e ndo foram descritos casos de LCD. A
pesar da importancia epidemiolégica de L. guyanensis, poucos estudos tém sido feitos para
entender a patogéneses associada a esta espécie de Leishmania. (ROMERO et al., 2001,
WHO, 1990)

Anteriormente, nosso grupo havia mostrado que camundongos BALB/c, que sao
extremamente susceptiveis a L. major e L. amazonensis, desenvolvendo lesGes que aumentam
de tamanho sem se curar e levando & morte dos animais, ndo desenvolvem lesdes e nem
morrem quando infectados com o mesmo numero de promastigotas de L. guyanensis
(SOUSA-FRANCO et al., 2006). A manifestacdo da doenca causada nessa linhagem de
camundongos por L. major e L. amazonensis, € atribuida a uma forte resposta de linfocitos
Th2 (HEINZEL et al.,, 1989) ou a uma resposta mista Th1/Th2 (JI et al., 2002),
respectivamente. No entanto ndo se conhece o tipo de resposta imune que camundongos
BALB/c produzem frente a infeccdo com L. guyanensis que causa esse comportamento tdo
diverso e intrigante. Sousa-Franco et al. (2006) haviam mostrado ainda que macréfagos de
camundongos BALB/c sdo capazes de eliminar as forma amastigotas de L. guyanensis in
vitro. Mostraram também que a eliminacdo das amastigotas é devido a explosao respiratoria
causada pela infeccdo in vitro, € independente da producdo de NO, e que as amastigotas
morriam por um processo semelhante a apoptose. Diante disso, resolvemos investigar o papel
da explosdo respiratoria in vivo, bem como a resposta de linfécitos Th em camundongos
infectados com L. guyanensis. Nossa primeira abordagem foi utilizar camundongos

deficientes da enzima NADPH oxidase (knockout para a subunidade gp91phox - Phox -/-).
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Como os camundongos Phox-/- disponiveis tinham o background genético de C57BL/6, foi
necessario definir o curso da infecgdo em camundongos C57BL/6 do tipo selvagem (WT).
Nesta dissertacdo mostramos, entdo, que a cepa M4147 de L. guyanensis nédo
causa uma doenca fatal em camundongos BALB/c, como ja demonstrado pelo nosso grupo, e
tampouco em camundongos e C57BL/6, ndo provocando lesbes externas significativas em
ambas as linhagens (FIG.3). Estes camundongos foram acompanhados até 21 semanas de
infeccdo, sem apresentar lesdo, sendo que BALB/c, por vezes, apresentam um pequeno
inchaco na pata infectada (SOUSA-FRANCO et al., 2006), como confirmado neste trabalho,
até a 182 semana (FIG. 3). Este dado é surpreendente, pois a infeccdo com 0 mesmo nimero
de promastigotas da cepa PH8 de L. amazonensis causa lesdes que aumentam sem regredirem,
levando a morte em camundongos BALB/c e lesdes muito pequenas que regridem em
camundongos C57BL/6 (FIG. 3). Mostramos também que tanto camundongos BALB/c
quanto camundongos C57BL/6, frente a infeccdo com L. guyanensis, parecem eliminar os
parasitas do sitio de infeccdo e do linfonodo drenante deste local. Ao contrério, os parasitas
replicam no sitio da infeccdo e nos linfonodos e os camundongos nao eliminam os parasitas
guando a infeccdo é com L. amazonensis (FIG. 4). Nos dois modelos de infeccdo, a
quantidade de parasitas nas patas se apresentou sempre maior do que nos linfonodos. Em
comparacdo com a replicacdo de L. amazonesis em BALB/c e em C57BL/6, a replicacéo de L.
guyanensis se mostrou mais lenta. Os dados relativos aos camundongos BALB/c confirmam
dados anteriores (SOUSA-FRANCO et al., 2006) e adicionam novas informacGes sobre o
curso da infeccdo de camundongos C57BL/6 com a espécie L. guyanensis. Nesse sentido,
podemos observar que camundongos C57BL/6 eliminam com mais eficiéncia as amastigotas
de L. guyanensis do que camundongos BALB/c. No entanto, a atividade leishmanicida de
macrofagos das duas linhagens ndo é diferente. Macrofagos peritoneais nao ativados de
camundongos BALB/c e C57BL/6 conseguem eliminar as amastigotas intracelulares de L.
guyanensis, mas ndo as amastigotas de L. amazonensis (FIG.5). Este resultado mostra uma
correlacéo entre a eliminacdo ou ndo das amastigotas de L. guyanensis e L. amazonensis pelos
macrofagos in vitro e o desenvolvimento de lesdo na pata infectada e a sobrevida pos-
infeccdo. As infecces dos macrofagos de C57BL/6 apresentaram taxa de infecgdo um pouco
maior do que os macréfagos de BALB/c, sugerindo que ou a infeccdo é mais eficiente em
C57BL/6 ou a eliminacdo das amastigotas intracelulares ¢ mais eficiente nos macrofagos de

