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RESUMO

O modelo de implante de parafina associado a infecgdo por L. major, no tecido
subcutaneo de camundongos C57BL/6, é capaz de induzir um quadro de inflamacéao
crénica com intensificacdo do parasitismo. O objetivo desse trabalho foi o de
investigar se ha mudancas do perfil imunolégico (de Th1 para Th2) nesses animais.
Camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram divididos em trés grupos
distintos (n=5/grupo), sendo que o primeiro grupo (L+P) recebeu o implante de
parafina no subcutaneo associado a infecgdo experimental por L. major; 0 segundo
grupo (P) recebeu apenas o implante de parafina e o terceiro grupo (L) recebeu
apenas o indculo de L. major. Amostras de pele e capsula inflamatéria foram obtidas
apos 07, 21 e 30 dias. No grupo L+P, apds 07 dias, os fragmentos de pele de todos
0s animais apresentaram uma discreta reacédo inflamatéria cronica e difusa, com
formacao de tecido de granulacdo adjacente (capsula inflamatéria). Ap6s 21 dias,
houve intensificacdo dessa inflamacdo bem como do parasitismo. Os grupos L e P
mostraram reacoes inflamatérias cutaneas qualitativamente semelhantes, mas com
menor intensidade. O aumento da deteccado de N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG)
aos 21 dias p6s-infeccao na capsula inflamatéria nao foi associada a uma queda do
parasitismo. O aumento da expressado da citocina IL-10 nas cépsulas e peles de
animais C57BL/6, no grupo L+P, coincidiu com o pico do parasitismo tecidual,
apesar da alta expressao de IFN-y. Assim, células T reguladoras (Treg) podem ser a
fonte de IL-10, devido a grande expressao de quimiocina CXCL9 na capsula
inflamatéria desses animais. A maior expressao da quimiocina CCL3 (MIP-1a) em
relacdo a CCL2 (MCP-1) poderia estar associado ao pico de parasitismo observado
nesse intervalo de tempo. Concluimos que nao houve alteracao do perfil imunolégico
de Th1 para Th2, nos animais C57BL/6 que apresentaram quadro histoldgico
semelhante ao de animais BALB/c.
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SUMMARY

The paraffin-tablets implantation associated to an experimental L. major infection, in
the subcutaneous tissue of C57BL/6 mice, is able to produce a chronic inflammatory
reaction associate to an increment of the parasitism. The aim of this work was to
investigate possible modifications in the immune response (Th1 towards to Th2
response) in C57BL/6 mice. BALB/c and C57BL/6 mice were divided in three groups
(n=5 in each group). The first one (L+P) received the paraffin-tablets implantation
associated to an experimental infection with L. major; the second group (P) received
only the implantation and the group 3 (L) received only the parasites. Fragments of
dorsal skin tissue and inflammatory capsule were obtained after 07, 21 and 30 days
post-infection. In the L+P group, 07 days post-infection, the skin fragments showed a
diffuse chronic inflammatory reaction with granulomatous tissue formation
(inflammatory capsule). After 21 days, the chronic inflammatory response and the
parasite tissue load were higher than 07 days. The groups L and P showed the same
histological picture, but the intensity was lower intense than observed in the group
L+P. The N-acetil-B-D-glucosaminidase (NAG) enzyme activity was higher in 21 days
in the inflammatory capsule obtained from C57BL/6 mice, but it was not directly
related to a lower parasite load. In despite of IFN-gamma production, a higher IL-10
expression was detected at the same time of the parasite load pick (21 days) in both
skin and inflammatory capsule of C57BL/6 animals (L+P group). Thus, regulatory T
lymphocytes might be a candidate for IL-10 production, because higher levels of the
CXCL9 chemokine expression were detected in inflammatory capsule of these
animals. The expression levels of CCL3 (MIP-1a) was higher than CCL2 (MCP-1) ant
it is could be indicating a strict correlation to the parasite load pick observed at 21
days. We have concluded that C57BL/6 Th1 immune response did not toward to the
Th2 response, besides C57BL/6 animals presented the same histological picture of
the BALB/c animals.
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1 - INTRODUCAO

As leishmanioses apresentam distribuicio mundial, concentrando-se
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta e sdo um grave
problema de saude publica causando lesdes cutdneas desfigurantes ou formas
viscerais fatais caso ndo tratadas adequadamente. Estima-se que mais de 12
milnbes de pessoas estdo contaminadas e cerca de 2 milhdes de novos casos
ocorram anualmente (WHO, 2005). Acredita-se que os dados epidemiol6gicos
oficiais sobre as leishmanioses sejam subestimados devido a erros de diagnéstico,
grande numero de casos de individuos assintomaticos e ainda pelo fato de apenas
32 dos 88 paises endémicos declararem os casos compulsoriamente (PHO, 2007).

Nas ultimas décadas, o numero de casos tem aumentado significativamente
devido a alguns fatores como: (1) controle inadequado dos reservatérios e vetores
dos parasitos, (2) aumento da deteccdo da leishmaniose associada a infecgdes
oportunistas (por exemplo, em paciente com sindrome da imunodeficiéncia adquirida
— AIDS), (3) urbanizagédo e desflorestamentos, resisténcia a drogas leishmanicidas,
pobreza, conflitos armados (mais de 600 soldados americanos contrairam
leishmaniose no Iraque desde 2003) e turismo (o numero de ingleses viajantes
diagnosticados com leishmaniose quadruplicou nos ultimos dez anos) (Reithinger;
Dujardin, 2007).

O género Leishmania (Familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida)
agrupa espécies de protozoarios parasitos unicelulares digenéticos, apresentando
formas biol6gicas morfologicamente distintas no seu ciclo de vida — amastigotas e
promastigotas. As amastigotas sao formas intracelulares obrigatérias que parasitam
células do sistema monocitico-mononuclear (SMM), preferencialmente macréfagos,
do hospedeiro vertebrado mamifero (roedores, canideos, bichos-preguiga,
humanos). As formas promastigotas, flageladas e méveis, desenvolvem-se no meio
extracelular do trato digestivo dos hospedeiros invertebrados, insetos flebotomineos.
Essas, por sua vez, adquirem aspectos morfoldgicos e fisioldgicos distintos ao
passar por regides anatbmicas definidas do tubo gastrointestinal dos flebotomineos.
As formas promastigotas prociclicas diferenciam-se no intestino anterior do

flebotomineo e nao sao infectantes. Essas se transformam em promastigotas
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metaciclicas e migram para a regido anterior do intestino e aparelho bucal do inseto
e sado as responsaveis pela infeccdo no hospedeiro vertebrado (Almeida et al.,
2003).

Assim, durante o repasto sangliineo, fémeas de flebotomineos infectadas
(género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no novo Mundo) regurgitam as
promastigotas metaciclicas infectantes associadas a mais um elemento bioldgico, a
saliva do inseto vetor, que contém uma série de substancias farmacologicamente
ativas (anticoagulantes, anti-plaquetarias, vasodilatadoras, moléculas
imunoreguladoras e antiinflamatérias) que alteram a resposta imune do hospedeiro
vertebrado, favorecendo o estabelecimento da infeccdo (Andrade et al., 2007). Uma
vez internalizadas pelos macréfagos, as promastigotas transformam-se em
amastigotas que se multiplicam por divisdo binaria. Os flebotomineos, por sua vez,
contaminam-se ao ingerir macrofagos com amastigotas durante hematofagia em
mamiferos infectados, continuando o ciclo de vida do parasito (Figura 1). Ao
contrario das formas promastigotas que infectam primariamente macréfagos, as
formas amastigotas de Leishmania podem aderir e infectar outras células do
hospedeiro, como neutréfilos (van Zandbergen et al., 2004) e fibroblastos (Bogdan et
al., 2000).

Forma promastigota — &£
L.major B

- ; s &
Flebotomineo \“Uag > 4 N ’/"J L |
(Hospedeiro (S0 Macrof: e /|
invertebrado) ~ =7 Wai:v\ﬂ

/ ) |
&o) S |
K ‘ r> \\g 2 xm.#’ |
-

Amastigota

I 2 | \Mamlferos
s hospedeiros
.,  Fafioli s P
4 ™ a‘ﬁo i vertebrados
) \
Divisdo bmarl‘é\@ ‘

Figura 1: Ciclo de vida Leishmania major (Sacks; Noben-Trauth, 2002)
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Nas Américas (Novo Mundo), paises como Brasil, Colémbia, Paraguai,
Venezuela, Panama, Equador e Peru sdo os mais afetados (PHO, 2007). No Brasil,
as leishmanioses tém ampla distribuicao geografica, sendo a regidao Nordeste a mais
afetada, com 92% dos casos notificados. A Leishmaniose Tegumentar Americana
(LTA) esta presente em praticamente todos os estados brasileiros e a Leishmaniose
Visceral Americana (LVA) tem sido diagnosticada em 19 estados (Luz et al., 2001). A
LVA, também conhecida como calazar, acomete principalmente 6rgaos como figado,
baco e medula éssea, sendo geralmente fatal quando nao tratada. A LTA inclui uma
variedade de formas que sao classificadas de acordo com aspectos clinicos e
patologicos: (1) leishmaniose cutanea, caracterizada por lesdes localizadas e, as
vezes, auto-resolutivas; (2) leishmaniose muco-cutanea, com lesdes ulcerativas e
destrutivas das mucosas (nariz, boca e garganta); (3) leishmaniose cutanea difusa,
caracterizada por lesées nao ulcerativas (Grimaldi; Tesh, 1993) e (4) leishmaniose
cuténea disseminada, caracterizada pela presenca de lesées ulcerativas distribuidas

por todo o organismo (Sousa et al., 2006).

1.1 - Modelo Murino e Perfis imunolégicos

O modelo experimental murino para estudos da leishmaniose cutanea
humana tem sido muito utilizado para elucidar os mecanismos patogénicos da
doenca, estratégia importante na busca de novas abordagens terapéuticas (Sacks;
Noben-Trauth, 2002). A partir desses estudos, foi possivel identificar os perfis
imunoldgicos geneticamente determinados, de acordo com a producdo de

determinados padrdes de citocinas nos momentos iniciais da infeccao experimental.

Citocinas sao proteinas envolvidas na comunicagdo entre linfocitos T,
macréfagos e outras células fundamentais na elaboracdo da resposta imune
adaptativa. As citocinas direcionam a diferenciacao dos linfocitos T helper (Th) CD4+
durante a infeccado por L. major em células do tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2) assim
classificadas de acordo com o padrao de citocinas que secretam. Assim, células Th1
produzem citocinas como interferon-gama (IFN-y) e interleucina 2 (IL-2) que ativam a
resposta imune mediada por células. Ja linfécitos da subpopulacdo Th2 secretam,
principalmente, interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e interleucina 13 (IL-13)



16

que promovem a sinalizacdo para a producdo de anticorpos, desencadeando a
resposta imune humoral (Rogers et al., 2002).

