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RESUMO

Um modelo de infeccdo coin. amazonensiga pele, com baixa dose
(10*) de parasitos, é comparado & infeccdo com alte dag) de L.
amazonensi® baixa e alta dose de major. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com T™ou 10 parasitos na orelha e o curso de infeccdo foi
acompanhado. O surgimento de lesdes em camundamigosados com 10
parasitos foi mais lento, quando comparado aos wdomgos infectados com
10° Leishmaniae parasitos foram detectados no sitio de infeag@®mo antes
do surgimento das lesdes. Camundongos infectadas lco amazonensis
apresentaram lesGes persistentes, enquanto a dafesmgm L. major curou
espontaneamente em ambos 0s grupos, apesar datdimfpersistirem no sitio
de infeccdo, mesmo depois da cura. Macrofagos spieasn apenas nos
camundongos infectados coim amazonensisCamundongos infectados com
este parasito produziram niveis mais baixos de yFiNie os camundongos
infectados conl. major. Nenhuma correlacdo entre persisténcia do parasito
niveis de IL-10 ou produgdo de o6xido nitrico owidade de arginase por
macréfagos foi encontrada. Concluiu-se que a id@®@agom baixa dose de
amazonensisia derme alterou o curso de infec¢cdo atrasandoginsento da
lesdo, mas nao alterou o fendtipo de suscetibididadoroducdo de citocinas

descritas apos infec¢cdo subcutanea com alto nimegparasitos.
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ABSTRACT

A model of infection withLeishmania amazonendis the skin, with low doses
of parasites, was compared to infection with higees ofL. amazonensiand low and
high doses of.. major.C57BL/6 mice were infected with 1@r 10 parasites in the ear
and the outcome of infection was assessed. Theaegpee of lesions in mice infected
with 10° parasites was delayed compared to mice infectéld L& Leishmaniaand
parasites were detectable at the infection siten defore lesions were. Mice infected
with L. amazonensiglisplayed persistent lesions, while infection with major
spontaneously healed in all groups, albeit lymphesyersisted at the site of infection
even after healing. Macrophages persisted onli.immazonensisifected mice.L.
amazonensisfected mice produced lower levels of IR\than mice infected witlh.
major. No correlation between persistence of parasites BAtl0 levels or the
production of nitric oxide or activity of arginadey macrophages was found. We
conclude that infection with low doses bf amazonensig the dermis changes the
course of infection by delaying the appearanceesfohs, but does not change the
outcome of susceptibility and cytokine productioascribed for the subcutaneous

infection with high numbers of parasites.



1- INTRODUCAO



A leishmaniose tem uma grande distribuicdo geagaafanto no Velho Mundo
como no Novo Mundo, ocorrendo em muitos paisesdagpe subtropicais. De acordo
com dados estatisticos mundiais, esta doenca oeprr88 paises e sua notificacdo é
compulséria em apenas 30 deles. Estima-se umal@mneiaa de aproximadamente 12
milhdes de pessoas infectadas e um indice globabdenilhdes de pessoas no mundo
gue correm o risco de adquirir a leishmaniose (WDRIEALTH ORGANIZATION,
1990). Esta protozoose € considerada pela Org&@u2dgndial de Saude (OMS) como
uma das seis doencas infecto-parasitarias de maiabilidade, distribuida amplamente
no continente americano.

A doenca causada por protozoarios do génesshmania apresenta um
espectro de formas clinicas como as formas cutjoatinea localizada, mucocutanea
e cutanea difusa) e visceral. O desenvolvimentairda destas formas € direcionado
pela espécie do parasito e resposta imune do heispd@ARAVIA et al.,, 1989). A
leishmaniose cutanea é a forma clinica mais fragi®ente encontrada na Europa,
Africa e Asia. Nestes continentes esta forma @idiccausada pela major enquanto
no continente americano € mais freqientemente daugela L. mexicana L.
braziliensise L. amazonensi$BERMAN, 1997). Do total de casos ja registrados de
leishmaniose cutanea, 90% ocorreram em apenagaseés: Ird, Arabia Saudita, Siria e
Afeganistdo no Velho Mundo e Brasil e Peru no Nbmdo (DESJEUX, 1999).

A leishmaniose cutanea constitui um problema ded&aBublica. Sua
importancia reside ndo somente na sua alta inaal@ampla distribuicdo geografica,
mas também na possibilidade de assumir formas aqgdenp determinar lesdes
destrutivas, desfigurantes e também incapacitaotes, grande repercussdo no campo
psicossocial do individuo.

No Velho Mundo a infeccdo pok. major de reservatorios roedores e
hospedeiros humanos leva invariavelmente ao des@memto de uma leséo cutanea
localizada que eventualmente cura, e gera imunidadmfeccdo (HEPBURN, 2000).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) no Brasitausada por pelo
menos sete espécies do génémshmania membros dos subgénerdSannia e
Leishmania(SHAW, 1994) Trata-se de uma doenca que vem apresentando ueramim
crescente de casos e uma ampliacdo de sua ocargemgrafica, sendo encontrada
atualmente em todos os estados brasileiros. Esngptse de 1985 a 2003 ocorreram
523.975 casos de leishmaniose tegumentar (BASANBMARGO, 2004). Nos
altimos anos, o Ministério da Saude registrou médiimal de 35 mil novos casos da
LTA no pais (CENEPI/ Ministério da Saude — notasldéos estatisticos, 1999).
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A L. amazonensjsinserida no subgénerdeishmania tem uma vasta
distribuicdo, principalmente pelas florestas tragada regido amazonica, estendendo-
se a regido nordeste, centro-oeste e sudeste (LAW\NS1983). Esta espécie é
responsavel por casos de leishmaniose cutaneazbal (LCL - forma ulcerada,
simples), com prognostico sempre favoravel a tarapienos frequentemente de
leishmaniose cutanea difusa (LCD - forma n&do uttaeraodular-infiltrada), uma forma
clinica de leishmaniose tegumentar extremamentevegrdCONVIT; PINARDI;
RONDON, 1972)capaz de produzir lesbes mutilantes extensas nognpes e
resistentes a todos os tipos de terapia (SILVEIRAINSON; CORBETT, 2005).
Recentemente, uma nova forma intermediaria foi ritesca leishmaniose cutanea
disseminada “borderline:” (LCDB), na qual a disseag&io do parasito acontece apenas
seis meses apos a lesdo cutanea primaria, o nalmdesdes secundarias € limitado e a
resposta terapéutica satisfatéria (SILVEIRA; LAINSCCORBETT, 2004). No Brasil
a LCD esta associadd.aamazonensi@_EON et al., 1990) e o encontro de casos desta
forma clinica em novas areas de transmissdo mgstasta espécie esta aumentando
sua distribuicdo (AZEREDO-COUTINHé@éX al., 2007).

A Leishmaniaé um parasito dimérfico. Multiplica-se como prongsia no
intestino do flebotomineo e amastigota nos macosaip hospedeiro vertebrado. O
vetor responséavel pela disseminacdo deste proioz&@&m inseto hematofago (Ordem
Diptera Classelnsectg, primitivamente descrito no géneRhlebotomuse do qual
foram ja identificadas varias espécies conformeegdo em que é encontrado. Na
Europa, Asia e Africa, prevalece ainda essa messnamlinacdo, Phlebotomus, para
esse agente vetor. No Brasil e na América o vetmrckéido no génerd.utzomyia
existindo 350 espécies catalogadas, distribuidadede sul do Canada até o norte da
Argentina. Destas, pelo menos 200 espécies ocameetvacia amazoénica (Glet al.,
2003). Na realidade, com base nos trabalhos jaafes no Brasil, parece existir mais
de uma espécie capaz de transmitir a doenca, &ssima na Ameérica em geral. Esta
variedade de espécies resulta em diferentes citdogansmissdo nas varias regioes
geograficas. Devido a sua ampla distribuicdo aptagse varios nomes populares,
variando segundo 0s paises, estados e regides s@mleencontrados. Entre eles:
mosquito palha, asa dura, asa branca, birigui, atimipa, arrupiado. Nos Estados
Unidos e paises de lingua inglesa, esse vetorhecmo como "sandfly”.

Tais vetores, ou flebotomineos, tem habitos nosjrmealizando seu repasto
sanglineo em geral no entardecer e comeco da Duitante a picada, sugam junto
com o sangue as formas amastigotas de um anineataaio, que se aloja em partes de

3



seu intestino levando-as a se transformar em ptajotss. Esta forma € alongada e
apresenta um longo flagelo livre. No sistema digeste seus vetores, pelo menos dois
estagios de desenvolvimento sequencial foram defni a forma prociclica, nao
infectante, e a forma metaciclica, infectafA SILVA; SACKS, 1987; SACKS,
1989; SACKS; PERKINS, 1984). Neste processo derahf@gacdo, denominado
metaciclogénese, ocorrem modificagdes na morfologisexpressdo acentuada e
diferenciada de fatores de viruléncia tais como ataloprotease gp63 e o
lipofosfoglicano (LPG) de superficie. O polimorfisrdesta ultima estrutura vem sendo
explorado em técnicas de separacdo destes doigiosstde desenvolvimento.
Consequentemente, o LPG seria um importante fadowviduléncia dalLeishmania
(SPATHetal., 2000).

Durante a multiplicacdo das promastigotas no imestio inseto, as formas
infectantes migram para a probdscida causandougistrmecéanica ou dificultando a
ingestdo de sangue quando o inseto tenta se aiiméwsim, o fleb6tomo faminto &
levado a picar e a sugar muitas vezes e depoiadieasforco para ingerir o sangue, 0S
musculos encarregados da succéo relaxam e caugargitacdo do material ingerido.
Neste momento, é inoculado um pequeno niumero (IIM@) de formas promastigotas
metaciclicas em novo hospedeiro vertebrado. Estasak sao rapidamente fagocitadas
por macréfagos onde diferenciam em amastigotasjtests arredondadas ou ovaladas
sem flagelos (ANTOINEet al., 1998; COURRETet al., 2001). Estas amastigotas se
multiplicam por divisdo binaria até romperem asuled, disseminando-se pela via
hematogénica e linfatica, iniciando uma reaca@métoria e proporcionando a atragédo
de outros macréfagos iniciando um ciclo. Desta foimicia-se o desenvolvimento da
doenca.

No momento, é impossivel combater a leishmanioskzamdo-se um dnico
enfoque. As principais estratégias de controle s&mombate ao vetor, quando viavel,
diagnostico e tratamento dos infectados e em faomsnoticos o controle do
reservatorio animal (DESJEUX, 2004a; DESJEUX, 200@bdesenvolvimento de uma
vacina segura, eficaz, estavel, de baixo custo ee ppderia ser utilizada de forma
profilatica, proporcionando imunidade e impedindo desseminacdo da doenca
(KEDZIERSKI; ZHU; HANDMAN, 2006) é o objetivo de vids pesquisadorefNo
entanto, apesar da abundancia de estudos nestobserde alguns resultados otimistas,
ndo se espera, a curto prazo, a disponibilizacésie denportante instrumento,

continuando a ser problematico a controle da eralemi



Baseados na observacdo de que, ap0s a cura dgptesada da leishmaniose
cutanea, desenvolve-se uma imunidade duradoureac@mfeccgao, estudos iniciais em
busca de uma vacina tornaram tradicional a praé#céeishmanizacdo coin major.
Esta consiste na exposicdo de certas partes do emrgarasito vivo. Entretanto, a
variabilidade no tamanho e duracdo das lesOestaates da inoculacdo de cepas
virulentas fez com que a pratica fosse abandon&REENBLATT et al.,, 1985;
KHAMESIPOUR et al., 2005; NADIM; JAVADIAN, 1988). Varios tipos de vana,
como por exemplo, vacinas com parasitos atenuades mortos, peptideos
recombinantes ou sintéticos e vacinas de DNA, eictes ou ndo de citocinas ou outros
adjuvantes vem sendo investigadas.

Muitas descobertas sobre a imunorregulacao foratasfeitiizando modelos
murinos de leishmaniose, mas a complexidade defetraas clinicas torna necessaria
a realizacdo de estudos adicionais. Infeccoes iexpetais comLeishmaniatém sido
usadas para melhor caracterizar o tipo de resjiosiae especifica desenvolvida pelo
hospedeiro, para definir fatores que podem genar gu processo patogénico cronico
sem cura e monitorar resisténcia ou susceptibéiddd hospedeiro a um desafio
secundario em local distante.

O conhecimento do mecanismo de imunorregulacd@mesgpel pela imunidade
desenvolvida ap0s infec¢cdo primaria possibilitar@lesenvolvimento de terapias e

vacinas através da manipulacdo do sistema imune.

1.1- Leishmaniose experimental: Imunologia

O modelo experimental de infeccdo murina em difieienonstituicdes genéticas
com diferentes espécies deeishmania reproduz com grande similaridade as
caracteristicas distintas do espectro clinico \astopacientes com leishmaniose cutanea
(BEHIN; MAUEL; SORDAT, 1979; MITCHELLet al., 1981). Muitos estudos foram
realizados conk. major,a qual a maioria das linhagens de camundongosisiergs
(entre elas C57BL/6, C3H e CBA), desenvolvendo pegs lesbes com cura
espontanea no local do inéculo, enquanto os canmgodoBALB/c e DBA/2 sao
suscetiveis e desenvolvem lesdes progressivas (SARRBEN-TRAUTH, 2002). Em
contraste, a maioria das linhagens de camundongostran graus variaveis de
suscetibilidade a infeccdo pbr amazonensie desenvolvem lesdes cronicas que nao
curam (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004). A infeccagor L. major
exemplifica o paradigma de desenvolvimento de uesaasta imune do tipo Thl ou
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Th2, no qual o desenvolvimento da doenca € detadoipela natureza e magnitude da
resposta das células T CD4 produgdo de citocinas no inicio da infeccdo
(MOSMANN; COFFMAN, 1989). A resisténcia de camundos a infecgdo pok.
major esta relacionada a uma diferenciacdo e expansaélulas Thl especificas para
Leishmaniadirecionada pela citocina IL-12 (HEINZE&t al., 1991; HEINZEL et al.,
1993; HEINZELetal., 1989). Este subgrupo de linfocitos produz i@ (IFN)y, o
qual contribui para a ativagdo de macrofagos eerprente producdo de 6xido nitrico
(NO) responsavel pela morte do parasito (BELOSE®t&l., 1988b; STENGERtal.,
1994). Por outro lado, a suscetibilidade La major esta correlacionada ao
desenvolvimento de uma resposta de células Th2akalitede de gerar uma resposta
celular Thl (REINER; LOCKSLEY, 1995). Nestes casogroducao de citocinas tais
como IL-4, IL-13, IL-10 e TGH, que inibem ou diminuem a ativacdo de macréfagos,
participa do desenvolvimento da doenca (GRO&bal., 1999; KANE; MOSSER,
2001; MATTHEWSetal., 2000; NOBEN-TRAUTH; PAUL; SACKS, 1999).

InfeccOes similares coin. amazonensisostram um perfil diferente. A maioria
das linhagens de camundongos resistentestaajor sdo suscetiveisla amazonensis
O desenvolvimento de lesbes em camundongos C578067BL/10 infectados com
esse parasito ndo foi associado a uma respostarids?,sim a uma fraca resposta Thl
(AFONSO; SCOTT, 1993; SOON&t al., 1996). Foi demonstrado que a inabilidade de
montar uma resposta Thl eficiente, independenterderesposta Th2 induzida por IL-
4 estd associada a uma inabilidade de produziesponder a IL-12 através da inibi¢cao
da expressao da cadeia beta do receptor de ILE1P2@(32) (JONES; BUXBAUM;
SCOTT, 2000). E possivel que o nivel de resposiadlimfeccéo seja inadequado para
a erradicacao do parasito, mas permita o recrut@ntEnmacréfagos e células T. Um
exame do sitio de infeccdo revelou um infiltradocétulas T e macréfagos. Muitos
destes macréfagos sdo vacuolados e altamente adéect Ainda neste estudo foi
mostrado que linfécitos T CD4reativos al. amazonensiscontribuem para o
desenvolvimento da lesé&o e n&o para sua cura (QRCY/; SOONG, 2001; SOON&
al., 1997). Assim, este ambiente se torna altamentedael a replicacdo do parasito e

desenvolvimento da leséao.



1.2- Infeccao com alta dose de. major

1.2.1- Participacao das células T e células B feg@do poi.. major

A capacidade das células T CDehediarem protecdo ou exacerbacido de uma
infeccdo porLeishmaniafoi demonstrada em varios estudos. No modelo fiegao
com alta dose dé&. major, 10 a 10 parasitos, foi encontrado que camundongos
deficientes de células T (nude, RAG2-/- - defickerde gene de ativacdo de
recombinacdo ou MHC lI-/- - deficiente do complelehistocompatibilidade principal)
apresentaram multiplicacdo, disseminacao de pasasiexacerbacédo da doenca (ERB
et al., 1996; GUY; BELOSEVIC, 1995; HOLADAet al., 1993; HOLADAY et al.,
1991; MITCHELL, 1983). Holaday et al (1993) demeoasam que enquanto
camundongos SCID reconstituidos com uma linhagersétldas Thl controlaram a
infecgcdo, os camundongos reconstituidos com umtzadem de células tipo Th2
apresentaram uma exacerbagdo da doenca. Resufiediteres foram encontrados
utilizando linhagens de células e clones derivadizss camundongos BALB/c
imunizados (SCOTTet al., 1988; SCOTT; CASPAR; SHER, 1990). Assim, as
caracteristicas diferentes das sub-populacdes T2 émplicam em fun¢bes diferentes
no curso da elaboragéo da resposta imune.

Apesar de varias evidéncias apontarem para aipagéo das células T CD4
no controle desta infecgdo, a funcdo das célul&DE" ainda nio foi bem definida.
Estas células iniciam sua resposta ao patdgenodquaaconhecem antigenos
especificos apresentados por moléculas MHC | enoce&ssio com sinais co-
estimulatérios das células apresentadoras de antilBOURGEOISet al., 2002;
SCHOENBERGERet al., 1998). Para se tornarem totalmente ativadasglatas T
CDS8" dependem das células T CDé de células dendriticas (DCs) (MELIEF, 2003).
Na leishmaniose, as células T CD@m sido associadas com padrdo de cura em
humanos e camundongos, mas, a rota de ativac@asdedtlas ainda ndo é clara. Nao
se sabe como o conteudo do vacuolo parasitofor® se encontra o parasito, chega ao
citosol para ser processado e apresentado por medéde classe I. Estudos mostram
mecanismos indiretos e diretos de apresentacd@daufavorecendo este processo
(FONTENEAU et al., 2003; GUERMONPREZ; AMIGORENA, 2005; HOUD# al.,
2003; KOVACSOVICS-BANKOWSKI; ROCK, 1995).



As células T CD8 podem produzir quantidades substanciais de \IFN-
(SALGAME et al., 1991) e podem participar da regulacdo inicial despostas de
citocinas produzidas por células T CD® modelo murino de leishmaniose sugere que
as células T CD8participam do controle da infeccdo através dayrad de IFNy e de
sua capacidade citotéxica. Seu efeito citotoxicexércido através da exocitose de
granulos liticos e da expressdo de FasL/CD95L ammesanismos indutores de
apoptose (TRAPANI; SMYTH, 2002).

A primeira evidéncia da participagdo de célulasD8Cna imunidade a infeccéo
por L. major veio da observagdo que um maior nimero de célul@a®8" especificas
para o parasito foram ativadas em camundongosteess quando comparados a
camundongos suscetiveis (MILOMt al., 1986). Reforcando este dado, estudos
adicionais demonstraram que a deplecdo destasagénh camundongos resistentes
acentuou o desenvolvimento da lesdo primaria mesimomodificando o fenétipo de
cura (TITUSet al., 1987). Foi observado também que camundongosielgis em
CD8 oup2-microglobulina mantiveram sua capacidade de vesahfec¢des primarias
com Leishmania(HUBER et al.,, 1998). Ainda, foi demonstrado que estas células
participam através da producdo de ENbem como através da regulacdo da producéo
desta citocina por células T CD4 que sugere uma resposta cruzada entre esges doi
subtipos de linfocitos (HERATH; KROPF; MULLER, 2003

Além da participacdo das citocinas, mecanismos ittgoxicidade também
parecem envolvidos no controle deishmania Alguns resultados contraditorios foram
encontrados para a participacdo da granzima A. &nqualguns estudos mostram que
camundongos resistentes apresentam maior expresgémucdo da granzima A que
camundongos suscetiveis (CONCEICAO-SIL\¢Aal., 1998; EISERTet al., 2002),
outros demonstram que camundongos C57BL/6 defecidatgranzima A ou B ainda
foram capazes de controlar a infeccao lpomajor (FRISCHHOLZ; ROLLINGHOFF;
MOLL, 1994; MOLL etal., 1991).

A funcéo das células B e anticorpos na infeccad_pmhmanigparece depender
de multiplos fatores, entre eles, da linhagem dawoucelongo, dose e local de infeccao e
fatores de viruléncia utilizados por cada espéeigarasito a fim de evitar o sistema
imune do hospedeiro. Em infeccfes homajor os dados encontrados sao variaveis.
Alguns estudos sugerem que nem as ceélulas B e semtigorpos apresentam funcées
protetoras na leishmaniose humana e murina. Aoramt as células B parecem
contribuir para a progressdo da doenca. Camundodgéisientes em células B

comparados a camundongos BALB/c mostraram um atr@soirso de infec¢cao coim
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major, o qual foi revertido pelo tratamento com IL-7 (HRAUF et al., 1995).
Também a fagocitose de parasitos opsonizados ceépt@es do Fc da cadgigFcyRs)

foi um forte estimulo para a produgédo de citociaanflamatérias com fungcédo na
suscetibilidade a infeccdo pbr major (PADIGEL; FARRELL, 2005). Ainda, em um
estudo com camundongos SCID que apresentam resssténl. major apos
reconstituicdo com células T, o acréscimo de cgliBaconferiu suscetibilidade ao
parasito (VARKILA et al., 1993). Por outro lado, camundongos BALB/c e CYBBL
deficientes de células B infectados com alta dosepwmastigotas dé&. major
mostraram que nem as células B e nem o0s anticosfos necessarios para a
suscetibilidade a este parasito. Ambas as linhagensamundongos deficientes de
células B desenvolveram mesmo fendtipo de infecg@os camundongos selvagens
(BROWN; REINER, 1999).

1.2.2- Participacdo das citocinas e quimiocinamfecao poi.. major

Diferentes parametros influenciam a via de difeiagéo das células T CD4
precursoras, incluindo o tipo de células apresentsdde antigeno (APC), natureza dos
sinais co-estimulatorios (KUCHRO@ al., 1995), extensao da interacdo do receptor de
células T (TCR) (CONSTAN®Etal., 2002), dose de antigeno (HOSKENal., 1995),
rota de administracdo do antigeno (GUE®I., 1996) e numero de divisGes celulares
(BIRD etal., 1998). Entre estes diferentes sinais polarizaddeecélulas T, as citocinas
sdo reconhecidas como indutores cruciais da difexe@io em células Thl e Th2. Os
resultados acumulados nos ultimos anos tém esiclaralguns aspectos funcionais das
citocinas nesta diferenciacao.