camundongos BALBI/c.
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Novamente, nossos resultados confirmam resultados de Sousa-Franco et al.
(2006) e adicionam uma nova informacé&o sobre a infeccdo de L. guyanensis em camundongos
C57BL/6.

Uma vez que: 1) macréfagos ndo ativados de ambas as linhagens de camundongos
sdo capazes de eliminar a L. guyanensis in vitro; 2) a eliminacdo por macréfagos de BALB/c
é devida a explosdo respiratoria e, 3) ja no inicio da infeccdo ha uma grande eliminacdo de
parasitas in vivo, havia a necessidade de verificarmos o papel desse mecanismo nas duas
linhagens de camundongos.

Verificamos se a infecgdo por L. guyanensis induzia a explosdo respiratéria em
macréfagos das duas linhagens de camundongos. De fato, verificamos que a explosdo
respiratoria é induzida por L. guyanensis em macréfagos de BALB/c, mas é bem menor em
células camundongos C57BL/6, enquanto macrofagos de ambas as linhagens de
camundongos ndo responderam ao contato com L. amazonensis (FIG.6). Além disso,
macrofagos de ambas as linhagens de camundongos ndo produziram NO, in vitro, quando
infectados com L. guyanensis ou L. amazonensis (FIG.7), também confirmando os dados
obtidos anteriormente para camundongos BALB/c in vitro. Assim, era possivel que in vivo a
explosdo respiratdria estivesse tendo um papel importante no controle da infecgéo.

Contudo, camundongos C57BL/6 Phox -/- tiveram o curso da infecgdo com L.
guyanensis equivalente ao de camundongos C57BL/6 WT (FIG.8). Esses resultados indicam
gue a explosdo respiratoria ndo € um mecanismo importante na resisténcia de camundongos
C57BL/6 a infeccdo por L. guyanensis. De fato, in vitro, L. guyanensis induz uma explosédo
respiratéria muito baixa em macrdfagos dessa linhagem (FIG. 6), embora essas células sejam
capazes de eliminar o parasita in vitro (FIG. 5). Logo, outros mecanismos podem estar agindo
para este controle. In vitro, verificamos que esses macréfagos ndo produzem NO em niveis
detectaveis quando infectados com L. guyanensis. No entanto, ainda é necessario utilizar um
inibidor da sintese de NO para verificarmos a sua participacdo na eliminacdo do parasita pelos
macrofagos. Além disso, é necessario utilizarmos animais KO para a iNOS para verificarmos
a participacdo do NO na resisténcia de camundongos C57BL/6 a infeccdo por L. guyanensis.
Nossos resultados indicam que os mecanismos de resisténcia das duas linhagens de
camundongos a infeccdo por esta mesma especie de Leishmania sdo diferentes. Assim, para
determinar o papel da explosdo respiratoria em camundongos BALB/c infectado com L.
guyanensis, uma vez que nao tinhamos o correspondente KO para a NADPH oxidase,
utilizamos o tratamento desses animais com apocinina, um inibidor especifico da NADPH

oxidase, em protocolos ja bem descritos na literatura (RABELO et al., 2010).