Na leishmaniose cutanea experimental murina por L.major, em algumas
linhagens de camundongos, como C57BL/6, C3H e CBA, ndo ha progressao das
lesbes e verifica-se reducdo do parasitismo tecidual, resultando, na maioria das
vezes, em cura espontanea, além de resisténcia imunoldgica a re-infeccdo (Sacks;
Noben-Trauth, 2002). Nesses animais, a resolucao da doenca é mediada por células
Th1 que produzem IFN-y. Por sua vez, IFN-y induz a producéo de 6xido nitrico (NO)
pelos macréfagos ativados e consequiente eliminacao de grande parte dos parasitos.
Ja& em outras linhagens de camundongos, principalmente BALB/c, ha o
desenvolvimento de uma resposta imune Th2 com producao de IL-4 em resposta a
um antigeno da Leishmania conhecido como LACK (receptor homologo de
Leishmania para ativacdo da proteina quinase C). A IL-4 inibe a expressdo de
receptores para IL-12, o que interfere na producdo de IFN-y pelos macréfagos.
Conseqglentemente, os parasitos fagocitados ndo sdo mortos e a doenca progride,
causando lesbes graves e descontroladas, muitas vezes com visceralizacdo do

parasito e morte do animal (Rogers et al., 2002; Awasthi et al., 2004).

Entretanto, alguns trabalhos utilizando modelo de leishmaniose experimental
demonstraram que a dicotomia Th1/Th2 n&o se aplica a todas as situagdes
experimentais. Uzonna e colaboradores (2004) verificaram que infec¢oes feitas com
indculos com baixa dose parasitos de L. major (10° promastigotas em fase
estacionaria/mL) em animais C57BL/6 favorece a expansao de células Th2. Ja o
trabalho de Biedermann e colaboradores (2001) mostra que o aumento da
quantidade de IL-4, nos estagios iniciais da infeccao por L.major em camundongos
BALB/c, instrui células dendriticas a produzirem IL-12, induzindo uma resposta Thf
com consequente diminuigdo no tamanho das lesdes nesses animais. Além disso,
diferentes espécies de parasitos, podem causar diferentes padrées de infeccdo em
uma mesma linhagem de animais. Por exemplo, em animais C57BL/6, ha cura
espontdnea das lesbes quando causadas por L. major, mas sao susceptiveis a
infecgbes por L.amazonensis e L. mexicana com desenvolvimento de lesbes
cronicas. Local de infeccao, dose do inéculo (altas ou baixas), forma do parasito

(promastigotas metaciclicas purificadas ou em fase estacionaria) também devem ser
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consideradas na avaliacdo da resposta a infeccdo (MacMahon-Pratt; Alexander,
2004).

Kidd (2003) ressalta que considerar apenas a dicotomia Th1/Th2 é simplificar
demais a resposta imunoldgica de um organismo. Para compreender melhor como
ocorre a elaboragcdo de uma resposta imune, € preciso avaliar a colaboracado de
varios tipos celulares como células apresentadoras de antigeno (APC),

mondcitos/macréfagos, granuldcitos, células Natural Killer (NK) e células T CD8+.

A cura clinica das lesbes nem sempre indica cura parasitolégica. No modelo
murino, os camundongos C57BL/6 considerados resistentes, apresentam cura
clinica, mas a infecgdo persiste (Trinchieri, 2001). De fato, na leishmaniose
tegumentar humana ha persisténcia de parasitos do género Leishmania apés a
cura clinica das lesdes em tecidos linféides ou subcutdneos (Ramirez; Guevara,
1997). Estudos revelam que as células responsaveis pela persisténcia do parasito
foram designadas como células T reguladoras CD4+CD25+ produtoras de grandes
quantidades de IL-10. Acredita-se que os parasitos Leishmania regulam a
atividade dessas células como estratégia adaptativa de sobrevivéncia e de
manutencdo de seu ciclo de vida, pois a permanéncia de pequeno numero de
parasitos na pele ja é suficiente para a contaminacao dos insetos vetores (Belkaid
et al.,2002).

1.1.1 — As quimiocinas

Nas ultimas trés décadas, um grupo de citocinas de baixo peso molecular (8-
10 kD) e com propriedades quimioatraentes, denominadas quimiocinas, tem
ganhado destaque nos estudos de doencas infecciosas pelo fato de estarem
intimamente relacionadas com varios aspectos da imunidade, principalmente ao
trafego de leucécitos. Elas exercem mudltiplos papéis tanto em processos
inflamatérios como nos homeostaticos. Secretadas por varios tipos de células,
desempenham suas fungdes através da ligacdo com seus receptores, tais como
direcionamento das células imunes ao sitio de lesdo, angiogénese, degranulacao
dos leucocitos (como neutréfilos e eosindfilos), interacdo endotélio-leucocitaria,
diferenciacdo das células T, ativacdo das células dendriticas, recirculacdao de
linfécitos, direcionamento de linfécitos recém saidos da medula éssea até o timo e

baco, linfonodos e placas de Peyer e ainda participam da vigilancia imunoldgica nos



18

tecidos periféricos (Mackay, 2001; Adams; Lloyd, 1997; Moser et al., 2004; Ward,
2006).

A compreensado dos padrdes de quimiocinas secretadas e seus impactos nas
manifestacbes das doencas tem criado expectativas sobre novas abordagens
terapéuticas a varias infec¢des, inclusive as Leishmanioses (Mackay, 2001;
Schuluger; Rom, 1997; Moser et al., 2004).

Sao conhecidas em humanos mais de 50 quimiocinas e cerca de 20
receptores (CRs) (Quadro 1). As quimiocinas sao subdivididas em 4 familias de
acordo com o arranjo dos dois primeiros residuos de cisteinas (Cys) da regiao NH2-
terminal dessas moléculas, sendo designadas como CC (residuos Cys adjacentes),
CXC (residuos Cys separados por 1 aminoacido), CX3C (residuos Cys separados
por 3 aminoacidos) e C (possuem apenas um residuo Cys). As acdes das
quimiocinas sao mediadas pela sua ligacado a receptores especificos (Quadro 2) ou
nao na superficie das células-alvo. Uma mesma quimiocina pode ligar-se a mais de

um receptor (Mackay, 2001; Moser et al 2004).



Quadro 1: As quimiocinas

Nome oficial Sin6nimos
Familia CXC
CXCL1 GROa, KC, MIP-2 (camundongos)
CXCL2 GROB, MIP-2a.
CXCL3 GROY,MIP-28
CXCL4 PF-4 (Platelet factor 4)
CXCL5 ENA-78
CXCL6 NAP-2
CXCL7 GCP-2
CXCL8 IL-8
CXCL9 Mig
CXCL10 IP-10
CXCL12 SDF-1 o/
CXCL13 BCA-1
CXCL14 BRAK/bolequina
Familia CC
CCLA1 [-309/TCAS
CCL2 MCP-1, JE (camundongos)
CCL3 MIP-1a
CCL4 MIP-13
CCL5 RANTES
CCL7 MCP-3
CCLS8 MCP-2
CCL11 Eotaxina
CCL12 MCP-5
CCL13 MCP-4
CCL14 CC-1, HCC-1
CCL15 MIP-5, MIP-15
CCL16 HCC-4, LEC
CCL17 TARC
CCL18 DC-CK-1, MIP-4
CCL19 MIP-3 B
CCL20 MIP-3 o
CCL21 SLC
CCL22 MDC, ABCD-1
CCL23 MPIF-1/CKB8
CCL24 Eotaxina-2/MPIF-2
CCL25 TECK
CCL26 Eotaxina-3/MPIF-3
CCL27 CTACK/ILC
CCL28 MEC
Familia XC
XCLA1 Linfotactina
XCL2 SCM-1B
Familia CX3C
CX3CLA1 Fractalguina/neurotactina

19



20

Quadro 2: Receptores, principais ligantes e fungdes biolégicas das quimiocinas (Oliveira,

2005)
Receptor Ligantes Funcées bioldgicas
Familia CXC
CXCR1 CXCL8 Migracao de leucécitos, imunidade inata e
inflamacéao
CXCR2 CXCL1,2,3,5,6,7¢e 8 Migracao de leucdcitos, imunidade inata e
inflamagéao e angiogénese
CXCR3 CXCL 9, 10e 11 Migracao de células T, imunidade
adaptativa, resposta Th1
CXCR4
CXCL12 Linfopoiese (células B), mielopoise,
desenvolvimento do sistema nervoso central
CXCR5 e infecg¢do por HIV
CXCL13 Migracao de células B e desenvolvimento
CXCR6 linfoide
CXCL16 Migracao de células T
Familia CC
CCR1 CCL2, CCL7,CCL8 Migracéo de monécitos e células T,
imunidade inata e adaptativa, resposta Th1
CCR2 CCL13,14 e 15, CCL23 Migracao de mondcitos e células T,
CCL2, CCL7, CCL8, CCL13 | imunidade inata e adaptativa, resposta Th1
CCR3 CCL5, CCL7, CCLS, Migracao de eosindfilos, basofilos e células
CCL9,CCL11, CCL13, T; alergia
CCL15, CCL24, CCL26
CCR4 CCL17 e CCL23 Migracao de mondcitos e células; alergia
CCR5 CCL3, CCL4,CCL5 e CCL8 Migracéo de monécitos e células T,
imunidade inata e adaptativa
CCR6 CCL20 Migracao de células dendriticas
CCR7 CcCL19, cCcL21 Migracao de células dendriticas e células T;
desenvolvimento linfoide
CCR8 CCL1, CCL4 CCL17 Migracéo de células T
CCR9 CCL25 Migracao de células T para o trato
gastrintestinal
CCR10 CCL27, CCL27 e CCL28 Migracao de células T para a pele
Familia CX3
CX3CR1 CX3CL1 Migragao e adesao de células T e NK;
imunidade inata e adaptativa, resposta Th1
Familia XC
XCR1 XCL1e?2 Migracéo de células T
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Estudos demonstram que os variados quadros clinicos das leishmanioses
cutédneas estao intimamente relacionados a forma de expressao das quimiocinas e
conseqlentemente na composicdo do infiltrado inflamatério no sitio da lesdo. Essa
correlacdo sugere que elas exercem importante participacdo na resposta imune aos
protozoarios parasitas. Nas leishmanioses cutaneas localizadas, com cura
espontanea, verifica-se o predominio de resposta Th1 associada as quimiocinas
CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 e pequenas quantidades de CCL3/MIP-
1a. Em quadros crénicos, associados as leishmanioses cutaneas difusas ocorrem o
oposto com a expressdo de CCL3/MIP-1a dominando em relagdo a CCL2/MCP-1,
CXCL9/MIG e CXCL10/IP (Ritter; Kérner, 2002).