Uma citocina critica para o desenvolvimento destéscia mediada por células
Thl é a IL-12. Camundongos BALB/c tratados com A ekdgena durante a primeira
semana de infeccdo colm major apresentaram o desenvolvimento de uma resposta
mediada por células CD4lo subtipo Thl associada ao controle das lesGEENEEL
etal., 1993; SYPEKet al., 1993). Observou-se também que camundongos rdsiste
apos a neutralizacdo de IL-12 ou deficientes naursdbde p35 ou p40 da IL-12
apresentaram um fendtipo de suscetibilidade comendedvimento de lesbes
progressivas (HEINZEktal., 1993; MATTNERetal., 1996; SYPEKketal., 1993).

Alguns estudos implicam a IL-12 também na manutenigiresposta Thl uma
vez que tenha sido estabelecida. Lesdes de canyoal@b7BL/6 controladas, porém

apresentando parasitos persistentes, foram reasivaplos tratamento com anticorpos
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anti-IL12 (STOBIEet al., 2000). Ainda, células Thl de camundongos curamus
transferiram imunidade a camundongos deficiented de? (PARK; HONDOWICZ;
SCOTT, 2000).

A producdo inicial de IL-12 €& também importante gpaa producdo de
quimiocinas durante a infeccdo fdarmajor (ZAPH; SCOTT, 2003). A neutralizacao
da IL-12 em camundongos suscetiveis resultou nandigiio da expressdo de
quimiocinas, enquanto sua administracdo em camguodosuscetiveis produziu um
aumento no nivel de expressdo de quimiocinas dg@ecdurante a resposta imune
inicial a infecc&o pok. major.

Outra citocina com funcao crucial na resisténdiaéccao d.. majoré o IFNy.
Sua participacao na diferenciacdo de células Timinac&o do parasito e recrutamento
celular foi demonstrada em varios estudos. A adittagado de anticorpos anti-IRN-
em linhagens de camundongos resistentes nos doisifms dias de infecgéo fez com
gue estes camundongos fossem incapazes de con@olé#sdo e levou ao
desenvolvimento de uma resposta Th2 (BELOSE¥®i@I., 1989; LAUNOISet al.,
2002; MATTNERet al., 1996; SCOTT, 1991). Resultados semelhantes fatardos
quando camundongos de constituicdo genética nestmas deficientes no IFNeu
receptor para IFN; foram incapazes de controlar o crescimento dasiar(LAUNOIS
etal., 2002; SWIHARTet al., 1995; WAKIL et al., 1998; WANGet al., 1994). Estes
dados sugerem um papel do IFNwa inibicdo do desenvolvimento de uma resposta
Th2. Tem sido demonstrada também sua participagabferenciacdo das células Thl
através da otimizacdo da producdo de IL-12 e pré@malp expressdo da cadeia IL-
12R32 (MA etal., 1996; SZABCetal., 1997).

A ativacdo de macrofagos a um estado parasiticatalfpN-y é o principal
mecanismo efetor antieishmania Esta citocina aumenta a sintese da enzima Oxido
nitrico sintase induzivel (iNOS) levando a prodygagartir deL-arginina, de radicais
reativos de nitrogénio toxicos para o parasito (REBY etal., 1994; GREENet al.,
1990c; GREENetal., 1990a; LIEW; LI; MILLOTT, 1990b). A ativacdo deatréfagos
por IFNy pode ser regulada por outras citocinas produziddas células Th2, tais
como IL-4 e IL-10 (LIEWetal., 1989).

O IFN-y também exerce efeito indireto sobre o recrutamdatteucécitos, por
meio da indugdo da expressdo de varios genes aeioginas (FARBER, 1997).
Portanto, o IFNy¢ pode ser responsavel pelo balanco entre recrutandenmacrofagos

e o nivel de ativagdo, o qual é critico para orodeda infeccgéo.
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Enquanto a resisténcia contra infec¢ao esta clar@nassociada a uma resposta
Thl induzida por IL-12 e IFN; estudos usando varios modelos experimentaise entr
eles camundongos geneticamente deficientes, téstigu@do a importancia da IL-4 no
desenvolvimento de lesdes cronicas e investigadoounediadores alternativos.
Estudosin vivo, estabeleceram que a IL-4, durante o estagio inigianfeccao, tem
uma funcdo importante no desenvolvimento de célllgs A primeira evidéncia foi
que a administracdo de anticorpos anti-IL-4 a catongos BALB/c no inicio da
infeccdo eliminava a polarizacdo Th2, permitindoauexpansdo de células Thl e
consequente cura da lesdo (SADI€Kal., 1990). Launoi®t al (1995) mostraram que
camundongos BALB/c, em contraste a camundongosteases, produzem um aumento
de producdo de IL-4 extremamente rapido em resostieccao pok. major. Andlise
do TCR de células T CD4rodutoras de IL-4 no primeiro dia de infecg&o lpomajor
demonstraram que todo o RNAmM de IL-4 expresso neestgpo foi produzido por
células T CD2 que expressavam as cadeigf®\e Vu8 em seu TCR. Resultados de
experimentos utilizando camundongos BALB/c defitgen seletivamente nesta
populacdo de células TCD4/B4a8 e infectados pok. major mostraram que estes
camundongos ndo eram mais capazes de gerar ttagstilL-4 no inicio da infeccéo
por células T CD4 Ao contrario, desenvolveram uma resposta Thlanfaesistentes a
infeccdo (LAUNOISet al., 1997). Foi mostrado também que esta producéaa@lirde
IL-4 por esta populacéo de células acontecia agthsi@lo com o antigeno LACK de
major. O tratamento desta linhagem de camundongo coneipeo LACK alterada
antagonizou a producéo inicial de IL-4, inibiramdesenvolvimento de células Th2,
redirecionaram a expansao de células Thl e genamaaprotecdo duradoura (PINGEL
et al., 1999). O camundongo C57BL/6 e outras linhagesstentes, entretanto, nao
montaram uma resposta inicial com producéo de altass de IL-4 seguinte a infeccéo
porL. majorou injecdo de LACK (LAUNOIStal., 1995).

Sugeriu-se que um mecanismo responsavel pelo peErfibuscetibilidade em
camundongos seria a inibicdo da produgcdo de IL-4a pL-4. Alguns trabalhos
mostram que a IL-4 produzida logo ap0s a infecg@d_pmajor inibe a expressao da
cadeia IL-12B2 nas células T CD4resultando em um estado de ndo responsividade a
IL-12 e no desenvolvimento de células Th2 (LAUNQISal., 1995). Em contraste,
camundongos resistentes ndo apresentam esta pooihigial de IL-4 apds infeccdo
com L. major e mantém a expressdo da cadeia ILf2Rem células T CD4
(HIMMELRICH et al.,, 1998). Entretanto, camundongos BALB/c transgénico

expressando IL-12B2 apresentaram lesdes progressivas e montaramaspesta de
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células Th2 depois de infeccao pomajorde forma semelhante ao BALB/c selvagem.
Portanto, a funcdo exata na diminuicdo da expreskiiocadeia IL-12B2 na
diferenciagdo em Th2 necessita de maiores estidtS881(KOMORI etal., 2001).

Embora tenha sido demonstrado o efeito do IL-4 ifereshciacdo de células
Th2, recentemente mostrou-se que esta citocinagu@m desenvolvimento de células
Thl e a hipersensibilidade do tipo tardia. Alguasuitados mostraram que, quando
disponivel durante o periodo inicial de ativacée D&s precedente a estimulagdo das
células T, a IL-4 direciona as DCs a produziremlB® e conseqientemente induz o
desenvolvimento de resposta Thl (BIEDERMANNaI., 2001; EBNERet al., 2001;
HOCHREIN et al., 2000; KALINSKI et al., 2000). Entéo, os efeitos opostos exercidos
pela IL-4 na diferenciacdo de célula T C#pendem da célula alvo estimulada. Desta
forma, a IL-4 poderia ser considerada como umaiciéopotencialmente envolvida no
desenvolvimento de células Thl.

O papel da IL-10 no desenvolvimento de uma respistdpo Th2 também foi
abordado. O tratamento de camundongos resisterdascetiveis com anticorpo anti-
IL-10 ndo alterou o fenétipo destes camundongoiseff@ntrada uma producao similar
de IL-10 na fase cronica de infeccdo em ambasnémdens de camundongos, em
contraste com uma producdo significativamente neévada nos camundongos
suscetiveis na fase inicial de infec¢cdo (CHATELAMAUZE; COFFMAN, 1999).

Outros estudos revelaram que camundongos transgéqiee expressam mais
IL-10, em fundo genético resistente, sdo mais s$iveie a infeccdo pot. major
mesmo ainda apresentando uma resposta Thl (GR&WX, 1999). Em oposicéao,
camundongos BALB/c deficientes em IL-10 sdo massstentes a infeccdo por este
parasito do que a linhagem selvagem (KANE; MOSSHER]).

A inabilidade dos camundongos BALB/c IL-dR- de responderem a IL-4 e IL-
13 e mesmo assim desenvolverem uma lesdo progressi®m cura sugere que outros
fatores, além destas duas citocinas, podem comtripara a suscetibilidade do
camundongo BALB/c &. major. Estes camundongos IL&R- quando tratados com
anticorpos anti-IL10 apresentaram uma diminuicatantanho da lesdo e no niumero de
parasitos em relacdo ao grupo néo tratado, indicasdim que a IL-10 pode ter um
papel na suscetibilidade a infec¢cdo pomajor (NOBEN-TRAUTHetal., 2003).

Ainda, varios estudos mostram que a IL-10 inibetigidade citotoxica dos
macrofagos (MOORIgetal., 1993; MOSMANN, 1994). A adicédo de IL-10 a cultsicde
macrofagos inibiu quase completamente a morte disipos intracelulares (VIETEE

al., 1994). Além disto, a interacdo daishmaniacom receptores na superficie do
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macrofago induziu preferencialmente a producédo ltes aniveis de I1L-10. A IL-10
produzida pelos macréfagos infectados inibiu aaghe dos mesmos e diminuiu sua
producéo de citocinas inflamatoérias (KANE; MOSSEB01).

Recentemente, mostrou-se que a IL-10 derivada ldéasélreg esta também
implicada na persisténcia d&ishmaniaem lesdes curadas de camundongo C57BL/6,
pois a eliminacdo completa dos parasitos ocorretarienhagem apenas quando a via
de sinalizag&o da IL-10 foi inibida com anticorpui-aeceptor de I1L-10 (BELKAIDet
al., 2001). A funcéo inibitéria da ativacdo de macogofa da IL-10 pode ser um
provavel mecanismo responsavel por esta persiatgoais sua producéo pelas células
Treg na fase cronica da doenca domina o mecani$etor ele producdo de IFM-
(BELKAID etal., 2002a).

O TGF{ é uma citocina pleiotrépica com multiplas func@egulatérias no
sistema imune. Ente elas, a inibicdo de fun¢Oeispandsitarias dos macrofagos e a
inibicdo da diferenciacéo de células T efetorasT(LIERIO; ROBERTS, 1998). Varios
trabalhos vém mostrando que o T@GHibe a producéo de IL-12 (SKEEM al., 1996;
TAKEUCHI; ALARD; STREILEIN, 1998) a ativacdo dos wrafagos por IFNy a
expressdo de INOS e a producdo de NO (BOG2AMA., 1992; VODOVOTZet al.,
1993), eventos estes criticos para o controle dasjta. Ainda, em uma infeccao dor
major células produtoras de T@eram mais proeminentes em lesdes de camundongos
BALB/c comparados com camundongos C57BL/6 e gueitro, a producdo de NO por
macrofagos de camundongo C57BL/6 foi maior querpacréfagos de BALB/c apds
estimulo com IFN¢ (STENGER et al., 1994). Esta menor producdo de NO nos
camundongos suscetiveis pode ser uma consequéaciaibicdo da ativagdo do
macrofago pelo TGPB- e reduzida capacidade de responder ao \IFResultados
similares foram encontrados quando camundongos CB6khhagem com
suscetibilidade intermediaria a. major, tratados com anticorpo anti-TG¥-
apresentaram um aumento na producdo de NO, umaudg&d no nimero de parasitos
e cura mais rapida (LI; HUNTER; FARRELL, 1999). @&canismos de inibicdo de
diferenciacdo das células Thl por TGRinda ndo sdo bem conhecidos, mas estudos
demonstram que o TGEFpode atuar diretamente nas células T atravésibigdn da
expressao de T-bet, um fator de transcricdo cen&raliferenciacdo Thl (GORELIK;
CONSTANT; FLAVELL, 2002). Desta forma, o TGFpode também ter um efeito

inibidor da diferenciacéo de células no subtipo d@ihdante a infeccdo par major.
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1.2.3- Mecanismos efetores dos macrofagos na iadeegrL. major

Os macrofagos possuem fungdes criticas para ootentta infecgcdo por
Leishmania Eles sdo a segunda onda de células que entrattimale infeccdo. Estas
células possuem funcdes multiplas: servem comdasehospedeiras para a replicacéo
do parasito, como células apresentadoras de aatigesomo fonte de citocinas
moduladoras da resposta imune mediada por céhié@s do mais, depois de ativacao
apropriada por células Thl, eles servem como &kftstoras para a morte intracelular
do parasito (BOGDAN; ROLLINGHOFF, 1999).

Estudosin vitro com macréfagos murinos mostraram que a ativacdo do
macrofago por IFNF(BELOSEVICetal., 1988a) e TNF (LIEWetal., 1989) provoca a
producdo de NO resultando na morteLdanajor. O TNF € uma citocina pleiotrépica
que participa de funcbes protetoras contra divepsddgenos mas também pode estar
associada com patologia (VASSALLI, 1992). Suas ac¢é@o mediadas por dois
receptores, TNFRp55 e TNFRp75. O primeiro pares®lerdo na maioria dos efeitos
conhecidos do TNF. Esta citocina possui acdo taavatoria na fase inicial de
infeccdo e funcdo antinflamatéria e de reparo aparstrole do parasitismo. Foi
demonstrada sua participacdo na inducdo de expredsdmoléculas de adesao
(MACKAY etal., 1993), na eliminagao de parasitos (FLYNNal., 1995; GREENet
al., 1990a; LIEWetal., 1989; PFEFFERtal., 1993)e na inducéo de apoptose (LEIST
etal., 1995; TARTAGLIAetal., 1993; WONG; GOEDDEL, 1994).

Trabalhos com camundongos deficientes no recep®idp TNF (TNFRp55-/-)
demonstraram que estes animais, quando infectamod.cmajor, eram incapazes de
controlar a lesdo embora desenvolvessem uma raspdst e controlassem o
parasitismo, apesar de seus macrofagos nao teosazido NO (VIEIRAetal., 1996).
Estudos adicionais mostraram que células T, atrdeésmoléculas co-estimulatorias
CD40L e LFA-1, podiam ativar macréfagos na auséunl@alNF (NASHLEANAS;
SCOTT, 2000) levando assim a eliminacdo do parasgtes resultados sugerem que a
sinalizacdo através do receptor p55 de TNF € né&caspara induzir apoptose de
células T na lesdo uma vez o parasito tendo siduneldo, pois na sua auséncia as
lesbes ndo regrediram (KANALYt al., 1999; VIEIRA et al., 1996). Estes dados
sugerem também que o TNF atua como um co-fatoreservolvimento da imunidade
protetora a_eishmaniasendo dispensavel para o controle da infeccaerdife disto,
outros resultados demonstraram, entretanto, gaec#stina € essencial para o controle

do parasito, pois camundongos resistentes defesemd producdo de TNF, B6. TNF-/-,
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desenvolveram a forma visceral da leishmaniosefguéatal para estes animais. O
parasito disseminou rapidamente e a maioria dosidomgos morreu com seis a nove
semanas de infeccao (WILHELBtal., 2001).

O macrofago murino ativado metaboliza-arginina por duas vias. Uma delas é
a producdo de NO catalizada pela enzima iINOS, & @uda L-arginina em NO e
citrulina. A outra é a via alternativa de ativacdo macréfago onde ocorre a
metabolizacdo da-arginina emc-ornitina e uréia pela agdo da enzima arginase. A
inducdo destas enzimas sdo alternativamente irmkizmbr citocinas Thl e Th2
(CORRALIZA et al.,, 1995; MODOLELL et al.,, 1995; MUNDER et al., 1999;
MUNDER; EICHMANN; MODOLELL, 1998). O IFNy induz a expresséao da iNOS
enquanto a IL-4, a IL-10 e o TGFinduzem a atividade da arginase. As atividades
destas enzimas, INOS e arginase, sdo dependentéspaibilidade da.-arginina,
substrato comum. Este substrato do meio extracadut@cessario para a sintese de NO
dependente de INOS (STEVEMSal., 1996). O mesmo foi também documentado para
a atividade da arginase (YERAMIA&t al., 2006). Assim, parece que o transporte-de
arginina do meio extracelular para o interior dleéé importante para o crescimento
do parasito dentro da célula hospedeira.

Evidéncia direta para a funcdo critica do NO eredgfio murina pok. major
foi obtida pelo uso de camundongo deficiente deSN@WEIletal., 1995) e pelo uso de
inibidores com forte seletividade para iINOS (STENRGHE al., 1995). O tratamento de
macréfagos com inibidores de iINOS diminuiu a atdd leishmanicida e aumentou a
sobrevivéncia do parasito indicando que o NO prindupelo macréfago poderia inibir
a replicacdo do parasito (HUAN@t al., 1998a; LIEWet al., 1990a). Ainda, foi
mostrado que a atividade da INOS é muito importgnae o controle do parasita
persistente em hospedeiro imunocompetente depaiesdéducdo da infeccado primaria
(STENGERetal., 1996). Além disto, parece que o parasito podelae@ expressao da
INOS, favorecendo assim sua sobrevivéncia (PROUDF@tal., 1996). O LPG de
promastigotas de.eishmaniafoi capaz de estimular macrofagos a expressar iINOS
apenas em sinergia com o IfNsendo este efeito sinérgico tempo-dependente. A
incubagcdo de macrofagos com LPG por 4 a 18hs dotestimulo com IFN-resultou
em uma expressao diminuida de RNAmM de iNOS e n@moalucdo de NO em relacao
as células incubadas apenas com meio de cultura.

Em contradigdo com os dados acima, outros trabatfesonstram que a
inducéo de INOS e producéo de NO parece ndo sSeresuié para a fungcdo microbicida

pois camundongos deficiente em Fas (CD95) ou Fa&b conseguem eliminar o
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parasita, apesar da producdo acentuada de NO (CI@ACESILVA et al., 1998;
HUANG etal., 1998b). Assim, parece que a apoptose de macfafgrtados através
desta via pode contribuir para o controle do pasaso.

A possivel funcdo da arginase na patologia e &gdic do parasita ainda néo
esta clara. Estudos inicidrs vitro mostraram que o crescimentoldemajor dentro dos
macréfagos foi aumentado na presenca da argindHESTA et al., 2002). Foi
demonstrado também que a arginase é induzida enundamgos suscetiveis e
resistentes durante o desenvolvimento da doenca.leS@ dos camundongos
suscetiveis, a inducédo desta enzima ocorreu paratettempo de infeccdo, enquanto
gue nos camundongos resistentes a enzima apresammioento na atividade apenas
durante periodo em que as lesGes eram aparentas. disto, a inibicdo da arginase
reduziu o numero de parasitos e atrasou o desem@ito da doenca no camundongo,
enquanto o tratamento comornitina aumentou a suscetibilidade no camundongo
resistente (INIESTAet al., 2005). Estes resultados reforcam a participagaarginase
na mediacdo do crescimento do parasito e do delsaneato da leséo.

1.3- Infeccéo com alta dose de. amazonensis

1.3.1-Funcéo das células T e células B na infeccad pamazonensis

A maioria das linhagens de camundongos é suscediveifeccdo porL.
amazonensjsdesenvolvendo lesdes cronicas na pele, que namce sao diferentes
nos estagios iniciais e cronicos da doenca. Existeimeras evidéncias de que a
resposta imune do hospedeiro a infeccéo por esasijoae diferente da resposta imune
do hospedeiro infectado pbr major.

As células T em uma infecgcdo com alta dosé..damazonensjspor exemplo,
apresentam acOes diferentes das observadas pecgdofpor.. major (previamente
descrita no item 1.2.1). Estudos iniciais com casomgos C57BL/6 RAG2-/-, MHC II-

/- ou nude infectados com. amazonensignostraram poucos parasitos no sitio de
infeccdo e desenvolvimento de lesdo muito lentoysorperiodo de cinco meses de
infeccdo. Entretanto, quando os camundongos RAGH#edetados pot.. amazonensis
foram reconstituidos com células T CDa progresséo da lesdo foi restaurada. Estes
resultados mostram que as células T C&@htribuem para a suscetibilidade a infeccéo
porL. amazonensi€SOONGetal., 1997).
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Uma das caracteristicas importantes na leishmaniosédnea € o
desenvolvimento de nodulos seguido de Ulceras cal lda infeccdo. Camundongos
infectados por L. amazonensismostram lesGes ulcerativas similares. Como
camundongos SCID desenvolvem nodulos ndo ulcestivéuncio das células T CD4
na ulceracdo foi estudada nestes camundongos cperientos de reconstituicao
celular. Apenas os camundongos que receberam ésjitendepletados de células T
CD4" ndo mostraram ulceragéo. As evidéncias obtida® mesbalho mostraram ent&o
que as células T CD4sio essenciais para a ulceracdo em lesdes caysadas
amazonensis(TERABE et al., 2000). Desta forma, foi estabelecida mais uma
importante fungdo das células T CD¥ patologia causada por este parasito.

Outra importante fungédo das células T CB4 recrutamento dos macrdfagos e
monocitos para o sitio de infeccdo. Foi demonstrade camundongos MHC II-/-
apresentavam poucos macrofagos no local da infe@gimo estas células sao criticas
para a manutencgdo da infeccao, a fungéo das célulagprocesso de recrutamento dos
macrofagos parece entdo ser essencial para ost@arde complexo “Leishmania
Mexicana” (STEINBRINK et al., 2000; SUNDERKOTTERet al., 1993). Situagdo
diferente foi observada para infeccdo plor major, onde 0s mecanismos de
recrutamento de mondécitos e macrofagos parecemenet auséncia de células T.

Para entender melhor a especificidade antigénis@é&lalas T CDZ%na infeccéo
por L. amazonensifoi investigada a expansdo de um subgrupo emcphatide célula
T CD4 envolvido na suscetibilidade a doenca como foepleslo para infecgéo pbr
major. Os resultados ndo revelaram uma tendéncia sigtiifa na expansao de células
T CD4" expressando algum subgrupo especifico de TCR emurmongos BALB/c,
bem como em C57BL/6 (&tal., 2002).

Recentemente, ha muito interesse em uma subpoputigiélulas T CD4
supressoras especializadas nas infecgbes Lmashmania denominadas Treg.
Pesquisadores investigaram se o grau de susai®lia infeccdo pdr. amazonensis
era regulado por uma dinamica entre células Tregjidas T efetoras (#tal., 2005).

Os resultados obtidos mostraram um aumento deasélubg CDACD25'CD86’, bem
como um aumento na expressado de P>-1L-10R no sitio de infeccdo e linfonodos
drenantes apos infeccdo ciumamazonensidA transferéncia de células Treg derivadas
da leséo para camundongos RAG1-/- restringiu ondebamento da doenga, enquanto
a transferéncia de esplendcitos depletados deaséluCD25 deixou os camundongos
RAG1-/- mais suscetiveis a infeccdo que os camugwormue receberam toda a

populacdo de esplendcitos. Este estudo sugere sfas e€lulas podem limitar a
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imunopatogénese causada pela infeccadd_pamazonensis enfatiza o balanco entre
células Treg e células Thl efetoras na determindgdesultado da infeccdo @al.,
2005).