56

Nossos resultados mostraram que, de fato, camundongos BALB/c tratados com
apocinina, tiveram a explosdo respiratoria totalmente inibida, como verificado pela
incapacidade de seus macrofagos de produzirem ROS (FIG.9). Esses camundongos
apresentaram o curso de infeccdo com L. guyanensis, diferente daquele que ocorre nos
BALB/c nédo tratados. Aqueles tratados com apocinina, apresentaram lesédo progressiva na
pata infectada com L. guyanensis ja a partir da 3?2 semana de infeccdo (FIG.10). Esses
resultados sdo preliminares, mas corroboram o fato de que macrofagos eliminam amastigotas
de L. guyanensis pela ativacdo da explosdo respiratéria in vitro, mostrado por Sousa-Franco
et al. (2006), sugerindo que a explosdo respiratéria € um mecanismo que faz com que os
camundongos BALB/c sejam resistentes a L. guyanensis, mostrando que a imunidade inata
participa de forma determinante no controle da infec¢éo .

Seré necessario determinar posteriormente se sdo de fato os macréfagos ou outras
células, como neutrofilos, que também podem estar envolvidos no inicio da infec¢do, as
responsaveis pela eliminacdo de amastigotas de L. guyanensis.

As ROS reagem de forma ndo especifica e rapida com biomoléculas incluindo
DNA, proteina, lipidios e carboidratos, portanto, a geracdo de ROS toxicas seria 0 mecanismo
microbicida catalisado pela Phox (ROOS & WINTERBOURN, 2002). A reatividade de
moléculas individuais, derivadas do oxigénio, varia muito. Como um redutor relativamente
forte, o superdxido pode funcionar tanto como um redutor como um oxidante, dependendo do
potencial oxirredutor da molécula com que reage. Embora seja o precursor de mais espécies
reativas, o superoxido reage com um repertorio limitado de alvos quimicos, como o0s centros
ferro-enxofre que funcionam como carreadores de elétrons nas cadeias respiratorias de
bactérias e da mitocéndria. O H,O, é um oxidante mais potente e € mais reativo, embora seus
alvos ainda sejam limitados, e incluem metionina e alguns residuos de cisteina muito reativos
como aqueles encontrados nos sitios ativos de algumas enzimas. As peroxidases usam o H,O,
para produzir oxidantes altamente reativos, que tem maior variedade de alvos (LAMBETH,
2004).

Uma vez que a explosado respiratdria parece ter papel fundamental no controle da
infeccdo por L. guyanensis em BALB/c, procuramos definir qual das ROS estava envolvida
na eliminacdo das amastigotas pelos macrofagos in vitro. Mostramos que os macréfagos
destes camundongos parecem ter uma taxa de infeccdo maior e eliminar menos parasitas
guando incubados com SOD, que elimina ou diminui o anion superdxido gerando mais

peréxido de hidrogénio, ou com catalase que elimina ou diminui os niveis de peréxido de
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hidrogénio, in vitro (FIG. 8 e 9). No entanto, é necessario aumentar 0 nimero de nossas
amostras e verificar se essas ROS foram realmente eliminadas.

A maioria das ROS descritas ocorre em areas de inflamacdo, onde ha infiltracao
de neutrofilos. Sem a mieloperdxidase ou anticorpos opsonizantes, muitas das espécies mais
reativas ndo sdo formadas. Portanto, o objetivo nesses locais, € produzir dano molecular
disseminado (LAMBETH, 2004). Por outro lado, hd um estudo que sugere que a eliminacéo
do microrganismo ndo seja diretamente pelas ROS, e sim indireta pela ativacdo idnica das
proteases no fagolisossomo (REEVES et al., 2002). Logo, precisamos investigar o papel de
ROS mais reativas, ja que o O, é a fonte de todas as outras ROS geradas no fagossomo. A
dismutacdo enzimatica catalisada pela SOD, tranforma o O, em H,0,, o peroxido de
hidrogénio, por sua vez, da origem a outras ROS mais reativas (EL-BENNA, 2005). Seria
importante, também, eliminar o anion superéxido e o H,O, ao mesmo tempo, utilizando SOD
juntamente com a catalase, uma vez que tanto o anion superéxido como o peréxido de
hidrogénio podem ter uma participacdo na eliminacdo das amastigotas pelos macréfagos de
camundongos BALB/c.