Além disso, o uso de bloqueadores dos receptores para quimiocinas com
anticorpos especificos ou de animais geneticamente modificados (deficientes para
quimiocinas e receptores) confirma a relevancia e a necessidade de mais estudos
para melhor compreensdo do papel das quimiocinas nas doencgas infecciosas
(Matsukawa et al., 2000).

Citocinas estao diretamente envolvidas com a producao de quimiocinas. Nas
leishmanioses, TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1B estimulam a produgao
de CCL3 (MIP-1-a) enquanto IL-12 induz a secrecao de quimiocinas relacionadas ao
recrutamento de macréfagos, como CXCL-10 (IP-10) e CCL2 (MCP-1); IFN-y induz
CXCL9 (MIG) e também CXCL-10. A atuacao sinérgica entre citocinas e quimiocinas
tem fator decisivo na eliminacao de parasitos dos sitios de lesédo. Infeccoes com L.
major induzem aumento de CCL5 (RANTES), CCL2, CCL3 e CXCL10 em peles e
linfonodos regionais de camundongos resistentes a leishmaniose cutanea (Teixeira
et al., 2006).

A primeira quimiocina relacionada a atragao de macréfagos foi CCL2 (também
conhecida como proteina quimiotatica para monécitos/macréfagos 1 (MCP-1) e esta
intrinsecamente associada a infiltracdo de macréfagos e estimulacdo na atividade
leishmanicida e seu principal receptor CCR2 esta presente em macroéfagos, células
dendriticas, células NK e linfocitos T de meméria (Luther; Cyster,2001; Conrad et al.,
2007). Carollo e colaboradores (2001) demonstraram que CCL2/MCP-1 teve uma
alta acao pro-fibrética, estimulando deposicdo de fibras colagenas, proliferacao de

fibroblastos e fibrose em modelo de reacao inflamatéria granulomatosa experimental.
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A quimiocina inflamatéria de macrofagos 1 (MIP-1 o) ou CCL3 juntamente
com CCL2 participa ativamente do recrutamento de monécitos/macréfagos, células
NK, basdéfilos, células dendriticas imaturas através da ligacdo dos receptores CCR1
e CCRb5, localizado nesses tipos celulares. Nesse mesmo modelo, CCL3/MIP-1a
também foi associado ao mecanismo de reparo tecidual, mas foi relacionado a uma
fase mais inicial da inflamacdo com grande atuacdo sobre degranulagdo de
mastécitos (Carollo et al., 2001).

A correlagcdo dos diferentes padroes de expressao de quimiocinas e a
variagdo nos quadros clinicos das leishmanioses cutdneas demonstra que a
atividade desses mediadores quimicos sdo importantes na resposta imune do
hospedeiro frente essa doenca.

1.2 - Modelo Parafina: abordagem para estudo da inflamacdo crbnica

associada a infeccao por L. major

Tafuri e colaboradores (2000) utilizaram um modelo de inflamacao cronica
(Raso, 1976), por vezes granulomatosa, induzido pelo implante de um agente inerte
(tablete de parafina), no subcutdneo de camundongos das linhagens BALB/c e
C57BL/6 associado a infeccdo por L. major. A parafina é uma particula
imunologicamente inerte capaz de sustentar um influxo de células mononucleares
para o sitio da inflamacao formando, apds alguns dias, uma capsula fibrosa ao seu
redor.

Em estudos realizados com implante subcutaneo de discos de esponja de
poliester-poliuretano ocorre a infiltragcdo continua de células mononucleares,
proliferacao fibroblastica, angiogénese e destruicdo tecidual. O aumento da
angiogénese provocado pela liberacdo de fatores prd-angiogénicos promove o
transporte de células inflamatérias e maior aporte nutricional (Ferreira, et al. 2004,
Brown, et al. 1997). Além do acumulo de leucdcitos, a producao da citocina TNFa e
das quimiocinas CXCL1 (KC) e CCL2 (MCP-1/JE), contribuem de forma importante
para o aumento da angiogénese e, consequentemente dos efeitos patolégicos
relacionados a sua acao persistente e ndo regulada (Barcelos, et al. 2004).
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No estudo de Tafuri e colaboradores (2000), os camundongos foram divididos
em trés grupos distintos: o primeiro recebeu o implante de parafina no subcutaneo
na regido dorsal, o segundo recebeu a infecgdo de 1x10” promastigotas de L. major
em fase estacionaria também na regidao dorsal e o terceiro recebeu a infeccéao
associada ao implante de parafina no mesmo local anatémico. Os animais foram
sacrificados aos 15, 21, 30 e 45 dias apds a infeccdo experimental com ou sem o
implante de tablete de parafina para avaliacdo histolégica da cinética da reacao
inflamatéria. Foram coletados fragmentos de pele e também a capsula conjuntiva
(inflamatéria) que se formou ao redor do tablete de parafina. Os autores
demonstraram que o0s camundongos com o implante de parafina associado a
infeccdo por L. major apresentaram resposta inflamatéria nitidamente mais intensa,
associada a um maior parasitismo cutdneo. Essas observacdes aconteceram
principalmente nos intervalos de 21 a 30 dias para ambos os animais BALB/c e
C57BL/6. Com esses resultados os autores indicaram que a lesdo provocada pela
infeccdo com L. major era mais intensa quando associada ao implante de parafina
em ambas as linhagens de camundongos. Entretanto, os animais C57BL/6, apds 45
dias, resolveram a infeccdo com carga parasitaria reduzida, mesmo com a parafina,
diferentemente dos camundongos BALB/c cuja carga parasitaria sempre foi intensa.
Os autores concluiram que nas trés e quatro primeiras semanas de infeccao, com o
implante de parafina, a migracdo de mondcitos-macréfagos tornou o processo
inflamatério mais intenso, o que perpetuou a infeccao por L. major. Esses achados
corroboram com os de Soong e colaboradores (1997), no modelo de leishmaniose
cutdnea experimental em camundongos infectados com Leishmania amazonensis.
Os autores demonstraram que a migracao (exsudacao) de mondcitos-macrofagos
para o foco inflamatério favorece o crescimento dos parasitos, ou seja, sugerem que
mondcitos-macréfagos seriam células que permitem “um crescimento intracelular
6timo“ de formas amastigotas de Leishmania perpetuando a infeccéo.
Contrariamente, no modelo visceral., utilizando-se hamsters e/ou camundongos
como modelo de infeccao experimental para L. chagasi e L. donovani, Murray e
colaboradores (1994) demonstraram que mondcitos sao efetores em eliminar

leishmanias dos tecidos, especialmente no figado.

O modelo de implante de parafina associado a infecgéo por L. major, produz

entdo um quadro de inflamacgao crdnica, tanto em camundongos BALB/c quanto em
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C57BL/6 (Tafuri et al., 2000). Além disso, ha a formag¢do de uma capsula fibrosa ao
redor da parafina constituida por grande numero de macréfagos, linfécitos e vasos
sanguineos recém-formados e hiperemiados, caracterizando o tecido de granulagéao.
O intenso parasitismo foi associado a um grande numero de macréfagos. Esses
resultados também foram observados em outro trabalho realizado pelo mesmo
grupo, porém em animais deficientes para a quimiocina proteina inflamatéria de
macréfagos 1-a (MIP-1 o -/-), do receptor p55 para TNF-o (TNFRp55-/-) e da
citocina IFN-y (IFN-y -/-) (Martins et al., 2002).

Nesse trabalho pretendemos responder a algumas questoes:

e Ha& uma inversado da resposta imunoldgica temporal nos animais C57BL/6 do
tipo Th1 para o tipo Th2 no modelo animal infectado com L.major e associado
ao implante de parafina em relacdo aos animais que somente foram

infectados com L.major?

e A parafina induz a producao de IL-10 com consequente regulagéo inibitéria da
acao de macrofagos em amostras de pele e principalmente de céapsula
inflamatéria de animais C57BL/67?

e As quimiocinas CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10 predominariam
sobre CCL3/MIP-1a nas capsulas inflamatérias dos animais C57BL/6 ou o

contrario?
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

Comparar aspectos imunolégicos envolvidos em camundongos da linhagem

C57BL/6 em resposta ao implante de parafina, associado ou ndo a infeccao por

Leishmania major.

2.2 — Objetivos Especificos

Realizar estudo das alteracdes histolégicas das amostras de pele e capsula
inflamatéria dos animais em experimentacdo com um in6culo de parasitos

(1x10° leishmanias/ mL);

Quantificar parasitos no sitio de inoculagao dos animais experimentalmente

infectados com e sem implante de parafina.

Avaliar bioguimicamente a ativacdo de macroéfagos através da dosagem da

enzima lisossémica NAG (N-acetil-B-D- glicosaminidase).

Avaliar o perfil imunolégico, a partir da analise da expressdo de algumas
quimiocinas (MCP-1/CCL2, MIP-10/CCL3, RANTES/CCL5, CXCL10/IP10,
CXCL9/MIG) e citocinas (IL-4, IL-10, TNF-o, IFN-y e IL-12) relacionadas
principalmente a migracdo de macréfagos e linfécitos em animais
experimentalmente infectados por L.major e associado a um quadro de
inflamacéo crénica, causado pelo implante de parafina aos 21 dias péds-

infeccéao.
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3 - METODOLOGIA

3.1. Parasitos:

Parasitos da espécie Leishmania major (MHOM/IL/80/Friedlin) foram
cultivados em meio de cultura Grace’s (insect cell culture medium, GIBCO
laboratories, Grand Island NY, USA), suplementado com 20% de soro fetal bovino
(inativado para proteinas do complemento), 2 mM L-glutamina (Sigma Chemical Co.)
e 100 ug/mL de penicilina, a temperatura de 25°C. As formas promastigotas foram
coletadas na fase estacionaria (5° dia de cultura), por centrifugacdo do meio a 2000
X g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e ressuspendido em 5,0
mL de salina tamponada com 0,1 M de fosfato de sodio pH 7,2 (PBS) e, em seguida
novamente centrifugado. Novamente o sobrenadante foi descartado e foi adicionado
ao sedimento 1,0 m de PBS. Foi retirada uma aliquota, diluida 1:10 em PBS,
contendo formalina a 4% e o numero de parasitos contado em Céamara de
Neubauer, para acerto da concentracdo desejada para inéculo, 1x 10°
leishmanias/mL (Santiago et al., 2004). Foram utilizados 0,1 mL por camundongo.