Evidéncias em infecgdes murinas chmmajor indicam que as células T CD8
contribuem para o controle da infeccdo em camurmlongne (FARRELL; MULLER,;
LOUIS, 1989; MULLERetal., 1994). Esta mesma capacidade de protecao pdipste
celular foi observada também em infeccdo ¢oramazonensifCCOLMENARESetal.,
2003) pois, camundongos deficientes pBmicroglobulina ou perforina imunizados
nao foram capazes de controlar a infeccdo tonmamazonensisNeste estudo, foi
demonstrado que as células T CpBotetoras produzem IFie perforina no sitio de
infeccdo, sugerindo que ambas as moléculas sdorafeem animais vacinados
infectados potk.. amazonensisAinda, um exame do sitio de infeccdo no camundong
selvagem revelou um infiltrado de células T CDBm contraste, foi demonstrado que
na auséncia de células T CDdxiste uma capacidade limitada das células T 'CD8
restrita a classe | em responder contta @mazonensie uma infiltracdo minima dessas
células. A falha na migracdo das células T Cp&ra o sitio de infeccdo parece estar
relacionada a uma deficiéncia em sinais seletieagssarios para o recrutamento destas
células (SOONGet al.,, 1997). Em contraste ao que ocorre com camundongos
infectados por.. major (OVERATH; HARBECKE, 1993; WANGet al., 1993), as
células T CD8 podem modular o curso de infeccdo poramazonensispois na
auséncia destas células as lesBes foram signica¢inte menores (SOON@& al.,
1997). Em oposicdo a estes resultados recenterfrdemonstrado que as células T
CD8" nio sido necessarias na imunidade cohtraamazonensis Camundongos
deficientes na cadeia p40 da IL-12 e IL-23 (IL-Bp20-/-) depletados de células T
CD8" ou camundongos deficientes @&-microglobulina imunizados apresentaram
lesGes e parasitismo menores que 0 grupo contaolénmunizado apos infeccdo cam
amazonensiftHERNANDEZ SANABRIAetal., 2007).

A funcdo das células B e anticorpos na suscet#lllbda infec¢cdo pot.
amazonensi® mais clara que na infeccdo plor major. Resultados da literatura
mostraram que camundongos deficientes de célulasaBticorpos infectados par
amazonensigpresentaram lesbes menores quando comparadoBagdim selvagem
(KIMA etal., 2000). Um outro estudo também mostrou a partéipale anticorpos na
fagocitose de amastigotas Heamazonensipor macréfagos via fR. Este processo
gerou a producdo de IL-10 pelo macrofago infectagoe contribuiria para a
exacerbacdo da doenca (YANG; MOSSER; ZHANG, 208iH)da, em outro estudo
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recente, foi sugerido que as células B e sua pémdde anticorpos acentuam a infeccao
por L. amazonensjgarcialmente por promover a ativacdo das céllilasa migracao
celular para o sitio de infeccdo (WANASEN; XIN; SRG, 2007).

1.3.2- Papel das citocinas e quimiocinas recgéo pot.. amazonensis

A suscetibilidade a infeccdo pbr amazonensiparece relacionada a falhas na
inducdo de citocinas que sdo importantes para endelrimento de células Thl e
funcdes efetoras dos macréfagos. Estudos inicensodstraram que a polarizacdo da
resposta celular em Thl e Th2 encontrada no matieiafeccdo murina pdr. major
nao se repetia em infecgdes hommazonensiamundongos C57BL/6 ou C57BL/10
infectados conk.. amazonensiproduziram pouco ou nenhum IFNe uma producéo de
IL-4 foi observada apenas nas primeiras semanamfdecdo (AFONSO; SCOTT,
1993; Jlet al., 2002), sugerindo uma fraca resposta imune megadaélulas T ou
uma resposta celular mista, como a encontradaistarianiose humana (PIRME2
al., 1993; SILVEIRAetal., 1991). Ainda, o tratamento com anti-IL-4 ou dRt¥-y ndo
mostrou efeito significativo no curso de infeccaor h. amazonensiSAFONSO,;
SCOTT, 1993). Estes estudos sugerem que mecanismligplos podem contribuir
para a suscetibilidade do camundongo a esta espelceshmania

Devido a importante fungcdo da IL-12, IFNe TNFa no mecanismo de
resisténcia a leishmaniose varias pesquisas avalipanticipacdo destas duas citocinas
na infeccdo pok. amazonensiO desenvolvimento de uma resposta Thl € dependent
da presenca de IL-12 bem como da habilidade dadaséll responderem a esta
citocina. A infeccdo de camundongos C3H poamazonensisesultou em uma baixa
producdo desta citocina por células T CDhtigeno especificas e a administragio
exdgena de IL-12 néo teve efeito no curso de i@@cgm prejuizo na expressao de IL-
12RB2 e a consequente ativacao insuficiente da resftstag, em parte, responsavel
pela suscetibilidade do camundongo frente a infeqgér este parasita (JONES;
BUXBAUM; SCOTT, 2000). Foi demonstrado também gaenandongos infectados
com L. amazonensigpresentaram um atraso e uma expressao diminaidla1? no
sitio de infeccao e linfonodos drenantes quandopasatdos com o controle infectado
com L. major (JI; SUN; SOONG, 2003). Estudos com camundongdsieletes IL-
12/23p40-/- reforcam o papel desta citocina nast@&scia a infeccdo, pois, estes
camundongos foram mais suscetiveis a infeccad pmmazonensjsapresentando uma

maior lesdo e carga parasitaria, que os contr@ksgens. Entretanto, uma protecéo
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parcial contra este parasito foi obtida na ausédeidl-12 funcional e uma resposta
Thl tipica induzida por um protocolo de vacinacBtERNANDEZ et al., 2006).
Portanto, o desenvolvimento de uma doenca croneeessacda porLeishmaniado
complexo mexicana parece envolver uma diminuicéexpaessao de IL1JR2 e menor
capacidade de responder a IL-12.

A participagdo do IFNr na resisténcia a infeccdo par major € bem
estabelecida, como foi discutido acima. Sua fure&oinfeccdo pot. amazonensjs
entretanto, ainda é controversa. O IFNroduzido pelas células T CD4lurante a
infeccdo coml. amazonensiseria consistente com o perfil Thl. Entretanttylagé T
CD4" promovem lesdes em camundongos infectados lcoamazonesi$SOONG et
al., 1997, TERABEet al., 2000). Os mecanismos que permitem a persist@&acia
amazonensiem face desta resposta Thl sdo paradoxais. Q fpd$sui uma funcéo
inflamatoria associada ao recrutamento e retenefitac (FARBER, 1997; KAPLAN
et al., 1989; KULIDJIAN; ISSEKUTZ; ISSEKUTZ, 2002). Corstente com a
producdo de IFN-e retencdo celular observada, um exame do sitinfdecdo em
humanos, camundongos C57BL/6 e 129Sv revelou alfesis de expressdo de
moléculas de adeséo e infiltrado de células T (G©&DS), mondcitos e macrofagos.
O recrutamento de mondcitos e macrofagos é fundameara a sobrevivéncia e
persisténcia daeishmania(SCOTT, 1985; SCOTT; SACKS; SHER, 1983). Ainda,
alguns resultados demonstraram que o yAhNto é essencial durante a fase inicial da
infeccdo. Nestes estudos, camundongos C57BL/6 iele&s no gene para IFN-
(GKO) infectados por.. amazonensisliesenvolveram lesdes similares a linhagem
selvagem durante as dez primeiras semanas deaofeeg contraste, possui um papel
critico na resolucao tardia da leséo, pois a pdatit0* semana de infeccdo as les6es dos
camundongos GKO se tornaram significativamente raaique as do grupo controle
(COLMENARESetal., 2003; PINHEIRO; ROSSI-BERGMANN, 2007). Estudobr&o
vacinas contra infeccdo pdr. amazonensigeforcam a importancia do IFN-no
mecanismo de protecdo a infeccdo. Nestes estudmsindangos imunizados e
desafiados poL. amazonensigue controlaram a infec¢cdo revelaram um aumento na
producdo de IFN+ (AEBISCHER et al., 2000; COLMENARESet al., 2003;
GONZALEZ-LOMBANA et al., 2008; HERNANDEZet al., 2006; PINHEIROet al.,
2006; PINTOet al., 2004). Além do mais, a imunizacdo de camundorgi® nao
forneceu protecdo (COLMENARES! al., 2003). E possivel, entdo, que o nivel de

resposta Thl a infeccdo pbr amazonensiseja inadequado para a erradicacdo do
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parasita, mas permita o recrutamento de macréfpgosélulas T, favorecendo um
meio adequado para a replicacéo do parasito.

Varios estudos demonstram que a suscetibilidadéeagdo polL. amazonensis
€ independente de IL-4. A neutralizacdo de IL-4ogetha ndo promoveu a resolucdo da
lesdo (AFONSO; SCOTT, 1993) e a delecédo do gere lha¢ também nao alterou o
curso de infeccdo e carga parasitaria na infecoid_pamazonensi$JONESet al.,
2002).

A inibicdo da expressao de IL-1BR independente de IL-4, previne uma
resposta Thl eficaz e cura de infeccdo poramazonensisFoi demonstrado em
infeccdo conl. mexicanague a inibicdo da expressao de IL-B2Roi dependente de
IL-13 (ALEXANDER et al., 2002). Além disto, uma resisténcia acentuadateran
infecgdo porL. amazonensi®u L. mexicanaem camundongos BALB/c IL-4R/-
comparada com o camundongo IL-4-/- reforca umadanga IL-13 na promocéo da
doenca durante a infec¢@o por estas espécies. Ssivpbmecanismo pode ser através
do aumento de prostaglandina (BGE,) pela IL-13 (ALEXANDERet al., 2002; REY
etal., 1999). A PGEinibe a expressao de IL-1BR (ALEXANDER etal., 2002; WU
et al., 1998). Consequentemente, mecanismos alternatesdtando no aumento na
producdo de PGEparecem levar a uma nao responsividade ao IL-1diggrentes
espécies deeishmania

A IL-10 apresenta uma funcdo imunomoduladora emerdos sistemas,
limitando a producdo de IFMNpor células T via inibicdo da producdo de IL-12 po
macréfagos e DC e inibicdo de apresentacdo deecaotiALEXANDER et al., 2002;
FIORENTINOetal., 1991b; FIORENTINGCet al., 1991a; MACATONIAetal., 1993).
Experimentos com camundongos BALB/c deficientes leri0 sugerem que esta
citocina, embora ndo seja mediadora determinansusieetibilidade a infecgdo cdm
amazonensjstem uma fungao significante em regular o desemwento de uma
resposta protetora Thl. Entretanto, a infeccdcadeundongos C57BL/6 deficientes de
IL-10 comL. amazonensidemonstrou que, embora a IL-10 tenha uma fungditalte
na resposta Thl durante a fase aguda da infecg&os datores imunomodulatorios sdo
responsaveis pela limitacdo da resposta Thl dumarfeese cronica (JONESt al.,
2002).

Diferente do observado para a IL-4 e IL-10, o TgHRem uma funcao
importante na diferenciacdo de células T na infecgdr L. amazonensis A
administracédo desta citocina em camundongos C57iBfé6tados coni.. amazonensis

ou L. brasiliensisresultou em progressédo da doenca enquanto suealiEagéo em

21



camundongo BALB/c induziu resisténcia (BARRAL-NET®Dal., 1992). O controle
da lesdo nos camundongos BALB/c tratados foi agdaca um aumento na producao
de IFNy e reducao na producao de IL-4.

Foi demonstrado que algumas espéciekalshmaniapodem evitar a resposta
imune do hospedeiro inibindo a producao inicial glemiocinas e receptores de
quimiocinas, prejudicando, assim, o desenvolvimelet@elulas Thl especificas para o
antigeno. Camundongos infectados donamazonensiapresentaram atraso e reducao
na expressao das quimiocinas Mi®-MIP-13, CCL5, MIP-2 e dos receptores para
quimiocinas CCR1, CCR2 e CCR5 nos estagios iniclaisnfeccdo comparados com
camundongos infectados cdm major. Estas alteragbes foram correlacionadas a um
prejuizo na capacidade das células T responderemaesito (JI; SUN; SOONG,
2003). Estes resultados implicam a participacaogdasiocinas na suscetibilidadd.a

amazonensis

1.3.3- Mecanismos de ac&o dos macréfagos eeg@d pot.. amazonensis

Camundongos infectados pbr amazonensiapresentam, no sitio da infecgéo,
muitos macréfagos, a maioria dos quais vacuoladdtamente infectados (LEMOS, V
et al., 2000; SOONGet al., 1997). Muitos pesquisadores investigam a fungé® d
macrofagos na suscetibilidadé .aamazonensis

Os macrofagos sdo importantes células apresentaderantigenos necessarios
para a ativacdo de linfécitos T especificos paegshmania Experimentos iniciais
mostraram uma capacidade reduzida de macrofagestadbs com amastigotas de
amazonensigpresentarem antigeno nativo para a maioria doglbmas de células T
testados. Este fato foi devido a uma menor expoessi membrana plasmatica das
células apesentadoras de antigenos de complexoailestrios (la-peptideo) (PRINA
etal., 1993).

A L. amazonensiparece ter a capacidade de inibir a ativacdo dedfeams ou
resistir aos mecanismos leishmanicidas destasasélldm importante fator para a
sobrevivéncia do parasito € uma menor respostaniasréfagos a ativacao por
citocinas. Existem evidéncias que indicam que efecgdes porL. amazonensis
concentracdes inadequadas de \Fphedem reverter sua acao protetora facilitando a
replicacdo acentuada das amastigotas nos macréfagdsos. Entretanto, quando
associado ao LPS, o IFNfoi capaz de estimular os macrofagos e limitae@icacéo
das amastigotas (@t al., 2004; WANASENetal., 2007).
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Em um estudo seguinte, este mesmo grupo demorggima disponibilidade de
L-arginina parece ser um regulador chave do crestareeentuado das amastigotas de
L. amazonensimediado por IFN¢ e propuseram que este mecanismo € devido a uma
via metabdlica independente de arginase e INOS (AREN etal., 2007).

O fator de crescimento tipo insulina | (IGF-1) pzge favorecer o
desenvolvimento do parasito dentro dos macrofaG@MES et al., 1997; GOTOet
al., 1998). Estudos mostraram que o IGF-I favorecetescimento do parasita dentro
do macrofagain vitro, afetando o metabolismo daarginina dentro destas células,
promovendo principalmente a expressao e ativacdarglaase do parasita, mas sem
descartar seu efeito na arginase do macrofago (\AEENNIE etal., 2007).

Dados da literatura mostram que a adi¢cdo de dGMFAnacrofagos ativados com
IFN-y acentua a atividade leishmanicida destes macréf@GOMESet al., 2003).
Embora aL. amazonensiseja mais resistente a morte por mecanismos inolsizdr
IFN-y que aL. major, estes parasitas podem ser destruidos quando aréfagns séo
ativados por ambos, IFiM-e TNFa. Foi demonstrado também, em experimeritos
Vivo, que o estabelecimento e disseminacao da inferpdo amazonensisao estavam
relacionados a uma inabilidade do macréfago prod@i, mas que, em comparagao a
L. major, L. amazonensigé mais resistente sendo morta por maiores nivelSQl@u
outros mecanismos produzidos na fase inicial decg#o (LEMOS, Vet al., 2000).
Reforcando estes dados, outros estudos demonstrgusm a infeccdo porl.
amazonensigédo inibe a producgéo sistémica de NO promovidaLpx8 (LINARESet
al., 2000). Ainda, a resisténcia apresentada pekmazonensia morte por NO p6de
ser observada também nesta espécie de parasaddsie pacientes. Foi demonstrado
que estes isolados diferiam na suscetibilidade enpor NOin vitro. Alguns isolados
foram mortos por niveis mais baixos de NO comparadoutros isolados (chamados
isolados suscetiveis e resistentes, respectivaindeséa divisdo foi biologicamente
relevante, pois, nos pacientes cujo isolado erateese a morte por NO, as Ulceras
foram significativamente maiores que nos pacieotgs isolado era suscetivel ao NO
(GIUDICE etal., 2007).

Recentemente, observou-se que as amastigotds dmazonensindo foram
mortas téo eficientemente por macrofagos ativado+BS e IFNy quanto amastigotas
de L. major apesar dos niveis equivalentes de INOS e NO pidalsizpor estes
macrofagos (MUKBELet al., 2007). Em um sistemia vitro, este grupo demonstrou
que o0 aumento acentuado na mortalidade das antastigelL. amazonensigor

macrofagos ativados por LPS e IgN-tratados com um inibidor da EKR, uma proteina
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quinase ativada por mitdgeno associada a inibigatuncdo do macréfago (FEN&
al., 1999), foi revertido na presenca de um inibiderstiperoxido (PD98059). Este
estudo sugere que o NO atua como um agente citostaintralL. amazonensj® que a
presenca de NO e superoxido € necessaria para efaiiente de amastigotasle
amazonensidentro de macréfagos estimulados com LPS eylFN-

Outros estudos demonstraram uma inibicdo na proddeaNO induzida por
LPS em macrofagos infectados por promastigotak. genazonensi® tratamento de
macrofagosin vitro com anticorpos anti-IL-4, anti-IL10 e anti-TGF{alhou em
aumentar os niveis de producédo de NO por macrofafestados por promastigotas de
L. amazonensisEntretanto, a adicdo de IFRNa cultura resultou em aumento na
producdo de NO por macroéfagos infectados estimaladm LPS (BALESTIERétal.,
2002).

As citocinas IL-10 e TGIB- parecem ter um papel importante na limitacdo da
atividade parasiticida dos macrofagos. Foi demadatruma producdo acentuada de
TGF{3 por macréfagos peritoneais infectados ¢doramazonensis em tecidos de patas
em camundongos infectados cdm amazonensi$BARRAL-NETTO et al., 1992).
Dados recentes mostraram que a fosfatidilseringuparficie das amastigotas inibem a
atividade leishmanicida dos macréfagos infectadwd_pamazonensjgpor aumentar a
secrecdo de TGB1 e mensagem de IL-10 (WANDERLEe al., 2006).

Assim, apesar da resposta imune cobtramazonensiser diferente da resposta
aL major, os resultados descritos geram um consenso de proelucdo de IFN-e NO

sao criticos no controle da infeccdo poamazonensis

1.4- Infeccdo com baixa dose demajor

A maior parte dos modelos experimentais de camuaorom leishmaniose
cutanea descritos utiliza altos niimeros de formasastigotas do parasito 18 10),
obtidos de fase estacionaria de culturas, em stibsutaneos (pata ou base da cauda).
Entretanto, estes modelos descritos previamentaando esclarecem totalmente o
desenvolvimento da imunidade e refletem pobrementgie acontece em condigdes
naturais de infeccdo para perpetuacdoLdshmania O numero de parasitos, seu
estagio de infeccdo bem como o sitio e a formandeuio foram ainda pouco usados

como modelo de inducéo de leishmaniose experimental
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Assim, a fim de estabelecer um modelo experimemiails parecido com a
infecc@o natural, pesquisadores comegaram a usar icmculo formas metaciclicas em
nameros proximos ao inoculado pelo vetor. Estimegse apenas 10 a 1000
promastigotas metaciclicas sé@o inoculadas pelotideiio no local de infeccdo no
momento do repasto sanguineo (WARBURG; SCHLEIN,6)19BRecentemente, estes
dados foram confirmados utilizando-se fleb6tomdediados comL. mexicana os
guais deixaram aproximadamente 1000 promastigaiapipada, dos quais mais que
80% sao metaciclicas (ROGERS al., 2004). A este modelo chamamos entdo de
modelo de baixa dose de infeccao.

A via de in6culo intradérmica também aproxima estedelo da infeccéo
natural. A orelha de camundongos como sitio dec@dfe oferece a vantagem da
possibilidade de monitoracao da dinamica dos egeajie ocorrem no sitio da infeccéo,
bem como os compartimentos interconectados darepede linfonodos drenantes.

Estes trabalhos iniciais mostraram que o cursontEcgédo porL. major no
modelo murino difere quando baixa dose de formasnpstigotas metaciclicas séo
administradas em comparacdo com o modelo tradicamanfeccdo com alta dose de
parasitos de fase estacionaria. No modelo de alt®,da formacdo da lesédo foi
geralmente associada com um aumento no numerordsitpa no sitio de infeccgéo,
enquanto a cura foi associada com ativacdo imumeagdedfagos e morte do parasito no
local da infeccdo. Entretanto, o modelo de baixsedde infeccdo corh. major em
camundongos C57BL/6 revelou duas fases na patag@asekishmaniose cutanea que
nao haviam sido previamente encontradas: uma fi@seissa, que durava de quatro a
cinco semanas, favorecendo a amplificacdo do parasi derme sem formacéo de
lesdo, seguida pelo desenvolvimento de lesdo @ytéassociada com infiltracdo de
neutroéfilos, macrofagos e eosindfilos, que coin@den a morte do parasito no sitio
(BELKAID et al.,, 2000b). Resultados obtidos em camundongos BAlifectados
com baixa dose de. major mostraram, mais uma vez, uma fase discreta decéde
onde as lesdes foram observadas apoés trés semanadedcdo. Entretanto, em
contraste com os camundongos C57BL/6, a formacdesda coincidiu com o aumento
no numero de parasitos e ndo com sua eliminacabd@étal., 2003).

Pesquisadores, utilizando o modelo de baixa doselc major em BALB/c,
também demonstraram um aumento no numero de perasites da deteccdo de sinais
clinicos. Em acordo com esses dados, neste estidoada patologia correlacionou-
se com a multiplicagdo do parasito no sitio do ut®e nos linfonodos. Entretanto, o

parasitismo diminuiu drasticamente na orelha iaf@gte nos linfonodos mostrou uma
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reducao de 100 vezes no periodo entre 23 e 40 ssndannfeccdo (COURREt al.,
2003).

O uso de camundongos C57BL/6 imunodeficientes dsetrmn que 0sS
mecanismos imunes responsaveis para o control&feté@o por alta dose de major
permaneceram funcionais no modelo de infeccédo alatimecessidade da IL-12 para a
diferenciacdo das células T CD4roducdo de IFN-e morte do parasito mediada por
NO foram confirmados. Experimentos com camundorgGéD também sugerem a
participacdo das células B na patologia. O inieidndunidade foi correlacionado com
producado de IL-12 e IFN-no local da infeccdo e IFfM+no linfonodo. Camundongos
tratados com anti-CD4, SCID, ou C57BL/6 deficierdas|L-12/23p40, IFN¢, CD40L,
ou iINOS néo controlaram a infeccdo. Em alguns ¢casmsao os camudongos tratados
com anti-CD4, camundongos IL12p40-/-, CD40L-/- 3G alta carga parasitaria foi
associada a pouca ou nenhuma patologia. Estesadstilestendem ao modelo natural
de infeccdo uma fungéo para as ceélulas Thl natéesia adquirida e formacédo da
lesdo, e documentam sua importancia (BELKALRI., 2000b). Estes dados contrastam
com o modelo de alta dose onde os efeitos do testEmctom anti-IL-12 e anti-IFN-
em termos de desenvolvimento de lesdo e numergsadssitos tornou-se aparente
dentro de trés semanas de infeccdo (HEINEE&., 1995; SYPEKetal., 1993)e com
inicio relativamente rapido de producdo de IL-18-H-y descrito em camundongos
C57BL/6 (DOHERTY; COFFMAN, 1996; HEINZElet al., 1995; REINERet al.,
1994).