No modelo de infeccdo utilizado neste trabalho, pouco se sabe sobre a resposta
imune adaptativa de linfocitos T helper. Assim, tentamos, inicialmente, definir se havia
polarizacdo da resposta de células T CD4" pela quantificacdo das citocinas IFN-y e IL-4, que
sdo caracteristicamente produzidas por linfocitos Thl e Th2, respectivamente. No0ssos
resultados preliminares mostram que ha uma producéo de IFN-y e ndo ha a produgio de I1L-4
tanto na 62 como na 10? semana de infeccdo, quando foram quantificadas. A producédo de IFN-
vy observada na 62 semana parece decrescer como observado até a 102 Semana (FIG. 10). E
interessante notar que os camundongos BALB/c produziram mais IFN-y do que camundongos
C57BL/6. No entanto, a producdo dessa citocina é baixa quando comparada com a resposta a
outras espécies de Leishmania (MAIOLI et al.,, 2004; DeKREy et al.,, 1998). Esse
experimento tem que ser repetido mais vezes para verificarmos sua reprodutibilidade.
Investigaremos também a producdo dessas citocinas com maior frequéncia ao longo da
infeccdo. A confirmacao desses resultados pode significar que a baixa producéo dessa citocina
seja suficiente para manter o controle da infeccdo nesses camundongos, como ja visto no
modelo de infeccdo de BALB/c com L. braziliensis, na qual essa espécie de parasita ndo é
capaz de induzir a producdo de IL-4 como acontece para L. major nessa linhagem de
camundongo. No entanto, ndo ha diferenca na quantidade de INF-y produzida frente a
infeccdo por essas duas espécies de Leishmania, assim uma resposta do tipo Thl prevalece
nesse modelo de infecgéo (DeKREY et al., 1998).
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Dentre os inibidores da atividade da NADPH oxidase estdo as citocinas IL-10
(ELBIM et al., 2001) e IL-4 (ZHOU et al., 1995), e 0 NO (CLANCY et al., 1992). Portanto, a
ndo-producdo dessas moléculas seria mais um indicativo da importancia dos nossos resultados
sobre o papel desta enzima na resisténcia a infeccdo nesse modelo. Assim, tanto a IL-10 que
também esté& envolvida no fenotipo de susceptibilidade (ANDERSON et al., 2007; BELKAID
et al., 2001), como a IL-12, que tem papel fundamental no inicio da infecgéo para desenvolver
uma resposta tipo Th1 (MACATONIA et al., 1995; REINER et al., 1994) deverdo ser
avaliadas, a fim de se ter dados mais precisos a respeito da polarizacdo da resposta Th.

Podemos entdo chegar as seguintes conclusdes:

e nadose utilizada e comparada com L. amazonensis, L. guyanensis ndo causa lesdo nas
patas de camundongos BALB/c;

e areplicacdo de L. guyanensis, mas ndo de L. amazonensis, in vivo é suprimida no sitio
de infeccdo e no linfonodo drenante;

e macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6 sdo capazes de eliminar
amastigotas de L. guyanensis, mas ndo de L. amazonensis, in vitro (em BALB/c
sabidamente devido a explosao respiratoria);

e promastigotas de L. guyanensis induzem a explosdo respiratéria in vitro em
macrofagos de BALB/c, mas pouco em ceélulas de C57BL/6, enquanto que L.
amazonensis ndo a induz em células de nenhuma das duas linhagens de camundongo;

e macrofagos de camundongos BALB/c e C57BL/6 ndo produzem niveis detectaveis de
NO quando infectados in vitro com L. guyanensis ou L. amazonensis;

e a eliminacdo das amastigotas in vitro pela explosdo respiratéria em BALB/c parece
depender do anion superédxido e do peréxido de hidrogénio;

e aexplosdo respiratoria parece ser importante na resisténcia de camundongos BALBI/c,
mas ndo de C57BL/6, in vivo;

e além de uma resposta inata protetora, pelo menos em parte, camundongos BALB/c
parecem montar uma resposta do tipo Th1l(com producgéo de IFN-y mas ndo de 1L-4).

Nossos resultados mostram que a imunidade inata, por intermédio da exploséo
respiratoria de macrofagos, talvez seja realmente importante no controle da infecgdo por L.
guyanensis em camundongos BALB/c, mas ndo em camundongos C57BL/6. Este modelo,
enguanto hospedeiro resistente a uma espécie pouco estudada de Leishmania, mostra-se
valioso para o estudo dos mecanismos responsaveis pela resisténcia a diferentes espécies de

Leishmania, ampliando o conhecimento sobre a resposta imune na leishmaniose.
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