Os parasitos foram fornecidos pelo Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia
(ICB/UFMG), coordenado pela prof 2 Leda Q. Vieira.

3.2. Animais:

Camundongos machos das linhagens C57BL/6 e BALB/c, com idade entre 5-6
semanas, foram obtidos no Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias
Biologicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais
foram vermifugados na semana anterior ao inicio dos experimentos, via oral., com
solugédo de Ivermectina (lvomec — Merial., Paulinea, SP, Brasil), na concentragao de
1:100, durante 07 dias consecutivos. A serragem das gaiolas foi trocada a cada 03
dias durante o processo.

Os animais receberam racao convencional para camundongos e agua ad
libitum e foram mantidos em gaiolas, com no maximo 05 animais em cada, no

biotério experimental do Departamento de Patologia Geral., no ICB/UFMG.
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3.3. Confeccao dos "Tabletes de Parafina"

A parafina foi dissolvida em estufa a temperatura de 60°C e em seguida
colocada sobre uma placa de vidro liso, previamente lubrificada com vaselina liquida.
Depois de solidificada, a parafina foi cortada em tabletes homogéneos, de superficie
lisa e de mesmo tamanho e espessura (massa: 220 mg; medidas de 1 cm de
comprimento x 0,5 cm de largura x 0,2 cm de espessura) (Figura 2).

lunuilr'n,,l

Figura 2 : Tablete de parafina, utilizado para implante no subcutaneo de camundongos

3.4. Implante dos "Tabletes de Parafina"

Inicialmente os animais foram anestesiados, via peritonial., com uma solucao
de Ketamina a 5% (200mg/Kg), Xilasina a 2% (10mg/Kg), diluidos em salina
fisioldgica. Utilizou-se 0,2 ml dessa solucao por 100g de peso vivo do animal. Apos
procedimento anestésico, seguiu-se a cuidadosa raspagem dos pélos e assepsia da
regiao dorso caudal dos camundongos. Foi realizado o implante de um tablete de
parafina no subcutadneo da regido dorsal dos animais e em seguida sutura da incisdo

conforme protocolo experimental previamente definido (Tafuri et al., 2000).

3.5 Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos distintos, com cinco animais cada.
O primeiro grupo recebeu o implante de parafina no subcutaneo associado a
infeccdo experimental por L. major (1 x 10° promastigotas/mL), imediatamente
realizada apds o implante; o segundo grupo recebeu apenas o implante de parafina
e o terceiro grupo recebeu apenas o inéculo de promastigotas de L. major (1 x 10°
promastigotas/mL). Apds esse procedimento, amostras teciduais de pele e capsula
inflamatéria foram obtidas para varios estudos (Fig.3). Exames histologicos,
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dosagem da carga parasitaria mediante técnicas de diluicdes limitantes (Vieira et al.,
1996), dosagem da atividade da enzima N-acetil- glucosaminidase (NAG), ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e RT-PCR (Reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real) para estudo da expressdao de quimiocinas e citocinas

foram realizados e seréo descritos em detalhes a seguir.

Grupo L+P (n=5) Grupo P (n=5) Grupp L (n:5)6
L.major (1 x 10° Parafina L.major (I x 10
leishmanias/mL) + parafina leishmanias/mL) )

07, 21 e 30 dias

Eutanasia

Pele e capsula inflamatoria

Andlise Diluicao Dosagem ELISA QRT-PCR
histoldgica limitante NAG

Figura 3: Modelo esquematico da metodologia aplicada

3.6 Coleta, Processamento do material e Andlise Histologica

Posteriormente ao procedimento experimental., os animais foram sacrificados
em intervalos de 7, 21 e 30 dias. Foram retiradas regides da pele e a capsula
inflamatéria, fixados em formol 10% tamponado e corados com Hematoxilina e

Eosina (H&E) para histopatologia.

3.7 - Quantificacdo do parasitismo tecidual

O numero de parasitos presentes, na pele da regido dorsal e na capsula

inflamatéria dos animais infectados por L. major, foi determinado pela técnica de



29

diluicao limitante (Vieira et al., 1996), a partir da suspensao de células obtida a partir
da lesdo. A lesdo foi removida, pesada em microtubo estéril, homogeneizada em
triturador de vidro e centrifugada a 50 x g por 1 minuto. O sobrenadante foi coletado
e novamente centrifugado a 200 x g a 4° C por 15 minutos. O sedimento foi
ressuspendido em meio Grace’s completo e plagueado em placas de 96 pocgos, em
duplicata, numa diluicdo sucessiva 1:10. As placas foram incubadas a 25°C, durante
07 dias, ap6s o inicio da cultura. Foi feita uma média entre as duplicatas,
correspondendo ao logip negativo do titulo de parasita. O titulo de parasitos
corresponde a ultima diluicdo que apresentou parasito.

3.8 — Quantificacdo do acumulo de macrofagos teciduais por medida da

atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG)

Os animais foram eutanasiados com sobredose (1 mL) de solugcédo
anestésica'. Amostras das peles e capsulas inflamatérias retiradas cuidadosamente,
pesadas e homogeneizadas com solucao gelada (4 °C) de tampéao fosfato (0,1 M
NaCl, 0,02 M NaPQyg, 0,015 M NaEDTA, pH 4,7) na proporcao de 1,9mL/100mg de
tecido, homogeneizadas com Vortex e centrifugadas a 4°C por 22 minutos a 85 x g.
O sobrenadante foi recolhido para realizagdo do ensaio de ELISA para quimiocinas.

Os precipitados foram ressuspendidos em solugdo de NaCl 0,2% gelado (4
°C) na proporcao de 1,5 mL/100mg de tecido. Apdés 30 segundos, adicionou-se
solucdo de NaCl 1,6% com glicose 5% gelada na mesma proporcéo,
homogeneizadas em Vortex e centrifugadas por 22 minutos a 4°C a 10.000 x g. O
sobrenadante foi desprezado e adicionou-se tampao fosfato a temperatura ambiente
(0,06 M NaPQ,, 0,5% hexadecil-trimetilamonio bromidio (HETAB), pH 5,4), na
proporcao de 1,9 mL/100 mg de tecido (peso inicial). Foi homogeneizado
rapidamente usando Voértex e adicionado 2,0 mL de solugéo salina 0,9% contendo
0,1% v/v Triton X-100 gelada (4 °C). Homogenatos foram centrifugados por 10
minutos a 4 °C a 1.500 x g e sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimatico de
NAG.

" Solugdo 50% de Ketamina e Xilasina diluidos em salina fisiolégicana propor¢io 1:2).
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Em uma placa de 96 pocos, foi adicionado 100 ul do sobrenadante das
amostras processadas em duplicata. A reacao foi iniciada com a adicdo de 100 ul do
substrato  p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glucosaminida (Sigma) diluido em tampao
citrato/fosfato (acido citrico 0,1 M, 0,1 M NaxHPQO., pH 4,5) na concentragao final de
2,24 mM e incubacéo a 37 °C por 30 minutos.

A reacao foi terminada pela adi¢gdo de 100 pul de tampé&o glicina 0,2 M (glicina
0,8 M, NaCl 0,8 M e NaOH, pH 10,6). A placa foi lida em espectrofotébmetro (Emax,
Molecular Devises) a 405 nm. O conteudo dos macrofagos foi calculado a partir de
uma curva padrao baseada na expressao da atividade de NAG feita de ensaio de
macréfagos peritoniais estimulados com 3% de tioglicolato (dados ndo mostrados).

3.9 — Dosagem de quimiocinas por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent

Assay)

Os sobrenadantes recolhidos no processamento das amostras da capsula

inflamatéria para o ensaio de NAG, conforme mencionado anteriormente, foram

utilizados para o ensaio de ELISA.

Para a dosagem das quimiocinas CCL2/MCP-1/JE, CCL3/MIP-1a e
CCL5/RANTES foram utilizados kits comerciais especificos (PREPOTECH, INC.) e
seguidas instrucdes do fabricante. Basicamente, 100 ul de anticorpo de captura (1
ug/mL) foi colocado em cada pogo de uma placa com 96 pocos (NUNC Maxishorp) e
incubada a 4 °C por aproximadamente dezoito horas. O contetudo de cada placa foi
aspirado e esta foi lavada por 4 vezes (300 pl/ pogco) com tampédo de lavagem
(PBS/TWEEN-20 0,05%). Apo6s esse procedimento, adicionou-se 300 wl /pogo de
tampao de bloqueio (BSA 1% em PBS) e a placa foi incubada por no minimo 1 hora
a temperatura ambiente. Repetiu-se o procedimento de lavagem e foi adicionado
100 ul do sobrenadante das amostras em cada poco, em duplicata, e padrdes
diluidos em tampéo de diluicao (BSA 0,1% TWEEN-20 0,05% em PBS 1X).As placas
foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. Repetiu-se o procedimento
de lavagem e foram adicionados 100 pl/poco de anticorpo de detecgéo biotinilado
(0,25 ug/mL) diluido em tampéao de diluicdo (0 mesmo utilizado para amostras e

padrbes). As placas foram novamente incubadas por duas horas a temperatura
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ambiente. Apés mais um procedimento de aspiracéo e lavagem, acrescentou-se 100
ul/pogo de conjugado de avidina — HRP 1:2000 diluido em tampao de diluicdo e as
placas foram incubadas por trinta minutos a temperatura ambiente. Novamente as
placas foram lavadas e adicionado 100 pl/pogo do substrato ABTS (2,2”-azino-bis-
etilbenthiazolina - SIGMA) (diluido em tampao citrato-fosfato, com adicdo de agua
oxigenada (H20)). As placas foram incubadas, protegidas da luz, a temperatura
ambiente por cerca de 20 minutos. Durante esse tempo a formacdo de cor foi
monitorada e para interromper a reacdo, foram adicionados 50 pl/poco de solucao
SDS (dodecil sulfato de sédio) 1%. As placas foram lidas em leitor de ELISA (Emax,
Molecular Devices) a 405 nm.

A sensibilidade do ensaio para a dosagem de CCL2 é de 8 pg/mL, para CCL3
de 16 pg/mL e para CCL5 de 32 pg/mL.