Ha um aumento no numero de células produtoras -denid local da infeccéo e
linfonodos drenantes nos camundongos C57BL/6 iaolosl com baixa dose de
L.major em torno da terceira semana de infec¢cdo. Entoetapts o controle da leséo
esta producao j& havia caido sensivelmente, mamiemdnivel residual. Camundongos
deficientes em IL-4 apresentaram um desenvolvimento lesdo parecido com
camundongos selvagens, mostrando um controle nanaésemana de infeccao
(BELKAID et al., 2000b). Em contraste, outro estudo demonstroucqueundongos
BALB/c inoculados com baixa dose Hemajor apresentaram células T CDekativas
produtoras de IL-4 e IFN-depois de trés semanas de infeccéo, sugerindsotpueertas
condicOes estas duas citocinas podem ser produtiglaste a infecgdo par majorde
forma ndo exclusiva (LANGet al., 2003). Outros estudos também mostraram uma
producao mista de citocinas Thl e Th2 por camunu®BALB/c infectados com baixa
dose deL. major. A producdo de citocinas foi associada com o dedeimento da

lesédo e multiplicacdo do parasito. Foram produzaltws niveis de IFNs IL4, IL-10 e
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IL-13 por células de linfonodos e baco. Alguns expentos revelaram que grande
parte destas citocinas foram provenientes de &IED4. Assim, em contraste ao

observado em infec¢cbes com alta dosd-dmajor em certas condi¢des, este modelo
revelou uma producédo mista de citocinas Thl e Thrarde a infeccdo (COURRESE

al., 2003; LANGetal., 2003).

A grande maioria dos estudos realizados sobrelaagdreg na infeccao par
major utiliza o modelo de baixa dose de infeccédo. Algasgidos mostraram que as
células Treg acumulam rapidamente no sitio dérrdeanfeccdo pot. major onde
estas células suprimem a resposta de células T ,G@brecendo a persisténcia do
parasito, a patologia, e consequentemente um ¢enda@ imunidade concomitante
(BELKAID etal., 2002b; MENDEZetal., 2004).

O papel das células T CD8&mbém foi revisto neste modelo de infeccdo
intradérmica com baixa dose do parasito (BELKA¢Dal., 2002b). Neste estudo,
camundongos deficientes em células C® cujas células foram removidas por
tratamento com anticorpos, ndo controlaram o arestio do parasito, a leséo foi
menor e seu desenvolvimento foi atrasado. O imlaiformacao da lesdo e a morte dos
parasitos nos camundongos selvagens foram asssaadactimulo de células T CD8
na pele e capacidade destas células produzireny.lRNeconstituicdo da resisténcia a
L. major a camundongos RAG-/- usando células T de doaduiiesinfectados foi
eficiente apenas quando ambas as células T @2DS§ foram transferidas, enquanto
a reconstituicdo com células T CD@rovenientes de camundongos C57BL/6 durante
fase aguda de infeccdo foi capaz transferir apeesisténcia parcial. Este modelo
sugere, entdo, uma funcéo para as células T' @B®atogénese e imunidade durante
uma infeccéo primaria (BELKAIRtal., 2002b).

Outro estudotambém reforca a funcdo das células T CD8& modelo de
infeccdo com baixa dose dle major. Seus resultados demonstraram que a baixa dose
de parasitos promove a expansdo de ceélulas Th2et&mi, aL. major induziria
concomitantemente a producéo de NFper células T CD§ a qual promove uma troca
de resposta Th2 para uma protetora Thl (UZONNA; GBYSCOTT, 2004). Estes
dados sugerem entdo que, em condicdes similareaturah as células T CD8
participam do controle da lesdo primaria pela afi@o do perfil de resposta
inicialmente Th2 para Thl (BELKAIGet al., 2002b; UZONNA; JOYCE; SCOTT,
2004). Estes dados contrastam com o0s obtidos nelmdé infeccdo com alta dose de
L. major (HUBERetal., 1998; TITUSetal., 1987; WANGetal., 1993).
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1.5- Infeccdo com baixa dose de. amazonensis

Assim como demonstrado pata major, algumas diferencas em relacdo ao
modelo de alta dose foram observadas no modelmfdecBo com baixa dose com
promastigotas metaciclicas deamazonensis

Em um estudo realizado com camundongos C57BL/6 eBBAinfectados com
10* formas metaciclicas de. amazonensjso periodo pré-patente foi de seis a sete
semanas para ambas as linhagens e a formacéoadaolesreu apds um periodo de
multiplicagdo do parasito no local da infeccdo. @rapitismo dos camundongos
BALB/c foi maior que o observado nos camundongo§BL% e, apesar de uma
diminuicdo acentuada na carga parasitaria no ultengpo analisado, os camundongos
C57BL/6 ainda apresentavam uma lesdo cronica esifgano sitio de indculo. Foi
observada uma persisténcialdaamazonensiaos camundongos C57BL/6 examinados
seis meses depois da infeccdo (FELIZAR&Q@I., 2007).

Quando comparam-se infecgdes com inéculos d@rbnastigotas metaciclicas
e 10 parasitos de fase estacionarialdeamazonensiem camundongos BALB/c e
C57BL/6, o curso geral de infeccao e o padréo deetibilidade ndo diferiu muito. O
camundongo BALB/c ndo apresentou diferenca na qaagasitaria do local de infeccdo
e linfonodo, entretanto o grupo inoculado com meatuse de parasitos possuia menor
parasitismo no baco e linfonodos distantes. Jaosindongos C57BL/6 apresentaram
maior carga parasitaria na pata quando inoculadimsaita dose de parasitos de cultura
na fase estacionaria, entretanto, ndo houve difareno baco e linfonodos
(FELIZARDO etal., 2007).

Um outro resultado com infeccdo de® frmas metaciclicas de amazonensis
na orelha de camundongos BALB/c também demonstmtaumultiplicacdo do parasito
antes da formacéo da lesdo. O inicio da patolagiaagsociado com o0 aumento no
namero de parasitos no sitio de indculo e linfoso@numero de parasitos se manteve
estavel na orelha e aumentou no linfonodo no perietre 23 e 40 semanas de
infecgdo (COURRE™®tal., 2003).

O atraso no desenvolvimento da lesdo observadodo@s estudos acima,
encontrado também nos animais infectados com bdosa deL. major, difere do
modelo de infeccdo com alta dose com ambas asiespiet.eishmania

Os camundongos BALB/c inoculados com baixa dose @enazonensipor via
intradérmica revelaram uma mistura de citocinas @fh2 por células de linfonodo e

baco. Depois da infec¢do, as concentracfes dey E-N-10 produzidas por células de
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linfonodos foram méaximas na sexta semana de infe@@@uanto os niveis de IL-4 e
IL-13 apresentaram um pico na décima semana. Nodfinperiodo analisado, foi
observada uma diminui¢cdo na producao de IL-4 eO(CIOURRETetal., 2003).

A producéo de citocinas por células de linfonodocdmundongos BALB/c e
C57BL/6 inoculados na pata com’Jfarasitos de fase estacionaria ofi h@taciclicas
apresentou diferencas significativas entre as ¢j@aha. A producéo de IFifoi maior
em camundongos C57BL/6, enquanto IL-4 e IL-10 amaem em maiores
concentracdes em camundongos BALB/c. Entretanto, hduve diferenca entre na
producao destas citocinas em relacédo as dosessusatldZARDOetal., 2007).

A andlise destes resultados realca importantesedifas entre os modelos de
alta e baixa dose de infeccéo por metaciclicds. @enazonensiAlém disto, ressaltam
0 pequeno numero de informagBes obtidas até o monmarste modelo de infeccgéo.
Portanto, resolvemos re-examinar a relacdo basite erescimento do parasita,
formacédo de lesdo e producdo de fatores protetomsparando estes aspectos ao
modelo de alta dose da mesma espécie de paradémka e baixa dose de major

previamente descritos.
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2- OBJETIVOS



2.1- Objetivos gerais

Caracterizar a infeccdo com baixa dosé.damazonensipor via intradérmica em um

modelo murino de infeccédo crbnica, comparando cofiec¢cbes com alta dose de

amazonensie com o0 modelo ja caracterizado de baixa doselcanajor.

2.2- Objetivos especificos

Para alcancarmos nossos objetivos avaliamos noanciomgos C57BL/6 infectados

com 10 ou 10 promastigotas metaciclicas de major ou L. amazonensis,

intradermicamente, na orelha, os seguintes parasietr

>

curso de infeccéo, através de medida semanal da fgs um periodo de 22
semanas;

cinética de multiplicagdo dos parasitos no locaindieccéo, nos tempos de trés
dias, uma, trés, seis, nove, 12 e 22 semanas @iedgao, utilizando o método
de quantificacdo de parasitos por diluicdo limigamtanalise histopatoldgica;
aspecto inflamatorio e necrose no local da infecpae tempos acima, através
da técnica de hematoxilina-eosina;

cinética de migracdo de macréfagos, linfocitos TAGITDS' e linfocitos B no
local da infeccédo, quantitativamente e qualitatigate, nos tempos acima,
utilizando a técnica de imuno-histoquimica;

dosagem da producédo das citocinas {ENE-10, por ELISA, e TNF, por
bioensaio, em sobrenadantes de cultura de célalasgb e linfonodo drenante
da infec¢éo, estimuladas ou ndo com antigeno h@uoplo

dosagem da producdo de NQOpelo método de Griess, em sobrenadante de
cultura de macrofagos peritoneais dos camundomjestados néo estimulados
ou estimulados com IFM-IL-4 e antigenan vitro nos tempos estabelecidos;
atividade da arginase em lisado celular de maco&fageritoneais de
camundongos infectados ndo estimulados ou estimslladm IFNy, IL-4 e

antigeno homologo in vitro nos tempos estabelecidos.
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3- MATERIAIS E METODOS



3.1- Animais

Os camundongos C57BL/6 foram obtidos do Centro deteBsmo da
Universidade Federal de Minas Gerais, UFMG, Beloizémte, Minas Gerais, Brasil.
Os animais, entre 6 e 12 semanas de idade, foramtidos em condigbes ambientais
controladas e alimentados com dieta comercial pagdoresad libitum O projeto foi
aprovado pela comissdo de ética para experimentagéoal da UFMG, protocolo

numero CETEA 040/04

3.2- Parasitos e infeccao

Foram utilizadad eishmania (L.) amazonengi§-LA/BR/67/PH8) eLeishmania
(L.) major (MHOM/IL/80/Friedlin) mantidas em meio de GracelBGO BRL, Grand
Island, NY, USA) com 20% de soro fetal bovino imatlo (Cultilab, Campinas, SP,
Basil), 2mM deL-glutamina, 100 U do antibiético penicilina e p@Oestreptomicina
por ml (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA). Paraentédo foram usadas formas
promastigotas metaciclicas obtidas de culturagske éstacionaria por centrifugacdo em
gradiente de Ficoll (Ficdll 400, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA).
Rapidamente, os parasitos em cultura de fase eséaia foram centrifugados a 5@x
por 4 minutos. O sobrenadante foi coletado e dagado a 1540 g por 15 minutos. A
seguir opellet foi ressuspendido em 2 ml de PBS estéril e aonésde sobre um
gradiente de 2 ml de Ficoll 20% e 2 ml de Ficold Este gradiente foi centrifugado a
800 g por 10 min e as camadas superficiais de PBS dl Hi@& foram coletadas e
lavadas com PBS estéril. Apos a contagem das fommetaciclicas obtidas apos a
separacdo, o inéculo foi preparado nas concensag®eld parasitos/ 10l de PBS /
orelha ou 18 parasitos/ 10l PBS/ orelha. Acompanhamos o desenvolvimento skole
semanalmente, através da medida da espessura dachetrd das lesbes com
paquimetro digital (Starrét727, Itu, SP, Brasil).

3.3- Preparo dos antigenos

Os antigenos dke. major ou L. amazonensiforam obtidos de promastigotas na
fase logaritmica lavadas em PBS. A suspensao dasifus foi submetida a 7 ciclos de
congelamento em nitrogénio liquido seguido de degglamento em banho maria a

37°C. Os antigenos particulados foram ajustadoa pancentracdo de 1mg/ ml pelo
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meétodo de Lowry (LOWRYet al., 1951) e estocados a -70°C até a hora do uso em

culturas de células.

3.4- Quantificacéo dos parasitos nas orelhas

A quantificacdo dos parasitos foi realizada porliseade diluicdo. Para
determinacdo do numero de parasitos nas orelhasnessnas foram coletadas e
desinfectadas em etanol 70% por aproximadament@e@es. Apos este periodo foram
deixadas expostas para secar o alcool e a seguloissfolhetos das orelhas foram
separados. O lado da derme foi colocado para bExdRPMI contendo 100 U de
penicilina e 100ug/ml de estreptomicina por ml (GIBCO BRL, Grandaisl, NY,
USA) e 125 U/ ml de colagenase A (Sigma-Aldrich, Int. L8uis, MO) e incubado por
2 horas a 3T e 5 % de C® Os folhetos foram cortados em pequenos pedacos,
homogeneizados em triturador de vidro contendo meiGrace e centrifugado a 5@ x
por 4 minutos para retirar aebrisdo tecido. A seguir o sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 1540 g por 15 minutos. O sedimento foi ressuspendido gm® de
meio de Grace contendo 20% de soro fetal bovintvao, 100 U/ml de penicilina,
100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO) e 2 mM dealutamina. Esta suspenséo foi
plagueada em duplicata, 20 poco, em diluicdo sucessiva 1:10. As ponteicaarh
descartadas apos cada diluicdo impedindo o tratesplos parasitos aderidos para o
poco seguinte. O resultado, calculado 10 dias apdsicio da cultura a 2€, foi
expresso como a meédia de -log do titulo do parasataliluicdo correspondente ao

altimo poco positivo.

3.5- Histologia

Foram avaliados quatro camundongos de cada tengd@zéando 96 amostras da
orelha. Os camundongos foram sacrificados por daslento cervical. A orelha foi
coletada e congelada a -70°C até o momento daaeati da criotomia sendo obtidos
sete cortes seriados de cada amostra, depositadt&@renas gelatinizadas. Os cortes
foram corados pela Hematoxilina-Eosina e submetdoseacdes imuno-histoquimicas
anti-macréfagos, linfécitos B, linfocitos T e sua-populagdes, T CD4 T CD8. O
ultimo corte foi utilizado como controle negativastrea¢gdes imuno-histoquimicas.
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3.5.1- Hematoxilina-Eosina

O processo de coloracdo se iniciou com a imers&olatainas em banhos de
alcool absoluto, alcool 90%, alcool 80%, alcool 7@agua sendo cada um dos banhos
de 3 minutos cada para hidratacdo. Apdés a hidmteas laminas foram imersas no
corante Hematoxilina (corante acido) por 10 minuerm seguida lavadas em agua
corrente por 5 minutos. A seguir foi feita a difesacdo com a passagem rapida das
laminas em alcool-acidulado. Novamente as lamioesni lavadas em agua corrente
por 5 minutos. Finalizada esta etapa, as laminemmfamersas no corante Eosina
(corante basico), por 30 segundos, e em seguidddawem agua corrente por 1 minuto.
Logo apds, as laminas foram imersas em trés batd@scool absoluto rapidamente e
levadas a estufa a 0 por alguns minutos para secagem. Depois de sasd&mninas
foram imersas em xilol e montadas com Entellan (Mer Darmstadt, Alemanha) e
laminula.

A coloracao de rotina HE (Hematoxilina-Eosina) fealizada para observacéo
geral das alteracbes histopatoldgicas. O procedtamiatorio e o parasitismo foram
avaliados utilizando a objetiva de 10 e 40, serdssdicados em discreto, moderado e

acentuado de acordo com o grau de comprometimeaitasitismo tecidual.

3.5.2- Imuno-histoquimica

Apds a criotomia, as laminas com as amostras pewessm a temperatura
ambiente por 12 horas e posteriormente foram fixada acetona £#@. Em seguida os
cortes foram lavados em tampé&o Tris salina 0,05HM76 (TBS) por 5 minutos e
submetidos ao bloqueio da atividade da peroxidagégena com uma solucéo dglh
a 1% em TBS, por 10 minutos. Novamente os cortesrfdavados por 5 minutos em
TBS e em seguida incubados com albumina bovinessérb%, por trinta minutos, para
o bloqueio de ligacdes inespecificas. Apos novadgamn em Tween-20 0.05% em TBS
por 5 minutos, as amostras foram incubadas dutangehora com anticorpos para as
seguintes moléculas de superficie: anti-CD3 (liné&cT), anti-CD4, anti-CD8, anti-
mac3 (macrofago) e anti-CD40 (linfocitos B), todda BD Pharmingen (Franklin
Lakes, NJ, USA). Os cortes foram novamente lavaglos TBS por 5 minutos e
incubados com o anticorpo secundario biotinilad@CAkit, Vector, Sydney, NSW,
Australia) seguido pelo complexo avidina-biotina ponta minutos cada a temperatura
ambiente em camara Umida. A revelacdo da reac@erdaidase foi obtida através da
incubacdo em solucdo de DAB (50 mg de diaminobémeiem 250 mL de PBS e 500
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ul de Perdxido de Hidrogénio 30%) durante 5 minutés. intuito de interromper a
revelacdo os cortes foram mergulhados em TBS perviezes. Posteriormente foram
lavados em &gua corrente por 5 minutos, contraosraom Hematoxilina de Harris por
dez segundos, lavados em agua corrente por 5 mieulesidratados em concentragfes
crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%), dfdos em xilol e montados em
Entellan (Merck®, Darmstadt, Alemanha).

Para a avaliacdo da imunomarcacdo para linfocitg¥ofal e subpopulacdes
CD4 e CDS8), linfocitos B e macrofagos foi quantfio o numero de células marcadas
em 10 campos utilizando a objetiva de imersao. &ksl foram apresentados como:

namero de células/campo + desvio padrao.

3.6- Cultura de células e dosagens de citocinas

Em tempos determinados do curso de infeccdo osaiimram sacrificados e
culturas de células do baco e linfonodo foram @istidomo descrito anteriormente
(AFONSO; SCOTT, 1993). As células foram ajustadasa b x 18 células/ ml em
RPMI contendo 10% soro fetal bovino inativado, 2 mdkiL-glutamina, 25 mM de
HEPES pH 7,2, 5 x TOM de B-mercaptoetanol (2-ME) e 100 U penicilina e }@0de
estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USAX células foram cultivadas em
meio sem estimulo ou na presenca de antigeno hgm@t® pug/ ml) por 24hs para
dosagem de TNF ou 72hs para dosagem deyl&MN--10.

Para a dosagem de IRNfoi utilizado um anticorpo monoclonal (R46A2) para
cobertura, um soro policlonal de coelho como seguartticorpo, um conjugado anti-
IgG de coelho-peroxidase (Zymed Laboratories, I8an Francisco, CA, USA) para
deteccdo e ABTS (Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MEMJA) para revelacdo. O limite
de deteccéo foi de 0,03 ng/ml.

A dosagem da producéo de IL-10 foi feita confornmerdacédo do Kit
(Peprotech Inc., Princeton Business Park, NJ, UBA)imite de deteccéo foi de 0,03
ng/ml.

TNF foi quantificado por um bioensaio usando umhadgem de célula sensivel
ao TNF, WEHI-164 (LATTIME; STOPACCIARO; STUTMAN, BB). A sensibilidade
deste método foi de 0,01pg/ml.

Para dosagem das citocinas IifNe TNF foram utilizadas, como padrdes,

moléculas recombinantes obtidas da R&D SystemsNioneapolis, MN, EUA.
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3.7- Obtencao de macréfagos

Camundongos em diferentes tempos de infeccdo €onmmajor ou L.
amazonensiforam injetados na cavidade intraperitoneal coml 2le tioglicolato a 3%
(Tioglicolato, Becton, Dickinson and Company, SgarklD, USA). Ap6s 3 dias o0s
camundongos foram sacrificados e 10 ml de RPMInforiajetados na cavidade
peritoneal. As células inflamatérias foram recadisidao aspirar de volta o meio
injetado. A seguir as células foram contadas dagjas para plagueamento. A dosagem
de NO e arginase foram feitas na mesma culturaolfdesadante foi utilizado para
dosagem de NO e as células restantes foram lig@tasa dosagem de atividade da

arginase.

3.8- Dosagem de producao de éxido nitrico

As células peritoneais obtidas de camundongostades foram incubadas em
placas de 24 pocos, por 48 hs, na concentracadoxdéPicélulas por ml, na presenca ou
auséncia de 5Qg do antigeno homologo ou na presenca de\H8-U/ml, (Sigma-
Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA) ou IL-4 40 U/ndom ou sem o antigeno homaélogo.
A producao de NO foi dosada como nitrito no sobdange usando o reagente de Griess
(GREENetal., 1982).

3.9- Ensaio de atividade de arginase

A atividade de arginase de lisado de macréfagosoperis foi medida como
previamente descrita (CORRALIZAet al., 1995) com algumas modificacdes.
Brevemente, os macrofagos peritoneais foram obtidosamundongos com diferentes
tempos de infeccdo, como descrito acima, e plagqsegbr 48 hs, em placas de 24
pocos na concentracgéo de 1 X ¢6lulas por ml. Depois da remogéo do sobrenadante
células foram incubadas com 1Q0 de Triton X-100 por 30 min em agitacdo. A
arginase foi ativada com 1Q0 de MnChL 10 mM e Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) a 55°C
por 10 min. A seguir a amostra foi transferida paw&ra placa de 24 pocos em duas
concentracdes diferentes. Em um poco foram colac&@pl da amostra e em outro foi
diluida 1:10 (VF da amostra 50l). Para reacdo da enzima foram adicionados as

amostras 5@l deL-arginina 0,5 mM (pH 9,7) e incubadas a 37°C pom@f. A reacéo
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foi parada com 400ul de uma mistura de acido ,80-Hz;PO-H,O (1:3:7).
Subsequentemente, Pbde uma solucdo 9% de 1-fenil-1,2-propanodionad®e em
100% de etanol foi adicionada e a placa foi incabad95°C por 45 min para o
desenvolvimento da cor. Depois de 10 min de incidap escuro, 200l de cada
amostra foi transferida para uma placa de 96 pecadeitura foi feita a 540 nm. A
curva padrao foi feita usando uma solucdo de ueéialmg/ml diluida 1:2,
sucessivamente. Uma unidade de atividade da er&idedinida como a quantidade de

enzima que catalisa a formacao genbl uréia/min.

3.10- Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvid@a®s dados com
distribuicdo normal onde comparamos dois grupospgaddentes foram analisados pelo
testet de Student ndo-pareado. Para comparacdo de trémisugrupos utilizamos a
andlise de variancia (ANOVA) e se houve uma difegenignificativa estes grupos
foram comparados através do tdstie Bonferroni. Para os dados com distribuicdo nédo-
normal utilizamos o teste de Mann-Whitney. As difezas foram consideradas
estatisticamente significativas quandsO®5. As analises foram feitas utilizando o

programa estatistico Spss.
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4- RESULTADOS



4.1- Curso de infeccao

Uma infeccdo porL. major em camundongos C57BL/6 promove o
desenvolvimento de uma lesdo que cicatriza ao la@moempo (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002) enquanto uma infeccdo pdr amazonensisdesencadeia o
desenvolvimento de uma lesdo cronica (AFONSO; SCAPB3). Em nosso estudo
comparamos a infeccdo por estas duas espécietedmania na orelha de
camundongos C57BL/6 utilizando %@u 10 parasitos. A primeira dose simula o
namero dos parasitos na infeccao natural pelo titeho e a segunda é aquela usada na
maioria dos trabalhos publicados.