3.10 - Expressao de citocinas e quimiocinas pela Reacido em cadeia da

polimerase em guantitativo em tempo real (gRT-PCR)

Para analise da expressdo génica, as amostras de peles e capsulas
inflamatérias foram retiradas dos animais BALB/c e C57BL/6 e imediatamente
colocadas em solugdo tampéao estabilizadora de RNA (RNAlater®, Quiagen) para

prevenir degradacao.

3.10.1 -Extracdo de RNAm
O RNAm foi extraido usando solucao de TRIZOL® (Invitrogen, CA, USA) de

acordo com as instrucbes do fabricante. As amostras foram homogeneizadas

rapidamente em solucdo de TRIZOL® usando triturador PowerGen (Fisher
Scientifics, USA). 0.25 mL de cloroférmio (Merck, Darmstadt, Alemanha) foram
adicionados para cada 1 mL de homogenato. As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante foi transferido para novo tubo e 0,7mL de isopropanol (Merck,
Darmstadt, Alemanha) foi adicionado para a precipitacdo do RNAm. Os precipitados
de RNAm foram lavados uma Unica vez com etanol a 70% e colocados sobre papel
filtro para secagem, a temperatura ambiente por no maximo 10 minutos. O pellet de
RNAm foi dissolvido em DNase livre de RNase diluido em 10 mM Tris-HCI, pH 7.5
contendo 1 mM MgCl, por 30 min a temperatura ambiente. Solucdo de TRIZOL® foi
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adicionada para encerrar a reacao de extracdo do RNA. As amostras de RNA foram
dissolvidas em agua livre de RNase. A quantificacdo do RNA foi realizada utilizando
aliquotas diluidas. As leituras foram feitas em placas de quartzo de 96 pocos em
espectrofotobmetro, nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm. A razdo das
leituras 260/280 (acido nucléico/proteina) foi utilizada para avaliacdo da qualidade

do RNA extraido das amostras.

3.10.2 -Sintese de DNAc por reacao de transcricdo reversa

A sintese de DNACc foi realizada nas amostras obtidas acima. A primeira fita
de DNAc foi gerada pelo kit de transcricdo reversa ThermoScript® (Invitrogen, CA,
USA). Foram utilizados 5 pg de amostra de RNA livre de DNA genémico e Oligo (dT)
20 primer de acordo com instrucoes fornecidas pelo fabricante (Invitrogen, CA,
USA).

3.10.3 — Reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real

(RT-PCR)

A amplificacdo especifica por RT-PCR foi realizada utilizando-se o

termociclador LightCycler®480 System (Roche Applied Science, USA). Esse método
€ quantitativo em tempo real e mede a fluorescéncia emitida durante a reagdo como
um indicador da producédo de amplificado em cada ciclo de PCR.

Usando reagentes SYBR Green PCR (Bio-Rad) (Syber green - emite grande
fluorescéncia apos ligar-se a DNA de dupla fita), a analise de curva de dissociacao
foi realizada para garantir um Unico produto evitando amplificagdo de fragmentos de
genes nao alvos, obtendo uma curva de dissociacdo do primer especifico. A
quantificacao relativa do produto foi determinada pelo método comparativo de ciclos
limiares. Por este método, utiliza-se como controle da reacdo a quantificacdo da
expressao de um gene constitutivo subtraida da quantificacdo da expressao do gene
de interesse. O gene constitutivo escolhido foi o GAPDH. Para diferencgas relativas
entre as amostras foram avaliadas usando o método delta-delta Ct, como
previamente descrito (Zhang et al., 2006). A expressdao do gene de interesse foi
subtraida da expresséo do gene de animais implantados unicamente com parafina, a
qual foi padronizado em valor 1,0. Valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos pelo teste T de student.



Quadro 3: Lista de primers utilizados para PCR quantitativo em tempo real

Primer Seqiiéncia
HPRT1 sense 5~ ACT GAT TAT GGACAG GAC TGA AAG AC
Anti-sense 3° | CCC CGT TGA CTG ATC ATT ACA GTA G
CXCL10 (IP-10) | sense5” GAG ATC ATT GCC ACG ATG AA
Anti-sense 3° | AGT TAA GGA GCCCTTTTA GACCTTTT
CXCL9 MIG-1) |sense5’ ACTGAAATCATTGCTACACTGAAGA
Anti-sense 3° | CCCCTCTTTTGCTTTTTCTTTT
CCLS5 (RANTES) | sense 5’ ATCTTGCAGTCGTGTTTGTCAC
Anti-sense 3° | GGGAAGCGTATACAGGGTCA
CCL3 (MIP-1ox) | sense 5’ AGCCAGGTGTCATTTTCCTGAC
Anti-sense 3° | AGACTCTCAGGCATTCAGTTCC
CCL2 MCP-1) |sense5’ AGCTGTAGTTTTTGTCACCAAGCTC
Anti-sense 3° | GGTTCTGATCTCATTTGGTTCC
IL-4 sense 5~ TCAACCCCCACGTAGTTGTC
Anti-sense 3° | ACGTTTGGCACATCCATCTC
IFN-y sense 5° GCGTCATTGAATCACACCTC
Anti-sense 3° | TGAGCTCATTGAATGCTTGG
IL-10 sense 5~ GACTTTAAGGGTTACTTGGGTTGC
Anti-sense 3° | TCTTATTTTCACAGGGGAGAAATCG
11.12/23p40 sense 5~ AAGACGTTTATGTTGTAGAGGTGGAC
Anti-sense 3° | ACTGGCCAGCATCTAGAAACTCTTT
TNF-o sense 5~ AAAGGGATGAGAAGTTCCCAAAT
Anti-sense 3° | GTCTTTGAGATCCATGCCGTTG
GAPDH sense 5” AAGGTCGGTGTGAACGGATTT
Anti-sense 3° | AATTTGCCGTGAGTGGAGTCATAC
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3.11 -Testes estatisticos

Foi realizada andlise de variancia ANOVA (Tuckey) para diferenca na
resposta de todos os grupos. As andlises das diferencas nas respostas entre todos
os pares foram utilizadas teste T de Student. Considerado nivel de significancia para
p< 0,05.

3.12 — Comité de Etica

Procedimento experimental aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal da UFMG (CETEA/UFMG), protocolo n?® 163/2005.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Analise Histologica

Em geral, camundongos C57BL/6 apresentaram aspectos histolégicos
semelhantes aos apresentados pelos camundongos BALB/c, em todas as diferentes
condicbes experimentais, com a exceg¢dao dos 30 dias, como descreveremos a
sequir:

No grupo L+P, apés 07 dias do implante e infeccdo por L. major, os
fragmentos de pele de todos os animais apresentaram uma discreta reagao
inflamatéria crénica, difusa e localizada, principalmente na derme profunda. O
exsudado celular era principalmente composto por macréfagos, linfocitos,
plasmécitos e alguns neutréfilos de permeio. Nesse intervalo de tempo ja foi
observada a formacéo do tecido de granulacéo, adjacente aos fragmentos de pele
analisados, composto de células inflamatérias mononucleares, fibroblastos, coladgeno
e vasos sanguineos neoformados (capsula inflamatéria). Ap6és 21 dias, os
fragmentos de pele apresentaram processo inflamatoério crénico e difuso, porém
mais intenso que o observado aos 7 dias. (Figura 4A, B, C). Conseqlentemente, o
tecido de granulacao (capsula inflamatéria) adjacente era mais desenvolvido, sendo
0 exsudato celular mais intenso (Figura 4D). Os grupos de animais infectados
unicamente com L. major (grupo L) ou implantados com a parafina (grupo P)
mostraram reacoes inflamatérias cutaneas qualitativamente semelhantes, mas com
menor intensidade que o grupo L+P.

Foi observado um menor parasitismo nas peles de animais apenas infectados
com L.major (L) se comparado com o grupo L+P aos 7 e 21 dias pés-infeccéo.
Macréfagos parasitados e células gigantes foram especialmente observados na
capsula inflamatéria de animais C57BL/6 (Figura 4E). Além disso, por vezes,
granulomas puderam ser observados nos fragmentos dessas capsulas inflamatérias,
também em especial do grupo L+P (Figura 4F).

Aos 30 dias, como citado no inicio dessa seccao, houve uma regressao da
inflamacéo e do numero de parasitos nas peles e capsulas inflamatérias de animais
C57BL/6, ao contrario dos animais BALB/c.
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Figura 4: Aspectos histologicos da pele e da capsula inflamatéria de
camundongos C57BL/6 e BALB/c. Coloracao H&E.

A: Fragmento de pele obtido do dorso de camundongo C57BL/6. Grupo infectado
com L.major, 21 dias. Presencga de infiltrado inflamatério difuso na derme profunda
(seta) e tecido adiposo adjacente (cabeca de seta). Aumento: 100x

B: Fragmento de pele obtido do dorso de camundongo C57BL/6. Grupo infectado
com L.major e com implante de parafina no subcutineo, 21 dias. Presenca de
infiltrado inflamatério difuso na derme superficial e profunda. Observar infiltrado
celular presente na camada muscular (cabeca de seta). Aumento: 100x

C: Fragmento de pele obtido do dorso de camundongo C57BL/6. Grupo infectado
com L.major e com implante de parafina no subcutdneo, 21 dias. Detalhe da figura
(B) evidenciando o exsudato inflamatério crénico de células mononucleares.
Presenca de formas amastigotas de L.major (setas) no interior de macréfagos.
Aumento: 400x

D: Capsula_inflamatéria_induzida pelo implante de parafina no subcutdneo de
camundongo C57BL/6 associada a infeccdo experimental por L. major apds 21 dias.
Observar formacédo de tecido de granulacdo composto por infiltrado celular de
mononucleares, fibroblastos, colageno e vasos sanguineos neoformados (setas).
Aumento 400x.

E: Capsula inflamatéria induzida pelo implante de parafina no subcutidneo de
camundongo C57BL/6 associado a infeccdo experimental por L. major, 21 dias.
Presenca de formas amastigotas intracelulares de L.major (setas) e de células
gigantes multinucleadas (cabecas de seta). Aumento: 400x

F: Capsula inflamatéria induzida pelo implante de parafina no subcutdneo de
camundongo C57BL/6 associado a_infeccdo experimental por L. major, 21 dias.
Notar a formacao de um granuloma com presenca de células gigantes no centro
(cabeca de seta). Aumento: 400x
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4.2 - Quantificacdo dos parasitos

Foi realizada quantificacdo dos parasitos na pele e na capsula inflamatéria de
animais BALB/c e C57BL/6 pelo método de diluicao limitante (Vieira et al., 1996) nos
trés tempos estudados. Verificou-se que pele e capsula exibem aspectos
histologicos e de parasitismo distintos. Apesar do exsudato inflamatério ser
qualitativamente  semelhante, predominantemente composto de células
mononucleares (macroéfagos, plasmaécitos e linfocitos), foi mais intenso na capsula
gue na pele, em todas as laminas analisadas, assim como o parasitismo e sera

descrito a seguir.