Para avaliar o desenvolvimento da lesao utilizamosedida da espessura (Figs.
1A e 1B) e do didametro da mesma (Figs. 1C e 1Djio€amente, na segunda e terceira
semanas de infeccdo encontramos uma lesdo mai@nitosis infectados com 10.
major em relacdo aos animais infectados com a mesmad#dseamazonensigrig.
1B). Entretanto, a partir da sexta semana de iateegte perfil se modificou e a leséo
causada por £@_. major passou a ser menor que a lesdo causada. @wnazonensis,
assim permanecendo até a ultima semana estudagdalB)i A reducdo mostrada no
tamanho da lesdo durante o curso de infeccab.pmazonensifi devido a ulceragéo
e necrose da orelha e néo a cicatrizacdo da mésgsa 1B, 3M e 3Q).

Quando comparamos o curso de infeccdo entre esias dspécies de
Leishmaniacom inéculo de 10parasitos (Fig. 1A) obtivemos resultados parecitos
os relatados acima em relacao ao perfil das le§@esbém no inicio do estudo, quatro
e seis semanas apos infec¢do, os camundongosaddosutomi. major apresentaram
uma lesdo maior que a encontrada nos animais afestconi. amazonensis apos 13
semanas de infeccdo esta cinética se modificou.a’ir pdeste ponto, os animais
infectados comlL. amazonensigpresentaram maior lesdo que os infectados lcom
major.

O desenvolvimento da lesdo nos animais inoculados alta dose dd..
amazonensiacompanhou o curso de infec¢do do grupo infeatadoa mesma dose de
L. major até cinco semanas apos a infeccdo. Por outro ¢a@dmdo avaliado o inéculo
com baixa dose de parasitos, apenas a partir 8aseihana de infeccdo a lesdo
apresentada pelo grupo infectado conamazonensifoi maior que a encontrada nos

animais infectados comm major.
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Os resultados encontrados para medida do diameao ldsdes foram
semelhantes aos descritos acima para medida dssaspalas lesdes (Figs. 1C e 1D).
Nestas Figuras mostramos o desenvolvimento de |gs@lo. amazonensiapenas até
162 semana de infeccdo, pois a ulceracdo e neoaserelhas apos este periodo
levaram a reducao do tamanho das mesmas.

Para verificarmos o efeito da dose do inéculo nsedeolvimento de lesdo
comparamos as diferentes doses utilizadas em oefagdesma espécie deishmania
(Fig. 2) e observamos algumas diferencas pertine@egrupo infectado com 10Q.
major apresentou uma lesdo maior que a do grupo infeatach 16 parasitos no
periodo de duas a cinco semanas de infeccédo (&)gAZpartir deste tempo o tamanho
das lesbes de ambos 0s grupos se igualaram e pssimaneceram até o Ultimo
momento estudado. Interessantemente, nos aninoaislamlos com 10L. majora leséo
ja pode ser visualizada na segunda semana deaofecguanto que no grupo infectado
com 10 Leishmaniaesta visualizacdo s6 foi possivel quatro semapés a inéculo.
Também o pico do tamanho da lesdo demorou um poacopara acontecer. Enquanto
o0s animais infectados com®farasitos apresentaram um pico de les&o entrarsacg!
sexta semana de infeccdo o grupo inoculado coht.lMajor apresentou este pico no
periodo de oito a dez semanas de infeccdo. Destaafobservamos que para as
infecgBes conk.. major, o desenvolvimento de lesdo € mais demorado cotilizagédo
de uma menor dose de in6culo. Este atraso visinico do desenvolvimento da leséo
com esta espécie deishmaniaesta em acordo com dados demonstrados na litratur
(BELKAID etal., 2000a; LIRAetal., 2000).

Era de nosso interesse verificar se a dose tamténfieriria na infeccao par.
amazonensiem animais C57BL/6 (Fig. 2). Observamos que um&masao foi
apresentada pelo grupo infectado corf dérasitos entre a segunda e nona semana de
infeccdo (Fig. 2B). No restante do curso de infecQdtamanho das lesbes néo foi
semelhante. Curiosamente, no grupo infectado ctendalse de parasitos a lesao foi
observada ja na2zemana de infec¢do e seu tamanho aumentou rapitigreaquanto
nos animais infectados com baixa doseLdeamazonensi®sta visualizacdo so foi
possivel cinco semanas apos o inodculo e seu ddsengoto foi bem mais lento.
Ulceracdo e necrose nas orelhas infectadas cSnpat@sitos diminuiram o tamanho
aparente da lesdo a partir d& $&#mana de infeccdo sendo estes os motivos iniciais
destas lesdes estarem semelhantes as infectadak0tparasitos (Fig. 2B). Apesar da
lesdo apresentada pelos animais inoculados comLlGmazonensigambém se

mostrarem com tamanho consideravel esta nao ulceromecrosou com tanta
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intensidade como ocorreu com o inéculo d&gdrasitos até o Gltimo tempo observado
(Figs. 3L, 3P e 3M, 3Q). Assim, a infeccdo poramazonensigom inoculo mais
semelhante ao que ocorreria na natureza tambénadegtasenvolvimento mais lento da
lesdo. Além disto, é importante ressaltar que a&®eke observadas neste grupo
apresentaram aspecto menos grave quando compavadmugo infectado com %0
parasitos. Assim como observado para infeccad porajor, os resultados encontrados
para medida do diametro das lesGes foram semethaosedescritos acima para medida
da espessura das lesdes (Figs. 1C e 1D).

Na Figura 3 documentamos por fotografias a cinéticacurso de infeccao
representada graficamente nas Figuras 1 e 2. Cangralas Figuras 3A, 3E e 3B, 3F
visualizamos claramente o atraso descrito parasermyelvimento da lesdo quando a
infeccéo foi realizada com 10. major. Nesta infeccdo com baixa dose de parasitos as
orelhas ndo mostraram lesbes aparentes na tessgirana enquanto que no inéculo
com 16 Leishmaniga podemos visualiza-las. Quanto ao pico da leggificamos que
ele também acontece mais tardiamente nos aninfaistados com TOL. major, em
torno da nona semana de infeccéo, enquanto parécalo de 10 ele ocorre por volta
da sexta semana (Figs. 3l e 3F, respectivamenterdatraste ao grupo infectado com
menor dose de parasitos, os animais inoculados1@rh. major jA4 mostravam uma
diminuicdo no tamanho da lesdo na nona semanafel;@o, 0 que veremos para o
indculo de 16 apenas em torno de 12 semanas apés infeccdo3Fig. dado ndo
mostrado para 12 semanas de infeccéo). Ja a zag@ta ocorrida nas orelhas dos dois
grupos foi semelhante 22 semanas apos o inécuidaBama, acompanhamos o atraso
ocorrido no desenvolvimento, no pico e diminuic@s tesdes dos animais infectados
com 10 L. majorem comparacéo aos infectados corhdéstes parasitos.

Em uma infeccdo pok. amazonensjso menor inéculo de parasitos também
causou um atraso no desenvolvimento inicial deoleSam trés semanas de infeccdo o
grupo inoculado com fOLeishmaniaapresentou lesdo bem aparente enquanto nos
animais infectados com i@arasitos nenhum sinal da mesma era ainda vigfigs.
3C e 3D). Na sexta semana de infeccdo observamosuumento da lesdo no grupo
infectado com 10L. amazonensis s6 entdo um inicio de les&o nas orelhas dosanim
inoculados com TDparasitos (Figs 3G e 3H). O tamanho da lesdo upoginfectado
com 16 Leishmaniaaumentou rapida e constantemente de forma quenmsemana
apos a infeccdo estes animais ja apresentavam esdesdes ulceradas e necrosadas
(Fig. 3M). J& o desenvolvimento das lesdes nosaisiinoculados com f@arasitos
foi mais lento, mas também constante e neste mesmumo, apesar de também mostrar
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grandes lesdes, estas raramente evoluiram panasiloa necrose (Figs. 3L e 3M).
Mesmo apds 22 semanas de infeccdo este grupo asocebm 18 L. amazonensis
mostrou lesbes grandes mas com poucas ulcerac@esog de necroses, quando
existiam. Entretanto, os animais infectados cofipa@asitos apresentaram ulceracdes e
necroses extensas e muitos deles perderam todac@opexterna de cartilagem das
orelhas (Figs 3P, 3Q e dado ndo mostrado). Portanmandéculo conl. amazonensis
semelhante ao realizado pelo fleb6tomo tornou erdedvimento de lesdo mais lento e
estas lesdes se apresentaram menos exacerbadas.

Assim, observamos que uma menor dose de inéculo d&jor promoveu um
atraso no desenvolvimento, no pico e na diminudgiteséo e que em uma infeccao por
L. amazonensjstambém com menor inéculo do parasito, ocorreu atraso no
desenvolvimento e diminuicdo da gravidade da lelS8ta se apresenta com pouca ou

nenhuma ulceracéo e necrose durante o periodaadstud
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Figura 2: Camundongos C57BL/6 inoculados com a mesma dosé.dmajor ou L.
amazonensisapresentam diferentes perfis de desenvolvimentdesio. Animais C57BL/6
foram inoculados intradermicamente, em ambas asasecom 19 ou 10 promastigotas
metaciclicas dé&. majorou L. amazonensigO curso da infeccéo foi acompanhado atraves de
medidas de espessura (A, B) e diametro (C, D)k nas orelhas. Cada ponto representa a
média e o desvio padrdo de 12 orelhas por grupa ft&emana de infeccdo e 6 orelhas por
grupo a partir de Fsemana de infeccdo. Estes resultados sédo re@tsestde pelo menos 4
experimentos feitos independentemente. Foi realizadtet de Student para os pontos com
distribuicdo normal e Mann-Whitney para os pontas dlistribuicdo ndo-normal. (*$0,05)
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Figura 3: Baixa dose de inéculo retarda o inicio do desenn@uto da lesdo causada por
L. major e porL. amazonensiem camundongos C57BL/&C° ou 16 promastigotas
metaciclicas dé&. majorou L. amazonensi®ram inoculadas intradermicamente, em ambas
as orelhas de animais C57BL.curso da infeccdo foi acompanhado através dedaedi
de espessura (A, B) e diametro (C, D) das leséesmhasCada ponto representa a média
e desvio padrdo de 12 orelhas por grupo afésarBana de infecgéo e 6 orelhas por grupo a
partir de 16 semana de infecca&stes resultados sdo representativos de pelo n#nos
experimentos feitos independentemefhtd. realizado testede Student para os pontos com
distribuicdo normal e Mann-Whitney para os pontos) aistribuicdo ndo-normaf* p <

0,05)
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Figura 4: Aspecto das lesdes durante o curso de infedgdimais C57BL/6 foram inoculados
intradermicamente, em ambas as orelhas, cdmu@C promastigotas metaciclicas demajor
ouL. amazonensifAs fotos mostram o aspecto das orelhas inoculastasl€ L. major, 10° L.
major, 10° L. amazonensi®u 10 L. amazonensi®m diferentes pontos durante o curso de
infeccao.
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4.2- Carga parasitaria e sua relacdo com o curso deeccao

A seguir investigamos a cinética de multiplicacad_dnajor e L. amazonensis
nas doses alta e baixa em camundongos C57BL/64Fig.

Nossos resultados mostraram que ja com trés diaefelecdo o grupo com
indculo de 10 L. major possuia um maior nimero de parasitos em relacgiarimais
infectados com 1Dparasitos. Esta diferenca foi observada até seissas apds a
infeccdo. Na nona semana de infeccédo, entretastto perfil foi alterado. O parasitismo
nos animais infectados com>10 major foi em torno de dez vezes maior que no grupo
infectado com 1DLeishmania Interessantemente, com 12 semanas de infeccams vim
uma queda acentuada no nimero de parasitos noaisifectados com Q.. major
0 que tornou, de novo, este grupo menos parasiadi@lacdo ao grupo inoculado com
maior dose. Contudo, no ultimo ponto observadordaraosso estudo, 22 semanas de
infec¢do, ndo encontramos mais diferenca na cangsiparia entre as doses de inéculo
usadas.

Curiosamente, o nimero de parasitos em uma infeggad$ L. major ndo
mostrou grandes variacdes entre os tempos avaligddd diferente foi observado para
0 in6culo com 1dLeishmania Os resultados mostraram um aumento lento na carga
parasitaria até a sexta semana e ripido até a sewnana de infec¢cdo, uma queda
acentuada na zemana e um novo aumento que aproxima o nimepardsitos no
tempo de 22 semanas de infeccéo no grupo infecamdl§ Leishmania

Para os animais infectados coumamazonensiencontramos algumas diferencas
durante a cinética de multiplicacdo dos paras@@ssgrupos infectados com esta espécie
de Leishmaniando apresentaram diferenca no numero de paramitasrceiro dia de
infeccdo com as dose usadas. Um maior parasitismasto no grupo inoculado com
10° L. amazonensisio periodo de uma a seis semanas de infeccdo legiigeaos
animais inoculados com baixa dose. Esta diferem¢eod de existir na nona e 42
semana. Inesperadamente, nossos resultados mmswiaramaior parasitismo na 22
semana apds infeccdo para o grupo infectado c8r. Hinazonensi€Esta surpresa foi
devida ao pequeno tamanho de lesdo observada elassodeste grupo, ja que neste
tempo elas ja eram praticamente inexistentes dewvidtteracdes e necrose causadas
pela infeccao.

Assim, encontramos também para infeccéo l[poamazonensisima cinética
diferente de multiplicag@o dos parasitos para as doses usadas. No indculo realizado
com 16 parasitos observamos aumento rapido na cargaitpeaienee trés dias para uma
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semana e de trés semanas para seis semanas géadnfeotre a sexta e a®lemana
apoés infeccdo o nimero de parasitos foi semelhaoltando a mostrar aumento n& 22
semana. J4 os resultados para a dose delLlCamazonensismostraram uma
multiplicacéo lenta dos parasitos até seis sema@p@s a infeccdo e um aumento rapido
no parasitismo no periodo de seis a nove semangsrtk dai a carga parasitaria se
manteve até o ultimo momento estudado.

Nossos resultados mostraram algumas situacoessagtes para as diferentes
espécies estudadas. No terceiro dia de infeccéiosamente, o inéculo de 4D. major
mostrou maior numero de parasitos que a infecconpesma dose de amazonensis
Esta diferenca deixou de existir a partir de unmaas® de infeccdo e persistiu até a
terceira semana. Seis e nove semanas apds o in@suknimais infectados com
amazonensispresentaram maior parasitismo que o0 grupo indou@mL. major.
Diferente do esperado, no tempo de 12 semanadatedo, encontramos quantidades
semelhantes de parasitos entre estes dois grupwstdato, na Z2semana vimos uma
maior carga parasitaria para os animais infectpdok. amazonensis

Interessantemente, o perfil de multiplicacdo dosagips descritos para o
indculo de 10 L. majorou L. amazonensisdo foi o0 mesmo encontrado para o inéculo
de 10 parasitos. Curiosamente, uma maior carga parasf@rencontrada no grupo
infectado com 1DL. major em relagéo ao grupo infectado ckmamazonensisnas
apenas na nona semana de infeccdo. Antes dest® tenmgmero de parasitos se
manteve semelhante. A partir de 12 semanas dec#@dgecentretanto, os animais
infectados coml. amazonensisnostraram maior parasitismo que o grupo inoculado
comL. major.

Assim, uma infeccdo realizada com numero de pasassemelhante ao
inoculado pelo flebétomo mostrou uma alteracdo edilpde multiplicacdo destas
espécies dd.eishmaniaquando comparada a uma infeccdo pot pérasitos. No
indculo de 16formas metaciclicas observamos uma fase de nicétgglo mais lenta do
parasito, o que ocorre em um periodo de aproximadgarseis semanas de infec¢cao
para ambas as espécies. Deste ponto para a noreasemnumero de parasitos
aumentou rapidamente. Para infeccdo domamazonensjsa carga parasitaria se
manteve constante até o fim do periodo observadparh infeccdo por 1Q. majorna
122 semana, o parasitismo diminuiu drasticamente tewa aumentar na 28emana de
infeccdo. No entanto, no indculo de®10 major encontramos uma variagdo pequena no

namero de parasitos durante o tempo estudado eyetgdo ao indculo dé.
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amazonensjgeriodos de multiplicacéo rapida seguidos poioges de estabilidade na
carga parasitaria.

Diante das diferengcas descritas acima para o delsemento de lesdo e
multiplicacdo dos parasitos com as duas doses @rilm e diferentes espécies de
Leishmaniautilizadas comparamos estas duas variaveis paificae a existéncia de
relagao entre as mesmas.

Quando usamos o inéculo de®10 major vimos uma carga parasitaria com
poucas alteracfes durante as 22 semanas de infagcghadas enquanto o curso de
infeccdo mostrou variacbes durante o desenvolvionentcicatrizacdo da leséo.
Aparentemente, o0 aumento no nimero de parasitasngado uma semana apos a
infeccdo parece estar induzindo o inicio de dedeimeento da lesdo visto ja na
segunda semana de infeccdo. Curiosamente, 0 augeEdoal do parasitismo visto
apos trés semanas de indculo, e que se estendad Atgemana, ndo foi acompanhado
pelo tamanho da lesdo. Enquanto o tamanho da ésé&eentou um pico entre a quarta
e sexta semana comecando a diminuir a partir d® enparasitismo mostrou um pico
na 12 semana apds infeccdo, onde a lesdo ja havia atbargeu menor tamanho,
tamanho este semelhante ao encontrado Aas@®ana de infeccdo. Assim, estes
resultados mostraram um aumento de parasitismo @mdmdo por inicio de
desenvolvimento de lesdo e uma diminuigdo no tamdahes&o enquanto ainda existia
um aumento no parasitismo. Estes dados sugerem amtrole mais lento do
parasitismo em relacdo a uma reducao mais rapitentkeinho da leséo.

Jé& para infeccdo com AD. major, o inicio da lesdo s6 ocorreu a partir da quarta
semana de infec¢do e pareceu também acompanhanment® na carga parasitéria.
Nesta dose de indculo 0 aumento do tamanho da éesfopanhou o0 aumento da carga
parasitaria durante o periodo de trés a nove semdmanfeccdo. Na nona semana
encontramos o0 pico da lesdo e do parasitismo. §amente, nossos resultados
mostraram uma queda acentuada no numero de paragitimpanhada por uma
diminuicdo mais lenta no tamanho da leséo Aséthana de infecgdo. Uma diminuicéo
no tamanho da lesdo continuou a acontecer de fogmadativa até a 22semana,
diferente do encontrado para o parasitismo onde/ig0 um aumento neste tempo
final. Usando menor dose de indéculo observamosoentd curso de infeccdo
acompanhando o parasitismo até a nona semanaetednf Neste periodo existiu um
aumento nestas duas variaveis e a partir dai urtrob®rdas mesmas. Entretanto,
diferente do curso de infeccdo a carga parasitémistrou-se aumentada em 22

semanas.
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Relacionando as duas doses, encontramos um aarasono desenvolvimento
da lesdo quanto na multiplicacdo do parasito camuito de 16 Leishmaniaem relacéo
a 10 parasitos. Observamos também um controle no taondalesdo mais lento que o
do in6culo de 1Dparasitos. Entretanto, com 22 semanas de infeesi@s dois grupos
apresentaram mesma carga parasitaria e tamanbeatedemelhante.

Na infeccao realizada com °lD. amazonensisossos resultados mostraram um
aumento na carga parasitaria uma semana apo6s widre@ompanhado pelo inicio da
lesdo na semana seguinte. O niumero de parasitdsom@®Vvo aumento apenas na
sexta semana de infec¢do e a partir deste pontoEmrialterou até a 38 mana. O
desenvolvimento de lesdo, entretanto, foi constardeentuado até a nona semana de
infecgdo. A diminuicdo observada no tamanho daolesdartir deste momento foi
devido a ulceracdes e necrose o que justificouan@spresa ao encontrarmos um maior
parasitismo na 222 semana de infeccdo. Portansenamos o desenvolvimento da
lesdo acompanhando a multiplicacdo do parasitapaximadamente nove semanas de
infeccdo e apds este tempo, mesmo quando a les@i@wle necrosou, 0 parasitismo
ainda estava aumentado.

Ja com inéculo de £0.. amazonensia les&o sé se tornou aparente a partir da
quarta semana de infec¢cdo quando o nimero de tpar@imostrava um aumento em
relacdo aos tempos anteriores. O desenvolvimeniesda foi mais lento até a sexta
semana de infecgdo assim como a multiplicacdo cisppa. Da sexta a Flemana de
infeccdo a lesdo mostrou um aumento acentuadoagtia gaqui este tamanho pouco
variou até a Ultima semana estudada. J4 o pamagitigpresentou um aumento nove
semanas apos a infeccdo e este se manteve atéser@2na.

Encontramos, entdo, na infeccdo com menor dode dmazonensiam atraso
no aumento do numero de parasitos e no desenveliontda lesdo e no periodo entre
12 e 22 semanas de infec¢cdo uma lesdo menos ex@aerbm poucas Ulceras e quase
sem necrose.

Assim, nossos resultados utilizando a menor dosafdecdo mostraram uma
multiplicacdo mais lenta do parasito e um desemvaato mais demorado da lesao
tanto para &. majorquanto para &. amazonensiObservamos também que enquanto
na infeccdo pot. major as diferencas mostradas entre as doses duranieso de
infeccdo deixaram de existir 22 semanas apos alin@os parasitos na infeccao por
amazonensisalgumas diferencas importantes ainda existiam fenal semana
observada como, por exemplo, lesbes menos exaesrisadh necrose ou ulceragdes e

menor carga parasitaria.
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Figura 5: Numero de parasitos nas orelhas de camundongos L&&b7iBoculados
intradermicamente com i0ou 10 promastigotas metaciclicas de. major ou L.
amazonensi€D numero de parasitos foi estimado usando um edsadiluicdo seriada como
descrito em Materiais e Métodasindica diferenca significativamente a mednegshmania
mas diferente dose de in6culo e * indica difereagpre as espécies deishmaniamas
mesma dose de indcul®arras e o desvio padrdo representam a média deroude
parasitos de trés — cinco grupos (trés animaigpgro).Foi realizado testede Student para
0s pontos com distribuicdo normal e Mann-Whitnegyapas pontos com distribuicdo nao-
normal.(* p < 0,05)
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espessura da lesédo (A e C) e diametro da lesadBEixos da direita: nimero de parasitos na
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grupos (trés animais por grupo) e as curvas repi@seo curso de infeccdo de um experimento
representativo (4 - 5 experimentos com 3 camundongda).
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4 .3- Processo inflamatorio

Diante do quadro apresentado, investigamos os tphdares presentes nas
lesBes. Analisando o terceiro dia de infecgéo cOfrl1major encontramos um edema
e um infiltrado inflamatdrio discretos apesar dedai ndo ter sido possivel visualizar
parasitos (Fig. 6A, Prancha 1G). Com uma semanaetanto, ja observamos um
parasitismo discreto associado a um processo iaftaio ainda discreto (Prancha 1 H).
A terceira semana de infeccdo foi o ponto maximanflamacdo e do parasitismo
observados neste grupo de animais (Prancha 1 $teNeomento a lesdo apresentou
uma carga parasitaria moderada e um quadro inftainaacentuado. No entanto, a
partir da sexta semana e seguindo até 22 semanig®cgio 0 parasitismo se mostrou
discreto e o processo inflamatorio moderado (PradchL).