Nos animais da linhagem BALB/c o parasitismo na pele teve pico aos 21 dias
poés-infeccdo e depois apresentou um decréscimo aos 30 dias. JA 0s animais
C57BL/6 exibiram parasitismo na pele que era decrescente até os 21 dias poés-
infeccdo, com pouca diferenca aos 30 dias (Grafico 1). Entretanto, a capsula
inflamatéria exibiu comportamento contrario ao da pele, principalmente nos animais
C57BL/6, conforme representado no Grafico 2. Observou-se que em animais
C57BL/6 com implante de parafina ocorreu o pico de parasitismo aos 21 dias,
diferente do que se verificou na pele. Entretanto, apés esse tempo, o parasitismo
diminuiu e ndo houve, aos 30 dias, diferenca significativa em relacdo aos animais
BALB/c.



38

*

49 —=— BALB/c
b4 -4 C57BL/6
< 3
8
g — _
% 2+ \\\
& ~\\ i
o ~ - e o> emn amn e ov)
: 1
D 1+
= i
(&}

0 I I I I

0 7 14 21 28
Tempo (dias)

Grafico 1: Quantificacdo de parasitos na pele infectada por L. major associado a implante de
parafina em camundongos BALB/c e C57BL/6. As peles foram retiradas dos animais apés 7, 21 e 30
dias de infecgdo para determinagao da carga parasitaria. A quantificagdo de parasitos foi determinada
individualmente e as médias das diluigbes maximas de cada grupo foram expressas em logaritmo negativo
do titulo (Gltima diluicdo positiva para L. major). Cada simbolo representa a média e o erro padrao de 04

animais por grupo. * indice de significancia estatistica (p <0,05).
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Grafico 2 : Quantificacao de parasitos na capsula inflamatéria apos implante de parafina e infec¢ao
experimental com L. major em camundongos BALB/c e C57BL/6. As capsulas inflamatérias formadas
ao redor do tablete de parafina foram retiradas dos animais aos 7, 21 e 30 dias pés-infecgédo para
determinagdo da carga parasitaria. A quantificagdo de parasitos foi determinada individualmente e as
médias das diluicbes maximas de cada grupo foram expressas em logaritmo negativo do titulo (Ultima
diluicao positiva para L. major). Cada simbolo representa a média e o erro padrao de 04 animais por grupo.

* Indice de significancia estatistica (p <0,05).



39

4.3 Dosagem da NAG

Considerando as diferencas histolégicas e o grau do parasitismo entre a pele
e a capsula inflamatéria, principalmente dos animais da linhagem C57BL/6,
comparamos a atividade da enzima N-acetil-B-D-glicosaminidase (NAG) nessas
amostras biologicas, para avaliar a atividade dos macrofagos. A enzima NAG é uma
forma indireta de verificar o acumulo de macrofagos no sitio da lesdo. Como
mostram os graficos 3 A e B,os niveis de NAG na pele aumentaram no decorrer dos
tempos avaliados, tanto nos grupos com L.major associada a parafina (L+P), como
no grupo somente com parafina (P) ou apenas infectado com L.major (L). Na
capsula inflamatéria houve um aumento estatisticamente significativo na atividade da
NAG aos 21 dias quando associado a infeccdo por L.major, sugerindo grande

nuamero de macréfagos.
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Grafico 3: Avaliacdao da cinética do recrutamento de macrofagos na pele (A) e na capsula
inflamatéria (B) de animais C57BL/6. Nao foram apresentadas diferengas estatisticas entre as peles
dos trés grupos experimentais avaliados. Ja nas capsulas, na presenga do parasito, houve maior
producdo de NAG, com diferenca estatistica aos 21 dias pos-infecgdo. Legenda: grupo com infecgao
por L.major e implante de parafina (L+P), somente com implante de parafina (P) e somente infectado
com L. major (L). * indice de significancia estatistica (p<0,05).
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4.4 — Andlise da expressao de citocinas e quimiocinas por RT-PCR

Camundongos C57BL/6 sao resistentes a infeccdo por L.major.
Entretanto nossos resultados mostrados anteriormente e de Tafuri e colaboradores
(2000), demonstraram que quando o parasito € associado a implante de tablete de
parafina, a lesédo, apds 21 dias, assemelha-se histologicamente aquelas encontradas
em animais susceptiveis BALB/c, na mesma situagdo experimental. Foram
realizadas as analises das expressdes de citocinas das peles (Grafico 4) e capsulas
inflamatérias (Grafico 5) no tempo de infecgdo supra citado, de animais BALB/c e
C57BL/6 , associadas a resposta imune Th1 como IL-12, IFN-y e TNF-a assim como
as associadas a resposta Th2 , IL-4 e IL-10 para sabermos se haveria uma inversao
da resposta imune, de Th1 para Th2, a fim de compararmos o perfil imunol6gico da
les&o a sua histologia.

Dessas mesmas amostras bioldgicas, também foram avaliadas as expressoes
de algumas quimiocinas da pele (Grafico 6) e capsula inflamatéria (Grafico 7), para
caracterizarmos o grau de recrutamento de algumas populagdes de leucdcitos,
principalmente as quimiocinas diretamente relacionadas a quimiotaxia de
macrofagos (CCL2, CCL3 e CCL5 ) e de linfocitos (CXCL9 e CXCL10).
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Grafico 4: Expressdao de RNAm das citocinas IL-4, IL-10, IL-12p35, IL-12p40, TNF-o e IFN-y das
peles de camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B). As peles foram retiradas dos animais
eutanasiados aos 21 dias apés infeccao. Os resultados foram expressos em aumento do nimero de
vezes em relacdo as amostras de pele de animais que receberam apenas implante de parafina
(considerado como valor 1,0). Legenda: L+P (animais infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L.major -1x10° leishmanias/mL -associado a implantes de parafina) e L (animais
infectados com promastigotas em fase estacionaria de L.major - 1x10° leishmanias/mL). Cada barra

representa a média * erro padrao de cinco animais por grupo.



43

>

C57BL/6
o L+P

251 -

Aumento da expressiao de RNAm
(em vezes)

0: [ [ 11} \||||||||||\ [
CcCL2 CCL3 CCL5 CXCL9 CXCL10

BALB/c

259 mm L+P
18

15+

10

CCL2 CCL3 CCL5 CXCL9 CXCL10

Aumento da expressao de RNAm
(em vezes)

Grafico 5: Expressao de RNAm das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 das
peles de camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B). As peles foram retiradas dos animais
eutanasiados aos 21 dias apés infecgdo. Os resultados foram expressos em aumento do numero de
vezes em relacdo as amostras de pele de animais que receberam apenas implante de parafina
(considerado como valor 1,0). Legenda: L+P (animais infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L.major -1x10° leishmanias/mL -associado a implantes de parafina) e L (animais
infectados com promastigotas em fase estacionaria de L.major -1x10° leishmanias/mL). Cada barra

representa a média * erro padrao de cinco animais por grupo.
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Grafico 6: Expressdao de RNAm das citocinas IL-4, IL-10, IL-12p35, IL-12p40, TNF-o e IFN-y das
capsulas inflamatérias de camundongos C57BL/6 (A) e BALB/c (B). As capsulas inflamatérias
retiradas dos animais eutanasiados apds 21 dias. Os resultados foram expressos em aumento do
namero de vezes em relagdo as amostras de pele de animais que receberam apenas implante de
parafina (considerado como valor 1,0). Legenda: L+P (animais infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L.major -1x10° leishmanias/mL e associado a implantes de parafina) e P (animais que
receberam apenas implante de parafina). Cada barra representa a média + erro padrdo de cinco

animais por grupo.
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Grafico 7: Expressao de RNAm das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 das
capsulas inflamatorias de animais C57BL/6 (A) e BALB/c (B). As peles foram retiradas dos
animais eutanasiados apos 21 dias apos infecgdo. Os resultados foram expressos em aumento do
namero de vezes em relagdo as amostras de pele de animais que receberam apenas implante de
parafina (considerado como valor 1,0). Legenda: L+P (animais infectados com promastigotas em fase
estacionaria de L.major -1x10° leishmanias/mL -associado a implantes de parafina) e P (animais que
receberam apenas implante de parafina). Cada barra representa a média + erro padrao de cinco

animais por grupo.
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4 5— Dosagem de quimiocinas pelo método ELISA

A deteccdao de RNAm para certa quimiocina nao significa necessariamente
em sua expressdo. Por isso, avaliou-se a presenca das proteinas CCL2, CCL3 e
CCL5 nas capsulas inflamatérias de animais C57BL/6 nos tempos de 7, 21 e 30 dias
apds implante de parafina e infec¢do, através de ensaio imunoenzimatico. Para
tanto, utilizou-se o extrato proteico de fragmentos das capsulas, conforme detalhado

na metodologia.

Nao foram detectadas as quimiocinas CCL2 e CCLS3 na diluicao utilizada (1:3).
Em relacdo a quimiocina CCL5, foram obtidas leituras de algumas amostras,
verificando-se que ap6s 7 dias, os grupos que tinham a infec¢cdo associada a
implante (L+P) tiveram dosagens significativamente mais elevadas que o grupo que
tinha apenas implante de parafina (P). No tempo de 21 dias, as leituras para o grupo
L+P foram mais altas, mas ndo houve diferenca estatistica em relagédo ao grupo P.
Nao foi possivel avaliar os grupos apds 30 dias, pois apenas foram detectados

valores relativos ao grupo P. Esses resultados foram mostrados no Grafico 8.
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Grafico 8:Cinética da producao da quimiocina RANTES/CCL5 nas capsulas inflamatorias
de animais C57BL/6. Os niveis de CCL5 foram dosados nas capsulas inflamatérias dos grupos
de animais infectados com promastigotas em fase estacionaria de L.major -1x10°
leishmanias/mL -associado a implante de parafina (L+P) e somente com implante de parafina
(P). As linhas horizontes representam as medianas dos valores encontrados. nd (ndo detectado)

* Indice de significancia (p<0,05)
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5. DISCUSSAO

A leishmaniose experimental murina € um bom modelo para a investigacao da
diversidade de mecanismos regulatérios que medeiam a susceptibilidade e
resisténcia a doenca e suas possiveis implicacdes relacionadas a outras doencas
infecciosas (Tapia et al., 1996). Sdo considerados resistentes camundongos
(inhagem C57BL/6) que conseguem eliminar grande parte dos parasitos pelo
favorecimento da atividade microbicida dos macrofagos guiada pela producédo de
citocinas como IL-2 e IFN-y (resposta Th1), apresentando cura espontanea. Ja em
animais ditos susceptiveis, como os da linhagem BALB/c, verifica-se o predominio
das citocinas IL-4 e IL-10 (resposta Th2) no sitio de lesdo e o desenvolvimento de
uma resposta imune humoral e ineficiente controle da replicagdo dos parasitos.
Nesses animais as les6es sao progressivas, podendo ser fatais (Awasthi et al., 2004;
Almeida et al., 2003; Sacks; Noben-Trauth, 2002).

Tafuri e colaboradores (2000) utilizaram o modelo inflamatério experimental
induzido por tablete de parafina implantado no subcutdneo de camundongos
C57BL/6 e BALB/c. A parafina é considerada um agente inflamatério inerte e néo-
imunogénico e leva a formacao de um tecido de granulacdo ao seu redor (capsula
inflamatéria), caracterizado pela prevaléncia de células mononucleadas, presenca de
células gigantes multinucleadas (derivadas da fusdo de macréfagos), vasos
sanglineos e células epitelidides. Com o passar do tempo, o numero de células
diminui e ha aumento de fibras colagenas (Raso, 1976). O objetivo foi avaliar a

influéncia dessa resposta inflamatéria no curso da infec¢ao por L.major.

A partir da observacdo de Tafuri e colaboradores (2000) de que animais
C57BL/6, que receberam implantes de parafina associados a infeccao por L.major,
apresentaram um quadro inflamatério intenso e elevado grau de parasitismo
semelhante ao de animais BALB/c, aos 21 dias po6s-infeccdo, o presente estudo se
propbs a investigar alguns aspectos imunoldgicos associados a essa
“susceptibilidade”, pelo menos transitéria, de animais C57BL/6, conhecidos como
resistentes a infeccdo. Além disso, averiguamos se uma dose menor de parasitos
causava o mesmo cenario histolégico. Assim, utilizamos uma dose dez vezes menor
(1x10° leishmanias/mL) que no trabalho de Tafuri e colaboradores (2000). Foi

constatado, em todos os animais, apds analise histolégica qualitativa que as
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mesmas caracteristicas inflamatérias foram mantidas nos dois experimentos, ou
seja, o processo inflamatério induzido pelo tablete de parafina associado a infeccao
por L.major foi maior que aquele provocado somente pelo tablete de parafina ou
somente pela infec¢do por L.major.

Comparando as peles dos trés grupos experimentais de BALB/c e C57BL/6,
as amostras dos animais BALB/c apresentaram sempre um maior parasitismo em
relacdo as de animais C57BL/6, portanto mais susceptiveis a infeccdo, tanto nos
grupos com implante de parafina ou sem, confirmando os dados da literatura.
Ressaltamos que, nos grupos infectados com L.major e implantados com parafina,
observou-se pico de parasitismo estatisticamente relevante em peles de BALB/c aos
21 dias pos-infec¢ao. Todavia, 0 que mais nos chamou a atengéo foi 0 aumento de
parasitismo tecidual das amostras histolégicas de capsulas inflamatérias em relacéo
aos da peles, aos 7 e 21 dias, de ambas as linhagens, confirmado pela analise
quantitativa realizada pelo método de diluicao limitante (Vieira et al., 1996). Além
disso, aos 21 dias pés-infeccdo, em animais que receberam implante de parafina, o
parasitismo dessas capsulas obtidas dos animais C57BL/6 foi significativamente
maior que das amostras obtidas dos camundongos BALB/c. Assim, foi percebido
transitoriamente (aos 21 dias) que animais C57BL/6 apresentavam perfil histoldgico
e parasitario de “susceptibilidade”. Denominamos isto como uma susceptibilidade
transitoria porque aos trinta dias péds-infeccdo houve queda acentuada do
parasitismo nas capsulas inflamatérias de animais C57BL/6.

Entdo a fim de verificarmos se houve uma mudanca do perfil imunolégico de
animais C57BL/6 infectados com L.major e com implante de parafina (L+P), que
justificasse o alto parasitismo das capsulas inflamatérias nesse grupo de animais
apos 21 dias, foram analisados os aumentos da expressdao do RNAmM de algumas
citocinas envolvidas na resposta Th1 (IFN-y, IL-12 e TNF-a) e Th2 (IL-4 e IL-10)
através da técnica de real time RT-PCR em relag@o a pele do grupo de animais que
receberam somente o implante de parafina (P). Consideramos essa amostra como
controle pelo fato de termos um estimulo ndo-imunogénico, capaz de promover uma
resposta imune mais moderada se comparada ao estimulo imunogénico provocado

pela L.major.
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Com relagéo as peles de animais C57BL/6 foi verificado que a expressao de
IFN-y € muito maior nos grupos apenas infectados com L.major (L) (aumento de 43
vezes) se comparado ao grupo L+P (aumento de 2 vezes). Em animais BALB/c
ocorre 0 aumento de apenas 8 vezes em relagao ao controle, sob a mesma condicéo
experimental. Ja nas capsulas inflamatérias de animais C57BL/6, do grupo L+P, IFN-
vy também tem um aumento considerado (36 vezes mais expressdo de RNAmM em
relacdo ao controle), notando-se a importadncia da presenca da L.major para a

producao dessa citocina.

Analisamos a expressdo da citocina IL-10 e notou-se que estava mais
aumentada (cerca de 4 vezes) em relacdo ao grupo somente com L.major.
Inicialmente IL-10 foi descrita como uma citocina especificamente secretada por
células Th2 CD4+, tendo acao supressora ou reguladora nas doengas auto-imunes,
rejeicdo a enxertos e doencas parasitarias (Awasthi et al., 2004). Além disso, células
Th1 e Th2 podem secretar IL-10, assim como células T reguladoras (Treg) naturais
ou Treg induzidas (Tr1) na tentativa de limitar a exacerbacédo da resposta imune e
prevenir maiores danos aos tecidos (Trichieri, 2007). Kane e Mosser (2001)
investigaram a participacdo de IL-10 na progressao da leishmaniose in vitro e
demonstrou-se que uma pequena dose (10ng/mL) dessa citocina € capaz de inibir a
producdo de IL-12, TNF-a e IFN-y, além de inibir a ativacdo de macréfagos.
Portanto, o aumento da expressdao de RNAm de IL-10 verificado nos grupos L+P de
animais C57BL/6 pode ser responsavel pela inibicdo da atividade de macréfagos e
pelo aumento do parasitismo observado nas analises histoldégicas, mesmo na
presencga de IFN-y. Nas capsulas inflamatérias de animais BALB/c, do grupo L+P, ha
um aumento de 51 vezes na producao de IL-10 em relagdo ao seu controle. Assim,
nossos resultados mostraram-se coerentes com os achados na literatura (Trichieri,
2007, Kane; Mosser, 2001; Awasthi et al., 2004).

A presenca de IL-10 no sitio da lesdo também pode interferir na producéo de
NO pelos macréfagos, principal via de eliminagdo de parasitos L.major (von Stebut,
2007). Em artigo de revisdo, Sacks e Anderson (2004), mencionam que infec¢des
experimentais por L mexicana ou L.amazonensis em animais BALB/c deficientes
para IL-10 ndo alteram a progressao da lesdo. A reducao expressiva de parasitos no

local de inoculagao seria decorrente do aumento da produgéo de IFN-y e NO.
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Alguns trabalhos discutem que nas fases iniciais de infeccdo experimental
murina por protozoarios do género Leishmania, ha um acumulo de células Treg no
local do inéculo de parasitos. Esse aumento de células Treg naturais pode limitar a
eficacia da resposta Th1, através da producao de IL-10, promovendo a persisténcia
do parasito na lesdo, potencial transmissdo a outros hospedeiros e manutencao de
seu ciclo de vida. Por outro lado, outros autores mostraram que a remocédo de
células Treg pode levar a uma “cura estéril”, ndo possibilitando imunidade a re-
infecgdes (Belkaid; Rouse, 2005; von Stebut, 2007). Entretanto, ha muitas questdes
a serem respondidas sobre as células Treg, como sao originadas, ativadas e
capazes de modular a resposta imune. Tem se tornado claro que, as agdes dessas
células, no que tange inflamacao e tolerancia, ocorrem por diferentes vias e séo

especificos para cada tipo de tecido (lzcue; Powrie, 2008).

A citocina IL-4 é conhecida como principal iniciador da resposta Th2 e
envolvida em casos de leishmanioses cutaneas cronicas (Sacks; Noben-Trauth,
2002; Awasthi et al., 2004). Verificando-se os resultados da expressao RNAm de IL-
4, em todos os grupos avaliados, os valores foram menores aos da expressao de IL-
10. Entretanto alguns trabalhos demonstram que o foco da susceptibilidade do
organismo a leishmaniose pode sair de uma producao inicial de IL-4 com posterior
inducao na produgao de IL-10 (Biedermann et al., 2001; Awasthi et al., 2004). Assim,
a persisténcia da lesdo pode estar relacionada a uma desregulagdo dos
mecanismos de controle da inflamacdo, por aumento de IL-10, com consequiente
diminuicdo da acédo de células Th1 e ndo pela exacerbacdo da resposta Th2
(Anderson et al., 2005).

A citocina IL-12 (p40) esteve mais aumentada na capsula inflamatéria que na
pele dos animais C57BL/6 do grupo L+P, mas com pequena expressdao em capsulas
de animais BALB/c. Em acordo com esses resultados, Scharton-Kersten e Scott
(1995) discutem que a diminuicdo da capacidade desses animais em promover uma
resposta Th1, nos estagios iniciais da infeccdo, seja devido a fatores genéticos.
Apesar de formas promastigotas de L. major serem capazes de induzir a producao
de IL-12 p40 em animais BALB/c, os niveis dessa citocina ndo seriam sustentados
durante a progressdao da doenca. Sem IL-12, a producdo de IFN-y ficaria

prejudicada assim como a citotoxicidade das células NK.
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As citocinas exercem um papel importante na modulagcao das quimiocinas. As
quimiocinas tém sido reconhecidas como fundamentais no recrutamento de células e
na promogao da reagao inflamatoria relacionada a numerosos agentes infecciosos.
Cada grupo de quimiocinas atrai determinado tipo de célula para o sitio inflamatério.
As da familia CXC, atraem principalmente neutréfilos e as da CC atuam em varios
tipos celulares, através de receptores especificos para cada tipo de quimiocina, tais
como mondcitos, basdfilos, eosindfilos, e linfécitos, mas nao neutréfilos. Sao
secretadas por varios tipos celulares como leucécitos, fibroblastos, células epiteliais
e endoteliais (Matte; Olivier, 2002). L.major pode modular a habilidade do tecido em
recrutar e reter células T produtoras de citocinas (Katzman; Fowell, 2008), inclusive
alterar expressao de receptores de quimiocinas em células dendriticas (DC)
afetando sua capacidade migratoria dos tecidos para linfonodos regionais
(Steigerwald; Moll, 2005). Além disso, o padrao de quimiocinas depende ndo sé do
hospedeiro, mas da linhagem de uma mesma espécie de parasito infectante
(Teixeira et al., 2005).