A cinética da resposta inflamatoria e da cargagtaraa para uma infeccdo com
10° L. major, entretanto, se mostrou diferente em alguns paroselacdo ao indculo
com a dose maior. Uma inflamacgéo discreta foi etnada na lesdo apenas na primeira
semana de infeccdo quando ainda néo visualizammasifes (Fig. 6A, Prancha 1 A-B).
Estes se apresentaram de forma discreta trés serappa indculo associado a um
processo inflamatério moderado (Prancha 1 C). pstél inflamatério ndo se alterou
até a ultima semana (Prancha 1 D-F). O parasitism@&ntanto, se revelou moderado
na sexta semana de infeccdo, representando seuepicba carga parasitaria discreta
passou a predominar a partir da 122 semana de@uee estendendo até a 222 semana .

Desta forma, observamos diferengas mais marcantes @ menor e maior dose
de in6culo no inicio da infeccdo onde encontramara p infeccdo de i@arasitos um
atraso na visualizacdo dos parasitos e no desemasito do processo inflamatério e
uma inflamacdo que n&do chegou a apresentar unl pedintuado. Curiosamente, a
infecgéo realizada com as duas doses de interessteansemelhanca em boa parte do
curso de infeccdo onde se estabeleceu um parasitistreto associado a um processo
inflamatorio também moderado.

Procurando conhecer se as diferentes doses deldntacubém acarretariam
diferencas no perfil inflamatério de uma infecc&mr p. amazonensignalisamos a
cinética celular destas duas condigdes. Nossoladgs mostraram que trés dias apos
indculo de 10 parasitos a lesdo apresentava um edema discrtas Kcélulas
inflamatorias e auséncia dos parasitos (Fig. 6Bnétra 1 S). Ja com uma semana de
infeccdo a inflamacéo observada era discreta, assno o parasitismo (Prancha 1 T).
Na terceira semana apesar do quadro inflamatétiorsar moderado a carga parasitaria
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ainda se mantinha discreta (Prancha 1 U). Entegtard sexta semana o local da
infeccdo mostrou um parasitismo acentuado enquaméamacao ainda se mantinha
moderada (Prancha 1 V). A partir da 122 semanac@aristir uma estabilizagdo da
infeccdo (Prancha 1 X). Nesta semana a lesao apoesem parasitismo moderado e
um quadro inflamatorio acentuado e este mesmol peirfobservado com 22 semanas
de infecgéo (Prancha 1 Z).

Na infeccdo com L. amazonensias orelhas mostraram um aspecto normal e
auséncia de parasitos trés dias apos inoculo §BigPrancha 1 M). Completada uma
semana de infeccdo comecamos a observar raraascéltihmatérias e ainda auséncia
de parasitos (Prancha 1 N). Este quadro evoluia pana inflamac&o discreta na
terceira semana e sO agora visualizamos parasitdeséo (Prancha 1 O). Apds seis
semanas de inéculo a lesdo mostrou um infiltratlanmatorio e parasitismo moderados
(Prancha 1 P). A partir daqui o parasitismo se ewnfconstante, mas 0 processo
inflamatodrio ainda evoluiu se mostrando acentuado 122 semana e assim se
estabelecendo até 22 semanas apoés infeccao (PlaqeRy.

Entdo, com uma menor dose de parasitos observamecedmente uma demora
maior no desenvolvimento e estabelecimento de weepso inflamatério e no aumento
da carga parasitaria. No entanto, nos tempos festisdados tanto a carga parasitaria
guanto o perfil inflamatdério se apresentaram seamgés.

Relacionando o perfil inflamatorio e a multiplicacdos parasitos das duas
espécies déeishmaniaestudadas, observamos algumas situacfes inteessalus
tempos iniciais, trés dias, uma e trés semanas néeccBo, encontramos um
desenvolvimento mais rapido do processo inflamatdois animais infectados com®10
L. major do que no grupo infectado com a mesma dosk. @emazonensi¢Fig. 6D,
Prancha 1 G,H,l e S,T,U). Além disto, a multipl@agalL. major pareceu estar sendo
seguida de perto por esta evolucdo do infiltraditanmatério. Vimos o pico de
parasitismo e da inflamacdo acontecendo no mesmiodpeseguido por queda no
namero destes parasitos e diminuicdo do quadranmaflério (Prancha 1 G,H,l). Ja na
infeccdo porL. amazonensi® multiplicacdo do parasito se mostrou mais leota,
parasitismo foi discreto até a terceira semanafeéegdo com pico na sexta semana, e 0
atraso no desenvolvimento do processo inflamapiaiece estar dificultando o controle
dos parasitos (Prancha 1 S,T,U). Apenas apd6s avelgée do parasito, com uma
semana de infeccdo, um processo inflamatério ds¢oe instalado, e o pico da carga
parasitaria aconteceu antes do pico do infiltratftamatorio, seis e 12 semanas de
infeccdo respectivamente. Assim, parece que o aontkenintensidade da inflamacéao
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que aconteceu entre a sexta e 122 semana naofitbersie para controlar de forma
eficiente o parasitismo. Um perfil inflamatério atgado se estabeleceu junto com um
parasitismo moderado (Prancha 1 V,X,Z).

Na baixa dose de inoculo nossos resultados mastreambém uma cinética
diferente de multiplicacdo dos parasitos e desemiehto do infiltrado inflamatorio
entre as duas espéciesldgshmania Na infeccdo por TOL. major observamos, com
uma semana de infeccdo, um infiltrado inflamatédiscreto antes mesmo da
visualizacdo dos parasitos na terceira semana eewwlacdo para uma inflamacao
moderada na terceira semana antes do pico do fjEresacontecer seis semanas apos
o inéculo (Fig. 6C, Prancha 1 A,B,C). Este procasiamatério moderado instalado a
partir da terceira semana de infeccdo parece thr suficiente para controlar a
multiplicacdo dos parasitos e estabelecer um (israsi discreto até a 2Zemana
(Prancha 1 D,E,F). Ja no in6culo d€ 10 amazonensia multiplicacdo dos parasitos
acompanhou a cinética observada na infeccdo panandsse dé&. major. Entretanto,

0 mesmo nado ocorreu com o desenvolvimento doriitt inflamatorio. A inflamacao
s6 se mostrou discreta trés semanas apos a infqogéolo ja conseguiamos observar
parasitos na lesdo e moderada na sexta semanaupioo do parasitismo (Prancha 1
M-R). Portanto, este atraso na instalacdo do psocé¥flamatorio parece ter sido
significativo, pois a carga parasitaria se mantemglerada ap0s a sexta semana de
infeccdo ndo diminuindo mesmo quando associadaainftamacédo acentuada como
observamos na 12 22 semana.

Diante das diferengcas mostradas em nosso estudoingtica da resposta
inflamatoéria entre as duas espécies ldgdshmania resolvemos entdo avaliar a
participacdo de alguns tipos celulares presentdes@ por 22 semanas de infeccao
observando o perfil encontrado nos campos anaksado

No sitio de inéculo dos animais infectados corf lLOmajor encontramos um
ndimero maior de macréfagos que nos animais infestadm 16parasitos ja com trés
dias de infeccdo (Fig. 7A, Prancha 2 G e A ). Bdierenca foi mantida até a terceira
semana (Prancha 2 H-I e B-C). Neste momento podebsesvar o pico de macrofagos
no grupo infectado com $@arasitos. A partir daqui o nimero de macréfagesentes
no infiltrado inflamatério destes animais diminwgaquanto nas lesfes dos animais
infectados com TOLeishmaniacontinuou aumentando e assim, na sexta semana, o
namero de macrofagos presentes nas lesdes de ambgkupos eram semelhantes
(Prancha 2 J e D). Na 42 22 semanas de infeccdo os animais inoculados conr maio
quantidade de parasitos apresentaram um numercadefagos no local de infeccao
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um pouco maior que a encontrada pard IO major Prancha 2 K-L e E-F).
Interessantemente, o pico de macréfagos vistos argculo de 19 parasitos na
terceira semana coincidiu com o pico de infiltramftamatério e parasitismo (Figs. 7A
e 6A) e a queda observada na carga parasitaria erooesso inflamatorio menos
intenso encontrado apdés a sexta semana foram acbagms pela diminuicdo no
namero de macrofagos presentes na lesdo. Situag#io semelhante foi vista para o
inéculo de 18L. majorsé que com um certo atraso. Logo, estes resulmadgsem que
estes macréfagos podem estar envolvidos no contimlparasitismo e consequente
controle da lesao.

Nos grupos infectados corh. amazonensisobservamos que 0s animais
inoculados com TOparasitos apresentaram macréfagos no infiltradlanatério na
primeira semana de infec¢cdo enquanto que com aganinoculados com menor dose
0 mesmo sO aconteceu trés semanas apos a inféegadt®, Prancha 2 S-U e M-0).
Mesmo com este atraso a cinética na migracdo dosdfagos para o sitio de infeccdo
foi bem semelhante para ambas as doses. O numermagedfagos aumentou
gradualmente durante todo o tempo que acompanharwso de infeccdo, porém com
o inéculo de 1HL. amazonensimostrando sempre um nimero um pouco menor destas
células em relacdo a maior dose. Apesar deste aomennumero de macréfagos, o
qual acompanhou a cinética do processo inflamatdstm na 12 e 22 semanas de
infeccdo, ndo houve um controle eficiente do pasaso (Figs 7B e 6B; Prancha 2 V-Z
e P-R). Estes dados corroboram a deficiéncia naccdgde destas células eliminarem
esta espécie de parasitos como ja sugerido natlitar(Qletal., 2004).

Comparando entdo a eficiéncia dos macréfagos main@l¢do destas duas
espécies déeishmania observamos que ja no terceiro dia apos a infeogd@nimais
inoculados com TOL. major apresentaram um ndmero maior de macréfagos que o
grupo infectado com mesma doseldeamazonensig-ig. 8B, Prancha 2 G e S). Uma
semana apos o inéculo, esta diferenca deixou dsiregi voltou a se apresentar na
terceira semana de infeccdo (Prancha 2 H-I e TAUpartir daqui, o numero de
macrofagos diminuiu na lesdo dos animais infectamws L. major, mas continuou
aumentando no grupo infectado cekmamazonensigPrancha 2 J e V). O aumento
rapido na quantidade de macrofagos que aconteéea sgxta semana coincidiu com o
aumento do parasitismo, mas ndo com o0 aumento wmsidade do processo
inflamatdrio (Figs. 8B e 6). Na 12 22 semana apo6s a infec¢do continuamos
encontrando ainda um aumento no niumero de macfaggociado a um infiltrado

inflamatdrio acentuado e carga parasitaria modenaddesfes destes animais (Prancha
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2 K-L e X-Z). Estes dados sugerem, entdo, uma delda na resposta inicial dos
macrofagos para o controle do parasitismo e doepsucinflamatério e consequente
cura da leséo.

Observando-se as infeccfes realizadas com mener dogetanto, vemos um
namero bem parecido de macréfagos nos grupos aafestcom ambas as espécies de
parasitos até a sexta semana de infeccao (FigP&hcha 2 A-D e M-P). A seguir, 0s
animais infectados corh. major comecaram a mostrar uma queda no numero de
macrofagos presentes na lesdo enquanto que o grigmbado comL. amazonensis
continuou apresentando um aumento. Com 12 e 22nsesnte infeccdo observamos
entdo uma menor presenca destas células na les@midwais inoculados com major,
porém um maior nimero no grupo inoculado dammmazonensi@Prancha 2 E-F e Q-
R).

Avaliamos também a presenca das células T noradot inflamatorio, e suas
subpopulagdes CD4 e CD8. As células T CB&avam presentes nas lesdes em nimero
menor que as células T CD4nas com cinética de aparecimento semelhante {dsin
mostrados). As células T CD4oram encontradas primeiro nos animais com maior
indculo, ja no terceiro dia de infeccédo, e paraonelose s6 na primeira semana (Fig.
7C, Prancha 3 A e B; G e H). Outra diferenca faiesbada na Z2Xemana de infeccdo
onde os animais infectados com®10 major mostram um ndmero um pouco maior
destas células em relacdo ao grupo infectado cohpd@sitos (Prancha 3 F e L).
Foram observadas também poucas diferencas na ceinée infeccdo pori.
amazonensisVimos um mesmo atraso no surgimento destas célads animais
inoculados com 1D parasitos em relacdo aos animais infectados cof L10
amazonensis(Fig. 7D). Estas células foram encontradas naéetesdos animais
inoculados com maior dose na primeira semana eugpgom menor dose apenas na
terceira semana de infeccdo. Nesta primeira eitarsemana de infeccdo o nimero de
células T CDZ foi maior na lesdo dos animais infectados cofpBBasitos (Prancha 3
M-O e S-U). Na sexta semana este perfil se inveoim o grupo de menor dose
passando a apresentar um numero um pouco maior.tédgsos seguintes, ja nao
observamos diferenca no nimero das células T @D#e estes grupos (Prancha 3 P-R
e V-Z). O perfil de células T seguiu o observad@s células T CD4

Procurando entender os diferentes perfis de infecgéisados pela majore L.
amazonensisgomparamos também a cinética das células T enitms as espécies.
Encontramos ja no terceiro dia de infeccdo célllggesentes na lesdo dos animais
infectados com 10L. major mas nos infectados com ®10. amazonensispenas na
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primeira semana (Fig. 8D). Curiosamente, o nimeradulas T CD4 presentes na
lesédo destes dois grupos foi semelhante na prineeterceira semanas de infeccéo.
Entretanto, com seis e 12 semanas o local da fdeagresentava mais células T CD4
nos animais com infeccéo plormajor. Ja na 222 semana esta diferenca existia, mas em
menor proporgao.

Nos camundongos inoculados com menor dose encaygranm perfil
semelhante, porém com algum atraso (Fig. 8C). Nmite dia ndo encontramos um
infiltrado de células T CD4no local da infeccdo de nenhum dos dois grupos. Na
primeira semana estas células comecaram a serteamasinos animais inoculados com
10° L. majormas ainda ndo nos animais con lL0amazonensis\estes s6 observamos
células T CDZ na terceira semana e com um nimero bem menor qustam Nos
animais inoculados com 1Q. major. Com seis e 12 semanas o nimero de células T
CD4" permanecia menor nos animais infectados toramazonensisgntretanto, no
ultimo tempo observado esta diferenca ja ndo existi

Interessava-nos também observar se as células @igwdestar participando da
resposta inflamatoria. Este tipo de linfocito foicentrado em nameros muito baixos

nas lesdes, e os resultados foram inconclusivadado mostrados).
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Figura 7: Parasitismo e processo inflamatério na orelha dmuodongos C57BL/6
infectados com TOou 10 promastigotas metaciclicas e major ou L. amazonensisA
relacdo entre o indice de inflamacéo (linhas) edicé de carga parasitaria (barras) em
camundongos infectados com®>X 10 L. major ou L. amazonensissta representad@s
indices de carga parasitaria se referem a 0: sessifms visiveis, 1: parasitismo discreto, 2:
parasitismo moderado e 3: parasitismo acentuada.iRdice de inflamacdo estabelecemos
0: sem alteracbes, 1: raras células inflamatoasinflamacao discreta, 3: inflamacao
moderada e 4: inflamagéo acentuada.
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L. major ou L. amazonensiOs resultados foram representados pelo nimeroldasédez
campos* indica diferenca entre. major e L. amazonensiso mesmo tipo celular analisado
(p<0,05).Para detalhes ver Materiais e Métodos.
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foram representados pelo numero de células/ depasmmindica diferenca entre. major
e L. amazonensiso mesmo tipo celular (p<0,0%)ara detalhes ver Materiais e Métodos.
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Prancha 1: Fotomicrografias do infiltrado inflamatério na dral de camundongos C57BL/6
inoculados intradermicamente com®16u 1¢ promastigotas metaciclicas de major ou L.
amazonensis
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10° ou 10 promastigotas metaciclicas e major ou L. amazonensis Distribuicdo de linfécitos T
CD4".
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4.4- Cinética de producao das citocinas TNF, IFN-I[Je IL-10

Apéds andlise dos tipos celulares presentes nasdesis tempos determinados
ao longo do curso de infeccao, verificamos comarigst producéo de citocinas nos
linfonodos drenantes e no baco.

Uma das citocinas de nosso interesse foi o TNporesvel por uma série de
efeitos durante o curso de infecgdo, como por elgngcio da resposta inflamatoria,
ativacdo de macrofagos e necrose tecidual. Nogsodtados mostraram uma cinética
diferente na producéo sistémica de TNF nas dosemdateilo utilizadas. O grupo
inoculado com 1DL. major apresentou um pico de producdo desta citocinamaita
semana de infeccao (Fig. 9A). ApGs este tempo vasers uma diminuicdo acentuada
nos niveis de TNF produzidos pelas células do dastes animais inoculados com alta
dose de parasitos no periodo de seis a 22 semanased¢cdo. J4 o grupo inoculado
com 1@ L. major mostrou um aumento pequeno na producdo sistéresta ditocina
entre a terceira e a sexta semana e uma quedahas@mana de infecgdo. Entretanto,
doze semanas apoOs a infeccdo esta producdo de didia a aumentar. Este tempo
representou o pico de producdo desta citocina est@ dose de indculo. Apos 22
semanas de infecgcédo a producao de TNF voltou andimiNa terceira e nona semana
de infeccdo, encontramos uma maior producao sistérde TNF pelos animais
infectados por 10 L. major em relacdo ao grupo inoculado com menor dose.
Interessantemente, o0s pontos onde encontramos umiar rproducdo de TNF
correspondem a momentos importantes no control@aiasitismo e da lesdo para
ambas as doses estudadas (Figs.1A, 1C e 6A).

Avaliando nossos resultados para os animais irdfest@omL. amazonensjs
encontramos uma maior producdo de TNF pelas cétldasaco do grupo inoculado
com 16 parasitos na terceira semana de infeccéo (Fig. B¢t momento representou
0 pico de producao desta citocina para os aninmdectados com alta dose deste
parasito. Nos tempos seguintes observamos pargregte uma diminuicdo gradual na
producdo do TNF sistémico. J4 os animais inoculados baixa dose mostraram um
pequeno aumento na producdo de TNF pelas célulbagiona sexta e 122 semana apés
a infeccdo. Durante o curso de infeccdo o grupeulaolo com alta dose de.
amazonensigpresentou uma diferenca significativa na produd@olNF apenas na
terceira semana em relacédo ao grupo com baixaddoseculo.

Quando comparamos a producgéo sistémica de TNFamtrais infectados com

10° L. majorouL. amazonensisbservamos um aumento na producéo desta citogina e
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torno da terceira semana de infeccdo para amba&spcies do parasito porém a
quantidade de TNF produzida pelas células do bagardpo infectado coni.
amazonensisfoi menor (Fig. 9A). A partir deste tempo a pro@loicdiminuiu
rapidamente parh. major e lentamente para amazonensige se manteve baixa até a
Gltima semana estudada. Para o inéculo depa@asitos observamos uma producao
maior de TNF na terceira e ®8emana pelos animais infectados cbhmmajor.
Interessantemente, nos demais tempos analisadogdon&@ncontrada diferenca na
producao desta citocina pelas células de baco albsimdongos inoculados com estas
duas espécies.

J& o perfil de producéo desta citocina pelos lioftws que drenam o local de
infeccdo apresentou algumas diferencas em relagéiodaicdo sistémica. Observamos
que os animais inoculados com®10 major apresentaram uma producdo de TNF por
células de linfonodo maior que o grupo inoculadm dmixa dose durante o periodo de
trés dias a seis semanas de infeccédo (Fig. 9B)s Apte periodo a producdo do TNF
diminuiu até a 12 semana de infeccdo e apresentou um pequeno aumend@
semana. Os animais com inéculo dé ffrasitos mostraram uma cinética de producéo
de TNF local parecida com os animais infectados atiemdose até a nona semana de
infeccdo. Entretanto, a quantidade desta citociodyzida por esse grupo foi menor.
Na 12 e 22 semana de infeccéo, entretanto, este perfil sertew com os animais
inoculados com baixa dose dos parasitos passapdmazir maior quantidade de TNF
pelas células do linfonodo.

Interessantemente nos grupos inoculados coamazonensisbservamos uma
maior producdo de TNF pelas células dos linfonats animais inoculados com alta
dose no terceiro dia de infeccdo e uma producaelkamte no periodo de uma a nove
semanas. Entretanto, na® 8222 semana este quadro se alterou e os animais itlosula
com 1G parasitos passaram a apresentar uma maior prodiecANF que o grupo
infectado com alta dose.

Relacionando as duas espécies ldishmaniana dose de f0parasitos,
observamos uma maior producéo de TNF pelas céloléiafonodo do grupo inoculado
comL. majorno periodo inicial do curso de infeccao, entre ersais semanas. A partir
desta semana esta producdo diminuiu e apdés nov@nasnde infeccdo j4 ndo existia
diferenca na quantidade de TNF local produzidoigSamente, também a producéo de
TNF por células do linfonodo dos grupos infectados baixa dose de. majorou L.
amazonensiforam parecidas durante todo o curso de infec&fienas na 2semana

vimos uma produg&o um pouco maior nos animais tafiles pol. amazonensis
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Uma outra citocina de nosso interesse foi o {Fievido a sua importante
participacdo em uma resposta protetora. Duranés@osta sistémica observamos uma
cinética diferente de producdo de I¥Npelos grupos infectados colm major. Os
animais inoculados com alta dose mostraram um aemenproducdo desta citocina
pelas células de baco na primeira semana em reta;@erceiro dia de infeccao (Fig.
9C). Esta mesma producado foi observada apos trdanses de infeccdo. J& na sexta
semana, encontramos novo aumento na producdo diéstina e, a seguir, uma
pequena diminuicdo na nona semana. Doze semanas api@ccdo novo aumento foi
observado e na 2Zemana encontramos uma diminuicdo acentuada wagio do
IFN-y. J& para o grupo inoculado com baixa dose desi@sifa observamos um
aumento lento e gradual na producdo desta citaiiaa nona semana de infeccéo.
Curiosamente, na $8emana observamos um aumento acentuado na prodii¢éaNy
e a seguir uma diminuicdo também acentuada n& s2Pnana de infecgdo.
Interessantemente, nossos resultados mostrarammanoa producdo de IFN-pelos
animais inoculados com 1Q. major no periodo de uma a seis semanas de infeccéo e
perfil oposto na 12semana, onde os animais inoculados com baixaajyssentaram
uma maior producdo desta citocina que o grupo ladoucom alta dose. No ultimo
tempo analisado ndo encontramos diferenca na piiodde IFNy entre estes dois
grupos.

Ja em uma infeccado par amazonensjsa producdo de IFN-pelas células de
baco foi baixa durante todo o curso de infeccacse®amos apenas uma diferenca
pequena entre as doses nha terceira e sexta semariactao.

Nossos resultados mostraram também uma maior gEoddgsta citocina nos
animais inoculados com alta dose ldemajor em relacdo aqueles inoculados com
mesma dose de. amazonensigntre a primeira e #Zemana de infeccédo (Fig. 9C).
Surpreendentemente, a producao de yHd¢los animais inoculados com baixa dose de
ambas as espécies do parasito foi semelhante aténa semana de infeccéo.
Interessantemente, na2l8mana encontramos uma maior producdo pelos animai
infectados poL.. majore na 22 semana esta diferenca deixou de existir.