Nas capsulas inflamatérias, em comparacdo com as peles, observou-se um
aumento da expressdo de todas quimiocinas analisadas (CCL2, CCL3, CCLS5,
CXCL9 e CXCL10), especialmente aquelas induzidas por IFN-y e diretamente
envolvidas com a resposta Th1, como CCL3 (MIP-1a), CXCL9 (MIG) e CXCL10 (IP-
10). Estas duas ultimas sao quimioatraentes para linfécitos T, que possuem
receptores do tipo CXCRS3, ligantes para tais quimiocinas (Farber, 1997). E possivel
que o aumento da expressdao de CXCL9 e CXCL10 possa estar relacionado ao
recrutamento de células Treg produtoras de IL-10. Para verificarmos essa hipétese,
seriam necessarios novos experimentos que sinalizassem a presenca de células
Treg. Uma possibilidade é a marcacao do fator de transcricdo Foxp3, (transcription
factor forkhead box protein) somente presente nas células Treg (Peters; Sacks,
2006).

Luther e Cyster (2001) sugeriram que a neutralizacdo de CCL5 (RANTES)
reduziria a formacao de determinados granulomas, por exemplo, identificando uma
possivel associacdo entre CCL5 e resposta celular do tipo Th1i. Adicionalmente,
Santiago et al. (2004) mostraram que CCL5 participa de uma cascata de eventos

que levam a um eficiente controle do parasitismo, pois o tratamento com anticorpos
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anti-CCL5 ou substancias agonistas como MET-RANTES provoca aumento de
susceptibilidade a L.major em C57BL/6. Em nosso trabalho observamos uma
expressao bastante significativa de CCL5 na capsula inflamatéria de animais
C57BL/6 quando comparada a capsula formada sem a presenca da L.major. Por
outro lado, as dosagens de CCL5 aos 7, 21 e 30 dias, pela técnica de ELISA, foram
principalmente detectadas nos dois primeiros intervalos de tempos. Notou-se que a
producdo de CCL5 nas capsulas inflamatérias de animais C57BL/6 infectadas por
L.major foi estatisticamente maior aos 7 dias em comparacdo as capsulas nao
infectadas. Contudo, os niveis dessa quimiocina decrescem aos 21 dias e nao foi
detectado aos 30 dias no grupo L+P. Assim, a diminuicdo dos niveis de CCL5
coincide com a resolucdo da infeccao e da inflamacéo no local da lesdo de animais
C57BL/6 (Santiago et al., 2004).

Em nossos experimentos houve uma grande expressao de RNAm de CCL2
nas capsulas inflamatérias de animais BALB/c (~20 vezes) em relagcdo ao controle.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica entre capsulas formadas na presenca ou
auséncia do parasito. O papel de CCL2 nas infec¢bes causadas por L. major tem
papel biolégico diversificado. A neutralizacdo de CCL2 leva a um aumento da
producdo de IL-12 por macrofagos associados a formacdo de granulomas
intralobulares hepaticos murinos (Murray, 2001). A atuacao sinérgica entre CCL2 e
IFN-y contribui para a eliminagcédo de parasitos L .major enquanto que IL-4 antagoniza
a producao dessa quimiocina (Teixeira et al., 2007). Por outro lado, CCL2 pode atuar
na diferenciacado de células T virgens em Th2, ao induzir o aumento de IL-4 (Luther;
Cyster, 2001). Ja Quinones e colaboradores (2007) ressaltam a importancia do
receptor de CCL2. Camundongos C57BL/6 deficientes para CCR2 falham ao gerar
uma resposta Th1 enquanto que animais BALB/c deficientes para CCL2 sao
resistentes a L.major e exibem uma reduzida resposta Th2. Embora CCL2 nao seja
0 unico ligante para CCR2, parece que essa ligacao favorece mais eficientemente o
recrutamento de mondcitos sangliineos, se considerarmos apenas esse receptor.
Dependendo das concentragcdes de quimiocinas presentes nas lesdes, pode haver
populacdes celulares diferentes a cada tempo da infeccdo. Estudos tém
demonstrado que mondcitos sanglineos periféricos, tanto de humanos quanto de
camundongos, exibem morfologias diferentes, incluindo tamanhos diferentes,

tamanho do nudcleo e grau de granulosidade. Além disso, podem exibir diferentes
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expressdes de receptores de quimiocinas refletindo diferentes graus de
especializacdao (Gordon; Taylor, 2005). Por exemplo, em camundongos a maioria
dos mondcitos sanglineos exibe o receptor CCR2 que apresenta alta afinidade por
CCL2 que é muito importante na atracao dessas células para o sitio de lesdo. Uma
pequena parcela (~2%) desses mondcitos apresenta o receptor CXCR3 (ligantes
CXCL9 e CXCL10) (Muller, 2001).

A expressao de CCL3 nas capsulas inflamatérias dos animais BALB/c, do
grupo L+P, foi significantemente maior que o controle (~80 vezes), mas um aumento
também ocorreu nas capsulas dos animais C57BL/6. Brenier-Pinchart e
colaboradores (2001) sinalizam que a expressao da quimiocina CCL3 predomina em
pacientes que sofrem de leishmaniose cutanea difusa. Além disso, os autores
descrevem que enquanto CCL2 estimula a explosdo respiratéria em macréfagos,
CCLS3 parece nao exercer tal funcéo.

Nossos resultados mostraram que, mesmo temporariamente, os macréfagos
dos animais C57BL/6 presentes na capsula inflamatéria, parecem falhar na
contencdo da replicacdo da L.major, apesar de se mostrarem enzimaticamente
ativos. De fato, ao avaliarmos a atividade dos macro6fagos, através da cinética da
producédo da enzima NAG nas diversas condi¢cdes experimentais, verificamos que a
producdo dessa enzima foi ligeiramente maior aos 7 do que aos 21 dias, mas
aumenta apo6s 30 dias. Houve aumento significativo de NAG nos grupos de animais
C57BL/6 que receberam implante de parafina e infectado com L .major em relagao
ao grupo apenas implantado com parafina. Concluimos que apesar dos parasitos
potencializarem a atividade dos macréfagos, os mesmos nao foram capazes de
elimina-los. Uma possivel interpretacao seria que os macréfagos nao estariam
produzindo quantidades suficientes de sua principal substancia leishmanicida o
oxido nitrico (NO), mesmo com grande expressdo de IFN-y, essencial para na
inducédo da sintese da enzima o6xido nitrico sintase induzida (iNOS) (Scott, 1991;
Rogers et al., 2002). Para testar essa hip6tese fizemos algumas marcacoes
imunoistoquimicas para iINOS em cortes histolégicos das amostras de pele e capsula
inflamatéria dos animais C57BL/6. Andlises qualitativas prévias indicaram a
marcacao para iNOS nos macréfagos presentes tanto na pele quanto nas capsulas.
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O trabalho de Camarero e colaboradores (1990) demonstra que células
epitelidides e “pré-epitelidides” presentes em granulomas, induzidos por implantes
de laminulas de vidro no subcutaneo de camundongos Swiss, secretam fatores que
bloqueiam a producdo de anion superéxido (O2)? por macréfagos inflamatérios, a
partir do 14° dia de implantagcdo. Esses dados sugerem que ha diferentes
modulacées metabodlicas dos macrofagos aderidos as laminulas de acordo com a
evolucao da lesdo. Assim, em nosso estudo, talvez a parafina possa interferir na
atividade leishmanicida dos macrofagos, assim como o vidro. Essa interferéncia
seria transitéria (aos 21 dias po6s-infeccao), mas depois sua atividade microbicida
seria reconstituida, resultando na queda do parasitismo observada nos animais
C57BL/6. Novos estudos precisam ser aprofundados para uma melhor compreensao
dos mecanismos que levam a essa “ineficiéncia temporaria” dos macrofagos,
especificamente ap6s 21 dias, em animais infectados e implantados com tablete de
parafina.

Nesse trabalho foram mostradas as diferencas quantitativas na inducéo de
quimiocinas/citocinas no sitio de infecgdo, in vivo, com L.major induzindo a
expressao de determinado painel de mediadores quimicos, na presenca ou nao a
um estimulo nao-imunogénico (parafina). Parece que L.major pode induzir um forte
efeito local em determinado microambiente tecidual que altera o recrutamento ou
retencdo de sinais para uma variedade de efeitos imunes. Além disso, o estimulo
inflamatério causado pela parafina pode exercer efeito modulador na infecgéo por L.
major, interferindo na resposta leishmanicida dos macréfagos, principalmente nos
animais C57BL/6.

2 Espécies reativas de oxigénio, como O,, sdo importantes substancias microbicidas produzidas por
macréfagos ativados.
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6 - CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstraram que:

1. A parafina foi capaz de induzir uma inflamacao crénica e parasitismo mais
intenso nas amostras de peles e cdpsulas inflamatérias tanto em animais
BALB/c quanto em C57BL/6. O inéculo de 1x10° leishmanias/mL causou um
quadro histolégico semelhante, porém um pouco menos intenso, aquele
observado com inéculo de 1x10’ leishmanias/mL, confirmado

quantitativamente;

2. Nao houve uma inversdo da resposta imunolégica temporal nos animais
C57BL/6 do tipo Th1 para o tipo Th2 no modelo animal infectado com L.major
e associado ao implante de parafina em relacdo aos animais que somente

foram infectados com L.major ;

3. A parafina induziu a producéo de IL-10 com consequente regulacéo inibitoria
da acdo de macréfagos em amostras de pele e principalmente de capsula
inflamatéria de animais C57BL/6;

4. Houve um predominio das quimiocinas CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG e
CXCL10/IP-10 sobre CCL3/MIP-1a nas capsulas inflamatérias dos animais
C57BL/6.
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