A cinética de producédo de IFNpelas células do linfonodo proximo ao local da
infeccdo se mostrou diferente da sistémica. No ayimpculado com 10L. major
observamos uma queda acentuada na producao desiasientre o terceiro dia e a
primeira semana de infeccdo. A seguir encontrarngs aumento na producao de IFN-

y na terceira semana. Esta producdo se mantevetasseenana e aumentou novamente
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na nona semana de infeccdo. N&séana de infeccéo a producdo de Yrdminuiu
acentuadamente e permaneceu a mesma‘nse@fna. Ja os animais inoculados com
baixa dose deste parasito mostraram um aumentm degitadual na producao de IyN-
até a sexta semana de infeccdo. Nove semanas apitsilm observamos uma elevacéo
na producdo que voltou a cair nd@ $8mana e se mostrou bem diminuida faséthana
de infeccdo. Interessantemente, os animais inogsiladm 18 L. major apresentaram
maior producdo desta citocina em relacdo ao gropoulado com 1Dparasitos no
periodo de trés dias a seis semanas de infeccamomMiasemana esta diferenca nao foi
encontrada e 12 semanas apoés infeccdo os animaisbeixa dose de infeccéo
produziram mais IFN+ que o grupo inoculado com alta dose. N& 22mana,
entretanto, a producgéo desta citocina por ambgsup®s foram semelhantes.

A cinética de producdo de IFNpelo linfonodo local dos animais inoculados
com alta dose de. amazonensidiferiu do grupo infectado com baixa dose apemas n
terceiro dia de infeccdo onde o grupo inoculado ddfhparasitos apresentou uma
maior producdo desta citocina. Nos demais tempas emontramos diferenca na
producao do IFNt Em ambos 0s grupos observamos um aumento |legtadeal na
producdo desta citocina até & $2mana e uma diminuicdo na producédo fasethana
de infecgao.

A producdo de IFNrentre ambas as espécies se mostrou diferentegemsal
tempos durante o curso de infeccdo. No inéculo @eparasitos observamos que 0s
animais infectados pdr. major produziram mais IFN-que os animais infectados por
L. amazonensiso periodo de uma a nove semanas de infeccdogd#po inoculado
com 16 L. major apresentou maior producdo desta citocina em @lagd animais
infectados com mesma dose ldeamazonensigio periodo de nove a 22 semanas de
infeccao.

Interessamos-nos também por analisar a participdadt-10 nas diferentes
condicbes estudadas. Nossos resultados mostrarama qaroducao sistémica desta
citocina pelo grupo inoculado com ®10. major apresentou um pequeno aumento na
terceira semana de infeccdo em relacdo a primeimasa (Fig. 10A). Ja 12 semanas
apos a infeccdo observamos uma menor producdo -d® km relacdo a terceira
semana e uma producdo parecida rfasefnana. Os animais inoculados comi 110
major, entretanto, apresentaram um aumento significai@vproducdo desta citocina da
primeira para a terceira semana de infeccdo e wel dé producdo parecido na 122
semana. Na 22semana apds a indculo do parasito a producdo digstina foi um

pouco menor em relacdo a®l&emana de infeccdo. Assim, nos tempos analisados
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encontramos uma maior producdo de IL-10 pelas a®lule baco dos animais
inoculados com 10L. major que pelas células do grupo inoculado com menoe dos
desta espécie deeishmaniana primeira semana de infeccdo e um perfil invesad?
semana onde uma maior producéo desta citocinaeooormrupo inoculado com 30
parasitos. Nos demais tempos onde dosamos a Iladdan encontrada diferenca na
sua producao.

Os animais inoculados com °1Q. amazonensispresentaram um aumento
significativo na producdo sistémica de IL-10 dar@ira para a terceira semana de
infeccdo e uma diminuicdo, também significativastdepara a 122 semana. N& 22
semana de infeccdo a producgdo foi parecida comcangada 12 semanas apos a
infeccdo. Para o indculo com®lI0. amazonensisbservamos um aumento significativo
da primeira para a terceira semana de infeccaol@rsemana um aumento em relagdo
a terceira semana. Ja 22 semanas apos o inocdovaives uma diminuicdo acentuada
na producédo de IL-10 comparada a encontrada naet28na. Comparando a cinética
de producgédo desta citocina entre as doses de masaldas ndo observamos diferenca
na producao desta citocina nos tempo iniciais saddis, mas encontramos uma maior
producao pelo grupo inoculado com menor dose gestsito em relacédo a maior dose
na 12 semana de infeccdo e um perfil oposto rfashana.

Em relacdo as espécies, curiosamente, observamascimética de producdo
parecida. Nos grupos inoculados com alta dose wsa#ninfectados conk. major
apresentaram uma maior producdo desta citocinaimaipa e 12 semana de infecgdo
em relacdo aos animais infectados cbmamazonensisNo restante dos tempos
analisados ndo houve diferenca. Ja em relagcdorapssyinoculados com baixa dose
apenas na Z22emana de infeccdo os animais infectados comajor apresentaram
uma maior producéo de IL-10. Nos demais tempodnéwe diferenca.

A producédo de IL-10 pelas células do linfonodo duena o local da infecgéo
também foi avaliada. Observamos uma maior produdggia citocina pelo grupo
inoculado com alta dose dle major na terceira e 2xemana de infeccdo em relacéo a
122 semana (Fig. 10B). Para os animais inoculados w@mor dose deste parasito
observamos também uma menor producédo de IL-10%set®ana em relagéo a terceira
semana. Porém esta diminuicdo nédo foi tdo acentysai@to a observada no indculo de
10° Leishmania J& na 22semana de infeccéo os animais inoculados cohh.lfajor
apresentaram uma producdo de IL-10 semelhanteomteada na 2semana. Apenas

na neste ultimo tempo avaliado encontramos umarrpabalucao de IL-10 pelo grupo
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inoculado com alta dose deste parasito em relagagrapo com menor dose de
infeccéo.

Curiosamente, a producdo de IL-10 pelas célulasindenodo dos animais
inoculados com alta dose tleamazonensifoi semelhante nos pontos analisados. Os
animais inoculados com baixa dose apresentaramcum@aca um pouco diferente. Na
terceira semana de infeccdo a producéo de IL-1@nfmor que a encontrada na 12
semana e esta producdo diminuiu n& @mana. Na infeccdo por edtaishmania
observamos uma maior producdo desta citocina apentesceira semana de infeccao.
Nos outros tempos ndo encontramos diferenca.

Interessantemente, quando comparamos a produclioldeentre as espécies
estudadas na dose de indculo d& #rasitos observamos uma maior producdo desta
citocina pelo grupo infectado coim major na terceira e na 28emana de infecgdo em
relagdo ao grupo inoculado cdmamazonensidNa 12 semana encontramos um perfil
inverso de producdo. Os animais infectados tomajor apresentaram um nivel de IL-
10 um pouco menor que os animais inoculados lcoamazonensisTambém na menor
dose de inoculo observamos uma maior producao destana pelo grupo infectado

comL. majorna terceira e ZZemana de infeccdo. Na?k2mana ndo houve diferenca.
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Figura 10: Producéao das citocinas TNF e IfNlurante o curso de infeccdo de camundongos
C57BL/6 infectados intradermicamente na orelha dé&hou 16 parasitos das espécies
major ou L. amazonensig’roducédo de TNF (A, B) e IFN{C, D) por células do baco (A,C)

e linfonodo (B, D) 72h apds estimulo com antigenm@logo. Cada ponto representa a
média e o desvio padrdo de trés a cinco grupos ¢(ménundongos por grupdj. indica
diferenca significativa para mesma espécid.eishmaniamas diferente indculo e * indica
mesmo inéculo mas diferente espécid.dshmaniaFoi realizado testede Student para os
pontos com distribuicdo normal e Mann-Whitney pagapontos com distribuicdo né&o-
normal.(* p < 0,05).Limite de detecc¢édo: IFN-0,03 ng/ml e TNF 0,001 - 0,0001pg/ml.
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Figura 11: Producdo de IL-10 por células de baco (A) e linfimdB) de camundongos
C57BL/6 infectado cont. major ou L. amazonensig inoculados com £ou 16 parasitos
intradermicamente na orelha em pontos do cursmfdegéo# indica diferenca significativa
para mesma espécie deishmaniamas diferente inéculo e * indica mesmo inéculo mas
diferente espécie déeishmania Foi realizado testd de Student para os pontos com
distribuicdo normal e Mann-Whitney para os pontws distribuicdo ndo-normaf p < 0,05).
Limite de deteccao 0,03 ng/ml.
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4.5- Producéo de NO e arginase por macrofagos pesiteais coletados de

animais infectados

A resposta do tipo Thl induz a expressdo de Oxitdca sintase por
macrofagos. Esta enzima produz 6xido nitrico airpdetL- arginina. Por outro lado, a
arginase também utiliza arginina como substrato, formando ornitina, queeéyrsora
de aminas que favorecem o crescimento do parébia.vez que detectamos producao
diferente de citocinas quando camundongos C57Bddb6irsfectados corh. major ou
L. amazonensisgecidimos verificar a atividade destas enzimas mo&sos grupos
experimentais. Para este estudo utilizamos maaéfagritoneais dos camundongos
infectados e como controle macréfagos de animaisniéctados.

Nossos resultados mostraram uma producdo espontdeeaNO pelos
macréfagos de camundongos inoculados corh L10major e 16 L. amazonensis
cultivadosin vitro sem estimulo na iXemana (Fig. 11A). Nos demais tempos, a
producéo foi equivalente aquela de camundongosnifiéciados.

Na presenca de antigeno homologo, observamos quedfangos de animais
inoculados com alta dose tle major produziram uma quantidade crescente de NO a
partir do terceiro dia de infeccdo até a nona sanfiig. 11B). Na 12semana esta
producdo de NO apresentou uma diminuicéo e se weaaté a 22semana de infeccao.
Ja os macréfagos de animais inoculados cofrpafasitos mostraram um aumento na
producdo de NO na sexta semana, que nao foi mauiiilénuindo na nona semana.
Doze semanas apds a infecgcdo, entretanto, estaigdmwdaumentou novamente,
constituindo o pico de produgéo de NO por este@riym tempo de 22 semanas de
infeccdo ocorreu nova diminuicdo nesta producdo. Mcrofagos de animais
inoculados com alta dose Hemajor produziram mais NO que o grupo inoculado com
baixa dose no periodo entre uma e nove semanasfetxdo e perfil oposto foi
encontrado na 122 semana. N& &mana apods a infeccéo, entretanto, a quantigade d
NO encontrada foi semelhante entre os grupos iadosl com as duas doses do
parasito.

Na infeccdo poit. amazonensisbservamos um aumento gradual na produgéo
de NO pelos macréfagos de animais inoculados cohpdsitos no periodo de trés
dias a trés semanas de infeccdo (Fig. 11B). Na s®thana esta producao diminuiu,
voltando a aumentar na nona semana apos a infdeg@otempo representou o pico de
producdo de NO por macréfagos deste grupo. A segail? semana, esta producdo

voltou a diminuir sendo mantida na®22mana de infeccdo. Para o grupo inoculado
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com 10 parasitos observamos uma pequena producdo de N®xte semana e uma
diminuicdo desta na nona semana. Naskana de infeccdo observamos um aumento
acentuado da producdo de NO que se estendeu @fésar@ana. Entre as diferentes
doses de inbculo utilizadas observamos uma maiodugéo de NO pelos animais
inoculados com 1Dparasitos em relacdo ao grupo inoculado corh kD primeira,
terceira e nona semana de infeccdo e perfil opnat®? semana onde o grupo
inoculado com baixa dose apresentou maior producéo.

Os macréfagos de animais inoculados corfl lLOmajor ou L. amazonensis
produziram quantidades parecidas de NO duranteeqtm o curso de infeccao.
Apenas na sexta semana 0 grupo infectado tommajor apresentou uma maior
producéo de NO. Comparando estas duas espéciasistenaniacom inéculo de 10
parasitos observamos uma situacao parecida. Ngoseamalisados entre trés dias e 12
semanas de infeccdo a producdo de NO foi semelhAptnas na Z2semana de
infeccdo os animais inoculados ckmamazonensigpresentaram maior producéo de
NO.

Devido ao importante papel do IFNaa inducéo da expressao da enzima iNOS
foi também de nosso interesse analisar o efeittadg®cina na producdo de NO por
estes macréfagos peritoneais de animais infectaal@siséncia ou presenca de estimulo
in vitro com antigeno homaologo. Como os resultados foranekantes em ambas as
condicfes, optamos por mostrar a producado oconddpresenca de IFie antigeno
homologo.

Observamos que a adicao de IifN- cultura levou a producédo semelhante de
NO pelos macréfagos de camundongos inoculados.conajornas doses estudadas no
periodo de trés dias a 12 semanas de infeccdo.adpem 22 semana de infeccdo os
macrofagos de camundongos infectados com baixa daseyarasitos apresentaram
uma maior producdo de NO que o grupo inoculado albandose (Fig. 11C). Para os
animais infectados pdr. amazonensism perfil parecido foi encontrado. A producéao
de NO n&o diferiu durante a maior parte do cursonteecédo. Apenas na 42 22
semana de infeccdo o grupo inoculado com baixa dosparasito apresentou uma
maior producdo de NO. Na presenca de {FAproducdo de NO pelos macréfagos de
camundongos infectados com alta dose de ambos rasitpa foi semelhante nos
tempos analisados do curso de infeccdo (Fig. 11&ps macrofagos de camundongos
infectados com baixa dose deamazonensiapresentaram uma maior producao de NO
que os macrofagos de camundongos infectadosLcamajor 12 e 22 semanas apos a

infeccao.
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Verificamos, ainda, a atividade de arginase dosr@f@gos peritoneais obtidos
dos diversos grupos de camundongos. Nossos resslitadstraram que 0os macréfagos
peritoneais dos animais inoculados com alta e dosa dd.. major cultivadosin vitro
sem estimulo apresentaram uma atividade de argesgmsmtanea semelhante durante
quase todo o curso da infeccdo (Fig. 11D). Apermsnona semana de infeccéo
observamos uma maior atividade desta enzima pelpoginfectado com baixa dose
deste parasito. Quanto aos animais infectadosLca@mazonensisbservamos que com
uma e 22 semanas de infeccdo o grupo inoculadob@ixa dose apresentou maior
atividade de arginase em relacdo ao grupo infecteolm alta dose. Quando
comparamos as infec¢des pormajor ou L. amazonensisbservamos que macréfagos
de camundongos inoculados com?® Ifarasitos tiveram a atividade de arginase
semelhante. Entretanto, com inéculo dé pdrasitos, macréfagos do grupo infectado
comL. amazonensiapresentaram maior atividade desta enzima noirerdi&, uma e
22 semanas de infeccgao.

Avaliando a atividade de arginase na presenca déeao homologo
observamos que macréfagos obtidos de camundongoslatos com TOL. major
apresentaram atividade de arginase maior que aagedfagos de camundongos nao
infectados (Fig. 11E). Ap0s uma semana, esta atieidapresentou acentuada
diminuicdo. Esta menor atividade permaneceu entter@eira e sexta semana de
infeccdo. Ja na nona semana a atividade da argioitee a aumentar porém, na®22
semana, diminuiu novamente. JA os macrofagos dosincbbngos inoculados com
baixa dose apresentaram um aumento na atividadegdsse na primeira semana em
relacéo ao terceiro dia de infeccdo e uma dimiouag&ntuada na terceira semana. Seis
semanas apos a infeccao esta atividade voltou @rdamapresentando a seguir uma
diminuicdo gradual até a 28emana. Na cinética de atividade da arginase \Gim®r
durante o curso de infeccdo por estes grupos iadesl com as diferentes doses
encontramos uma maior atividade desta enzima pmlimais infectados com 40
Leishmaniano terceiro dia e terceira semana em relacdo gmgnoculado com 10
parasitos. Perfil oposto, entretanto, foi encomrads tempos de uma e seis semanas.
Nos tempos restantes ndo encontramos diferencéividgade de arginase entre estes
grupos.

Ainda na presenca de antigeno homologo, macrofatpscamundongos
inoculados com alta dose de amazonensisnantiveram uma mesma atividade de
arginase no periodo de trés dias e uma semanafelecdn. Na terceira semana

encontramos uma diminuicdo nesta atividade e naweeato foi visto na nona semana
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de infeccio. Entretanto, a atividade da arginaseastrou novamente diminuida né&f 22
semana. Ja o grupo inoculado com baixa dose apoesema diminuicdo acentuada da
atividade na terceira semana em relacdo a prireeina aumento na sexta semana de
infeccdo. A partir deste ponto ocorreu uma dimidaigradativa desta atividade até o
tempo de 22 semanas apos a infeccado. Encontrameosngdia na atividade da arginase
guando comparamos as doses apenas nha sexta seamlga, macrofagos dos
camundongos inoculados com alta dose apresentasaon atividade que os infectados
com baixa dose, e na2g&emana onde perfil oposto foi encontrado.

N&o houve diferenca estatistica na atividade dénasg de macrofagos de
camundongos infectados com altas doses de parasitirmulados com antigeno
homologo. Entretanto, macréfagos de camundongestados com baixa dose He
amazonensigpresentaram uma maior atividade de arginase o&sndias, trés e 22
semanas de infeccdo em relacdo ao grupo infectaddaixa dose de. major.

Devido a participacao do IFMna inducéo da via de ativacdo da iNOS e sintese
de NO analisamos se sua presenca interferiria neidate da arginase.
Interessantemente, ndo observamos grandes diveagédo padrdo obtido com
estimulo homdélogo (Fig. 11F).

Diante do importante papel da citocina IL-4 no dveamento de uma resposta
Th2 analisamos sua interferéncia na producéo de N@a participacdo na atividade da
arginase. Os resultados encontram-se na Figur@slgraficos A e D da Figura 12 sao
0s mesmos dados de macrofagos ndo estimuladasro apresentados na Figura 11.
Quando os macrofagos de camundongos foram inculageoss com IL-4 houve baixa
producao de NO, e ndo houve diferenca entre osstisgrupos (Fig. 12B). Entretanto,
na presenca de IL-4 e antigeno homadlogo a cindgcproducédo de NO foi diferente.
Interessantemente, observamos que macrofagos dmdangos infectados com alta ou
baixa dose dé&. major produziram NO. Os macréfagos do grupo infectadn ¢6° L.
major apresentaram um acentuado aumento na producadOdae phrtir da terceira
semana, producdo esta que se manteve na sextaanasemana de infeccdo. J4 os
macréfagos dos animais inoculados com l10major mostraram um pequeno aumento
na terceira semana e um aumento maior na sextanaaieanfeccdo. Este mesmo nivel
de producéo de NO foi mantido na nona semana degab. Os macréfagos de animais
inoculados com alta dose de major apresentaram maior produgdo de NO que 0s
inoculados com baixa dose no periodo de trés asemanas de infeccéo.

Um perfil diferente foi observado para os macrofagte camundongos

infectados conk.. amazonensis estimulados vitro com IL-4 e antigeno homologo. O
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grupo inoculado com ZfOparasitos apresentou um aumento lento, mas gradual
producdo de NO no periodo de trés dias a trés serdm infeccdo. Na sexta semana
houve uma diminuicdo nesta producdo que voltounzeatar de forma acentuada apos
nove semanas de infeccdo. Os animais inoculadosl6bparasitos também mostraram
um aumento lento e gradual na sintese de NO sémue a primeira e a sexta semana
de infec¢cdo. Nove semanas ap0s inoculo do paresitoproducdo de NO se mostrou
diminuida. Interessantemente, apenas na terceirarsede infeccdo encontramos uma
maior producdo de NO pelos macréfagos dos animtgstados com fOparasitos em
relacdo aos inoculados com*18os demais tempos ndo houve diferenca signifigati
Quando comparamos a producdo de NO por macrofagosathundongos
infectados com alta dose Heamazonensis L. major e estimulado# vitro com IL-4
e antigeno homoélogo, observamos uma maior prodoelds animais infectados pbor
major na terceira e sexta semanas de infeccdo. Nas @amaanas analisadas ndo houve
diferenca na producdo de NO por estes dois grujdosntre os grupos infectados com
baixa dose dos parasitos encontramos também umear pducdo pelos animais
infectados conk.. majorso que no tempo de seis e nove semanas aposgainfe
Avaliando a interferéncia do IL-4 na atividade dgimase observamos que
macréfagos do grupo infectado cont 10 major ndo apresentaram muita variacio na
atividade durante o tempo de infec¢do analisadp (FAE). J& o grupo inoculado com
baixa dose deste parasito mostrou nos tempos dwsliatividade da arginase
aumentada na primeira e sexta semana de infeccadivilade nos macréfagos de
camundongos infectados com baixa dose foi maiorageacontrada nos macréfagos
infectados com alta dose Hemajorno periodo entre uma e seis semanas de infeccéo
Macréfagos de camundongos infectados cofhLlGmazonensiapresentaram
atividade de arginase maior que macréfagos costralgerceiro dia e primeira semana
de infecgdo. Na sexta semana observamos uma dgaomoesta atividade e nos demais
tempos a atividade foi constante. J& os macréfdg@smundongos inoculados coni 10
Leishmaniamostraram na primeira semana uma maior atividadardmase que a
observada trés dias ap0s a infeccdo. Na tercemarse houve uma diminuicdo na
atividade desta enzima e esta se manteve na sext@na de infecgdo. Observamos
novo aumento na atividade da arginase na nona semamma diminuicdo na 22
semana de infeccdo. Comparando as doses, no inoouioalta dose de parasitos
encontramos uma maior atividade de arginase apemasrceiro dia de infeccdo em
relacdo aos macrofagos infectados com baixa dade.dfupo, entretanto, apresentou

uma maior atividade desta enzima uma e seis serapfas indculo.
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Quando comparamos a atividade da arginase enttbfeasntes espécies de
Leishmaniaestudadas, observamos uma maior atividade da aegpelos macréfagos
obtidos de animais inoculados com alta dosk.dmazonensisos tempos de trés dias,
trés e nove semanas de infeccdo. Na sexta semanizcgio, os macréfagos do grupo
infectado comlL. major apresentaram uma atividade um pouco maior quesenadda
nos animais infectados colm amazonensisCuriosamente, nos grupos inoculados com
baixa dose a atividade da arginase encontradaengzos estudados nédo foi diferente
entre as espécies tHeishmania

Analisando a participacao da IL-4 na atividade @gnase agora na presenca de
antigeno homologo encontramos situagfes interessafts macréfagos de animais
inoculados com 10L. major apresentaram uma atividade crescente desta emzima
periodo de trés dias a 3 semanas de infeccado lFk). Na sexta semana observamos
uma queda nesta atividade e na nona, novo aumeanébividade. Os macréfagos do
grupo inoculado com menor dose dek@shmaniaapresentaram uma atividade de
arginase semelhante a dos macrofagos do grupolatlmceom alta dose. Apenas na
primeira semana de infeccdo a atividade nesse dgiaipmaior que a dos animais
infectados com alta dose.

Para os animais infectados cdmamazonensjsencontramos um aumento na
atividade da arginase entre o terceiro dia e agwransemana de infec¢cdo, uma queda
acentuada nesta atividade observada a partir destana que se estendeu até a sexta
semana e novo aumento na nona semana de infecgamir®ais infectados com 30.
amazonensisambém mostraram um aumento na atividade da asgiratse o terceiro
dia e primeira semana de infec¢cdo e uma quedatia garentdo até a terceira semana.
No periodo de trés a nove semanas apos a infesgietanto, a atividade observada se
manteve constante. Entre as doses de in6culo gesssito observamos uma maior
atividade da arginase pelo grupo infectado comdu&e no terceiro dia de infeccdo e
perfil oposto na sexta semana. Nos demais tempssn@ros ndo encontramos
diferenca na atividade desta enzima.

Encontramos uma maior atividade de arginase porrafegps do grupo
inoculado com 10 L. amazonensiem relacdo aos macréfagos de camundongos
infectados com mesma doseldanajor no terceiro dia e primeira semana de infecgéo,
guando estes macrofagos foram estimulados comdlextrato do parasito homaologo.
Nos outros tempos a atividade foi parecida. Jéewdrgrupos inoculados com baixa
dose, a atividade da arginase foi diferente appaaexta semana de infeccdo onde ela

se apresentou maior no grupo infectadolp@mazonensis
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Figura 12: Producdo de NO e atividade de arginase por maasfaggritoneais de
camundongos C57BL/6 infectados intradermicamentereaa com 19ou 16 parasitos das
espécied.. majorou L. amazonensisstimulados por IFN: Os macréfagos peritoneais dos
animais infectados foram coletados em diferent@pds e cultivados em meio de cultura (A
e D), estimulados com antigeno homologo (B e E¢mu antigeno homologo e IFNEC e

F) por 48h.Cada ponto representa a média e o desvio padré@si@ cinco grupos (trés
camundongos por grupoi linha horizontal representa o valor de NOu atividade de
arginase produzido por macréfagos de animais Haotados nas mesmas condi¢des acima.
# indica diferenca significativa entre a mesma egpéelLeishmaniamas diferente dose de
inodculo e * indica diferenca entre as espécied eishmaniamas mesma dose de indculo,
pelo testd de Student (* i 0,05).Limite de deteccao: NO3,9 uM e arginase 0,016 mg/ml.
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Figura 13: Producdo de NO e atividade de arginase por maasfagritoneais de
camundongos C57BL/6 infectados intradermicamenterataa com 1dou 16 parasitos
das espécids. majorou L. amazonensisstimulados por IL-40s macréfagos peritoneais
dos animais infectados foram coletados em difeset@mpos e cultivados em meio de
cultura (A e D), estimulados com IL-4 (B e E) ourcantigeno homologo e IL-4 (F e G).
Cada ponto representa a média e o desvio padi#iésda cinco grupos (trés camundongos
por grupo).A linha horizontal representa o valor de N@u atividade de arginase
produzido por macréfagos de animais ndo infectadss mesmas condi¢cdes acinga.
indica diferenca significativa entre a mesma egpdelLeishmaniamas diferente dose de
inoculo e * indica diferenca entre as espéciekalghmaniamas mesma dose de indculo,
pelo testet de Student (* x 0,05).Limite de deteccdo: NO 3,9 uM e arginase 0,016
mg/ml.
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5- DISCUSSAO



Grande parte dos dados conhecidos hoje sobre alagia da Leishmaniose
foram obtidos através de estudos com inéculos tdedalse de parasitos f100°) em
modelos experimentais (AFONSO; SCOTT, 1993; SACKOBEN-TRAUTH, 2002;
SCOTTetal., 1988) em contraste com nimero estimado inocytettm vetor (10-1%)
em uma infec¢do natural (BELKAIBtal., 1998; BELKAID etal., 2000a; COURRET
etal., 2003; FELIZARDOetal., 2007; LIRAetal., 2000). Outro aspecto importante de
se ressaltar é que durante a picada do fleb6tomdns&uladas formas infectantes,
promastigotas metaciclicas, entretanto em parteeslestudos foram usados parasitos
de fase estacionaria onde existem formas ndo-arfeeg e infectantes. Além disso,
guando se utilizam camundongos como modelo expetaheo indculo na orelha
reflete mais acuradamente as caracteristicas ldeaisfeccdo pelo vetor que os sitios
de infeccdo comumente usados, pata e base da (SM@RTATTI; HENRIQUES,
1990) uma vez que a via de in6culo pelo vetor @ddrmica, como conseguimos fazer
na orelha, e ndo sub-cutanea, como é o caso ddasdeitos nos dois outros locais.

Diante das diferengas entre os modelos de infeecgas frequentemente
utiizados e o modelo de infeccdo natural, pesgoiEs investigaram se estas
caracteristicas poderiam interferir na resposta nenunascarando, anulando ou
exacerbando algum mecanismo critico para o conttalenfeccdo e desenvolvimento
da imunidade (BELKAID et al.,, 1998; BELKAID et al., 2000a; BELKAID;
BUTCHER; SACKS, 1998; LIRAetal., 2000).

Os resultados obtidos até o momento na infeccdo Lpomajor revelam
diferencas interessantes entre os modelos de béxa& dose de infecgdo. Assim sendo,
Nnosso objetivo foi avaliar o curso da infeccéo, tiplitacdo do parasito e resposta
imune no modelo de infeccdo natural polmmazonensisomparativamente a infeccao
por L. major.Como nosso interesse foi buscar diferencas entreaanismo de controle
da infecgdo, com consequente desenvolvimento dstéesia ou suscetibilidade,
optamos por utilizar o camundongo C57BL/6 que tefleem estes modelos quando
infectados conk.. major e L. amazonensiggspectivamente (AFONSO; SCOTT, 1993;
SOONGetal., 1997).

NOs verificamos que a infeccdo com baixa dosé..demazonensisa orelha
seguiu o padréo de infeccdo com alta dose narpattrando lesGes que persistiram por
semanas, parasitos presentes em alto niumero tesias e baixos niveis de IR\
TNF produzidos em resposta a este parasito. Entogtam contraste aos camundongos

inoculados com alta dose de amazonensjo grupo inoculado com baixa dose deste
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parasito apresentou lesdo menos exacerbada comvdesmento mais lento e com
pouca ou henhuma necrose durante o periodo avaliado

O curso de infeccdo para os camundongos inoculedizslermicamente na
orelhna com alta dose de promastigotas metacictieds. major ou L. amazonensis
repetiu os resultados previamente descritos natitea para o inéculo subcutaneo na
pata e base da cauda (AFONSO; SCOTT, 1993; JI; SMONG, 2003; SOONGt
al.,, 1996). A infeccado pokL. major levou ao desenvolvimento de uma lesdo que foi
controlada enquanto a infeccdo poramazonensisiesencadeou a formagcdo de uma
lesdo crénica com ulceracbes e necrose altamenstrutieas (MORTATTI;
HENRIQUES, 1990). No entanto, no modelo de baixaedde infeccdo potL.
amazonensigncontramos, similarmente ao observado paraajor (BELKAID etal.,
2000a), um atraso no desenvolvimento da lesaoigaevVidente quando comparado ao
modelo de alta dose. Enquanto o inicio de formatz@idesdo aconteceu na segunda
semana de infec¢cdo com alta dose de ambos ostpsyam infeccdo com baixa dose
ocorreu apenas em torno da quarta semana. Entretarfendtipo de resisténcia e
suscetibilidade foi mantido.

No modelo de alta dose de infeccdo na orelhalLpanajor nossos resultados
revelaram pouca variacao na carga parasitariangmldo curso de infeccdo. Entretanto,
em camundongos BALB/c, infectados também na orditiapbservado um grande
aumento no nimero dos parasitos*(h0 terceiro dia de infeccdo e®10a terceira
semana) correlacionado com o curso de infeccaago@uatbalho com infec¢cdo na pata
de camundongos C57BL/6 revelou um grande nimepmadesitos no momento do pico
da lesdo e um pequeno numero de parasitos pedsistio sitio de infecgcdo apds o
controle da mesma (LIRA&t al., 2000). A diferenca observada na multiplicacdo dos
parasitos entre os modelos descritos pode ser aleasd diferentes linhagens de
camundongos ou ao sitio de indéculo utilizado. Rata amazonensjsentretanto, o
aumento na carga parasitaria foi paralelo ao debamento da lesdo apresentando
uma estabilizacdo no periodo entre seis e 12 samat@a infeccdo e,
surpreendentemente, um novo aumento no parasitisn?22 semana avaliada. Nossa
surpresa foi devida ao fato de que havia muitaasecno tecido e, ainda assim, o
parasito sobrevivia e em grandes numeros. A egiatdlo no tamanho da lesdo na
infeccdo porL. amazonensiga foi demonstrado em outros trabalhos (AFONSO;
SCOTT, 1993; SANTIAGCetal., 2006).

Uma multiplicacdo silenciosa do parasito no sit® idfeccdo, isto €, sem
ocorréncia de inflamagé&o aguda, pode explicar, pedaos parcialmente, o atraso na
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progressao da lesdo no modelo de baixa dose coitialnmente demonstrado na
infeccdo porL. major (BELKAID et al., 2000a; LIRAet al., 2000) e encontrado por
nés na infec¢do pdr. amazonensi€Entretanto, enquanto nestes estudos a infecgao po
L. major levou a formacéo da lesédo associada ao inicio @iéendo parasito, n0ossos
resultados na infeccdo comi. amazonensisou L. major apresentaram um
desenvolvimento de lesdo associado a multiplicdgdoarasito. Em acordo com nossos
dados, outro estudo observou que camundongos BAléctados na orelha com
baixa dose dé&. major ou L. amazonensigpresentaram formacao da lesdo associada
com a carga parasitaria no local de infeccdo (COER& al., 2003). Foi demonstrado
também o aparecimento de lesdes visiveis apos nigo lperiodo de aumento da carga
de L. amazonensisa pata tanto em C57BL/6 quanto em BALB/c. Em aafongos
C57BL/6 mostraram que apds a nona semana de iofezcmanho da lesédo se
manteve até o ultimo tempo estudado enquanto quien@ro de parasitas apresentado
na 132 semana de infeccdo’()@oi maior que o encontrado na 242 semana degatec
(10%. Desta forma, neste estudo ndo foi observadalegéo entre multiplicacéo de
parasitos e desenvolvimento de lesdo. Entretantsas resultados também mostraram
uma estabilizacdo no tamanho da lesdo, porém, @noide parasitos ndo apresentou
variacgao.

Buscando esclarecer as diferencas observadas emi@delo de baixa e alta
dose em relacdo ao curso de infeccdo e multipical@s parasitos, analisamos a
cinética e o perfil celular do infiltrado inflamaitd no sitio do indculo durante o periodo
avaliado. A qualidade do infiltrado celular foi sian entre os modelos de infeccao.
Entretanto, no grupo infectado com baixo numergpdeasitos houve um atraso no
aparecimento de células T e macréfagos no localfdecdo. Esta demora no inicio da
migracdo destas células pode explicar o desenvehtinmais lento da lesdo neste
modelo. Pesquisadores descreveram um atraso novdésmento da leséo na pata de
camundongos SCID infectados com baixa dosé.dmajor, associado a auséncia de
células T, necessarias para o recrutamento de fagosdpara o sitio do inéculo (GUY;
BELOSEVIC, 1995). Outro estudo implica a particiacdas células T CD4no
desenvolvimento da leséo na infeccdo dommazonensiCamundongos nude, MHC
lI-/- e RAG2-/- infectados com este parasito apres@m uma progressao da lesdo
muito lenta, refletindo a manutencédo de condic@®@adas com a fase silenciosa
inicial da infeccdo observadas no camundongo seimagfectado com baixa dose de

parasitos.
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Observamos também que em infec¢cdes com baixa daaéeade parasitos houve
um atraso no surgimento do infiltrado celular enmgadongos infectados coin
amazonensigjluando comparados aos infectados ¢ormajor. Em nossos resultados
visualizamos primeiramente a presenca de um edidtr inflamatorio no sitio de
infeccdo dos camundongos infectados danmajor. De forma semelhante, dados da
literatura mostraram uma reducdo da expressdo eawaso no surgimento das
quimiocinas inflamatérias na infeccdo plor amazonensigjuando comparada la
major. Este dado foi relacionado a baixa resposta dadaséT ao parasito e
consequente prejuizo na migracdo celular no estagtal da infeccdo (JI; SUN;
SOONG, 2003).

Os linfécitos persistiram na lesdo até a 222 sendenanfeccdo em todos os
grupos. Entretanto, o controle da infeccao [pomajor e o desenvolvimento de leséo
cronica na infeccao pdr. amazonensisugerem diferentes funcdes para estas células no
sitio da infec¢do. Realmente, dados da literatuvatraram um papel importante das
células T CD2 no desenvolvimento (SOONG@t al., 1997) e ulceracdo das lesbes
(TERABE et al.,, 1999; TERABE et al., 2000) causadas pdc. amazonensis
Recentemente foi demonstrado que um rapido acuehellgélulas Treg no sitio da
infecc@o entre a primeira e terceira semana degatesuprimiu a atividade das células
T CD4 efetoras e restringiu o desenvolvimento da doent@amundongos infectados
por L. amazonensisEntretanto, este efeito foi transitorio, sugeoiradimportancia de
um fino balanco entre células Treg e células Toedstna regulacdo a suscetibilidade a
este parasito (Bt al.,, 2005). Em contraste, na infeccdo chnmmajor, a presenca de
células T reguladoras no sitio de infecgcdo assesgooom supressdo de células T
efetoras (BELKAID et al.,, 2002a) e persisténcia do parasito no final deact#o,
qguando a leséo ja havia sido controlada (BELKAtRI., 2001).

Na leishmaniose, as células T CD8m sido associadas com protecdo e cura em
humanos e camundongos. Nossos resultados mosteapaasenca de células T CD8
no sitio de infeccdo em menor quantidade que asasél CD4, seguindo uma cinética
similar, sem diferenca significativa entre as dasesspécies deeishmaniautilizadas.
Entretanto, sua participacdo na resisténcia aeejab foi bem estabelecida no modelo
de alta dose de infeccado darmajor (MULLER etal., 1994). A primeira evidéncia da
participacdo de células T CD&a imunidade a infeccdo pdr. major veio da
observac&o que um maior nimero de células T'@B8gecificas contra o parasito foram
ativadas em camundongos resistentes, comparadosuaostiveis (MILONet al.,
1986). Por outro lado, alguns estudos demonstrae egtias células tém pouca ou
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nenhuma participacdo no controle primario da irdiecgo modelo de alta dose far
major. A deplecdo das células T CD@&m camundongos resistentes acentuou o
desenvolvimento da leséo primaria mesmo ndo madific o fenétipo de cura (TITUS
etal., 1987) e camundongos deficientes em CD@2umicroglobulina mantiveram sua
capacidade de resolver infeccbes primarias termhmania(HUBER et al., 1998) de
forma semelhante ao observado no nosso trabalho.

Em contraste, a capacidade de protecao por estediplar em infec¢éo por alta
dose delL. amazonensi® controversa. Estudos demonstraram que camunslongo
deficientes em2-microglobulina ou perforina imunizados néo fora@pazes de
controlar a infeccédo coin. amazonensifCOLMENARESetal., 2003). Em oposi¢éao a
estes resultados e de acordo com nossos dadostereeate foi demonstrado que as
células T CD8 n&o séo necessarias na imunidade canteanazonensiCamundongos
deficientes na cadeia p40 da IL-12 e IL-23 (IL-Bp20-/-) depletados de células T
CD8" ou camundongos deficientes @&-microglobulina imunizados apresentaram
lesbes e parasitismo menores que o grupo contéolénmunizado apdés infeccdo cam
amazonensifHHERNANDEZ SANABRIAetal., 2007).

O papel das células T CD#&i revisto no modelo de infecgo intradérmica com
baixa dose dé. major. Neste estudo, camundongos deficientes em céGl¥& ou
cujas células foram removidas por tratamento comc@pos, ndo controlaram o
crescimento do parasito, a lesdo foi menor e ssendelvimento foi atrasado. A
reconstituicdo com células T CDgrovenientes de camundongos C57BL/6 durante fase
aguda de infeccéo foi capaz de transferir apermast@&acia parcial. Outros resultados
também reforcam a funcgéo das células T T8 modelo de infeccdo com baixa dose
de L. major (UZONNA; JOYCE; SCOTT, 2004). Seus resultados destraram que a
baixa dose de parasitos promove a expansdo dexxélbl2. Entretanto, B. major
induziria concomitantemente a producgéo de {Fpor células T CD§ a qual promove
uma troca de resposta Th2 para uma protetora T8iés Hados sugerem entdo que, em
condicBes similares a infeccdo natural, as céllila@D8" participam do controle da
lesdo priméria pela alteracdo do perfil de respasteialmente Th2 para Thl
(BELKAID et al.,, 2002b; UZONNA; JOYCE; SCOTT, 2004). Estes resldta
contrastam com os obtidos no modelo de infeccéoaltadose dé. major (HUBER
etal., 1998; TITUSet al., 1987; WANGet al., 1993). Portanto, os dados referentes a
participacdo das células T CD83o controversos no modelo de alta e baixa dose de

indculo, sendo necesséria a realizacdo de maidasstu
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A diminuicdo do numero de macréfagos no sitio decigéio coml. major foi
associada a diminuicdo no tamanho da lesdo. Emtetalguns macréfagos ainda
foram encontrados nos pontos finais de infeccdoio¥&studos também mostraram a
presenca do parasito em lesdes controladas emdeiseresistentes (AEBISCHER;
MOODY; HANDMAN, 1993; FELIZARDO et al., 2007) . Em contraste, macrofagos
persistiram em alto nimero nas les6es de camundonfgztados corh. amazonensis
O maior numero de macrofagos na lesdo destes camgos infectados conh.
amazonensipode justificar a persisténcia de maior nimerdedparasito, pois esta €
sua célula hospedeira. Entretanto, nenhuma razaocegta permanéncia foi encontrada
por n6s ou € descrita na literatura. Estudos detravasn a participacdo das
quimiocinas na fase inicial da infeccdo poamazonensis no controle da infecg&o por
L. major (SANTIAGO et al., 2004). Varios trabalhos mostraram a participacdo das
quimiocinas no recrutamento celular ao longo ds@uwe infeccdo (LUSTER, 2002;
MACKAY, 2001; MACKAY et al.,, 1993; SALLUSTOet al., 1998; SALLUSTO;
LANZAVECCHIA; MACKAY, 1998). Entretanto, a express@le quimiocinas néo foi
determinada quando os camundongos infectadosL.c@mazonensiainda mostravam
lesBes e os infectados caunmajor ja haviam curado.

Avaliamos também o perfil de citocinas produzidas pélulas de baco e
linfonodo préximo ao sitio de infeccdo e a produg@ddNO e arginase por macrofagos
peritoneais. Inimeros trabalhos demonstraram queomtrole da infeccdo por
Leishmaniadepende de uma ativacdo adequada dos macréfagdsNvy e TNF e
consequente producdo de NO por estas células. Meisdo mostrou que a cinética de
producdo de IFNre TNF no modelo de baixa e alta dose de infecgaolLc majoresta
correlacionada com a cinética de desenvolvimemonérole da lesdo bem como com a
diminuicdo do numero de parasitos. A multiplicadégparasito no sitio de infeccdo na
auséncia de formacéo de lesdo observada no moel&aixh dose corn. majorsugere
alteracOes na ativacdo de mecanismos imunes dedwisp necessarios para eliminar o
parasito e controlar a infeccdo. Observamos umsatnaa producédo de IF-
correlacionado com um periodo de multiplicacdo dedb parasito e atraso no
desenvolvimento da lesédo quando comparada a prodisErvada no grupo inoculado
com alta dose de. major. Nossos resultados estdo em acordo com dadosegsdura
gue demonstraram que no modelo de baixa doseetZad a multiplicacdo do parasito,
sem o desenvolvimento de leséo, esta correlacia@mdaa auséncia de producéo de IL-
12 e IFNy (BELKAID et al., 2000a; BELKAIDet al., 2000b). Ainda, camundongos

depletados de IL-12 e IFfMtambém apresentaram uma fase lenta de multipbcdea
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L. major na auséncia de lesdo em relacédo ao grupo selvddB et al., 2000). Em
contraste, no modelo de alta dose os efeitos tantemnto com anti-IL-12 e anti-IF-
em termos de desenvolvimento de lesdo e nimeramdsifns tornou-se aparente apos
trés semanas de infeccdo, consistente com ressil&@ueriores com este tratamento
(HEINZEL et al., 1995; LIRA et al., 2000; SYPEKet al., 1993) e com o0 inicio
relativamente rapido de resposta de IL-12 e VFdscrito para camundongos C57BL/6
apos inoculo com alta dose (DOHERTY; COFFMAN, 19B&INZEL et al., 1995;
REINER et al., 1994). Isto sugere que a habilidade do parasitabelecer uma fase
discreta e prolongada de crescimento intracelulavgvelmente esta relacionada ao
baixo inéculo, consequentemente, baixa carga amtigéDesta forma, os macréfagos
processam e liberam antigenos lentamente dandio iadc desenvolvimento de uma
resposta imune mais tardia.

Foi demonstrado também um efeito do lifElebre o recrutamento de leucocitos
através da inducdo da expressdo de varios genegsiiohocinas (FARBER, 1997).
Diferentes modelos de infeccdo confirmam a padigdo do IFNy ha migracao celular
(ISSEKUTZ; STOLTZ; VAN DER, 1988; KULIDJIAN; ISSEKWDZ; ISSEKUTZ,
2002) Alguns pesquisadores demonstraram que baixas dieséSNy diminuiam a
adesdo e migracdo de células T mediada por integyrinterferindo assim na migracao
de células T naive para os linfonodos (FLAISHE&XEI., 2002). Mostraram também um
efeito anti-inflamatoério de baixas concentracfestaleitocina em modelo de asinima
vivo. Assim como o IFNt o TNF também participa da migracao celular na fagial
de infeccdo. Reforcando estes resultados, a lireratemonstra a participacdo do TNF
na expressao de selectinas importantes para agémaos leucdcitos para o sitio de
infecg@o (KULIDJIAN; ISSEKUTZ; ISSEKUTZ, 2002). Ass, 0 atraso observado na
producdo destas duas citocinas por células de édgdonodo no modelo de baixa
dose, quando comparado ao de alta dose de infpogcdo major, esta em acordo com
0 atraso no desenvolvimento da leséo.

O macrofago murino ativado por IFNe TNF metaboliza a-arginina pela
enzima iINOS gerando como produto final o NO impadgamolécula efetora na
eliminacdo do parasito (GREE®t al., 1990c; GREENet al., 1990a; GREENet al.,
1990b; LIEW et al., 1990a; LIEW; LI; MILLOTT, 1990a; LIEW; LI; MILLOTT,
1990b). Além disto, parece que o parasito pode laega expressdo da iNOS,
favorecendo assim sua sobrevivéncia (PROUDF@D@l., 1996). Assim, a menor
producao de IFNre TNF encontrada na fase inicial da infeccéo @axabdose dé.
major em relagédo aos camundongos infectados com alagiyece estar interferindo
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nao sO6 na migracdo do macréfago, mas também eratsagdo, pois, nesta fase da
infeccdo observamos um atraso na migracdo de nago®fpara o sitio de infeccéo e
uma menor producdo de NO por macrofagos peritoneatimulados por antigeno
homologo, dos camundongos infectados. Em contrasigsos resultados mostraram
uma maior atividade de arginase por estes macrefpgotoneais, ainda nesta fase da
infeccdo. Estudos iniciaig vitro mostraram que o crescimentoldemajor dentro dos
macroéfagos foi aumentado na presenca da arginddeSTA etal., 2002) . Além disto,

a inibicdo da arginase reduziu o numero de pasasitatrasou o desenvolvimento da
doenca no camundongo, enquanto o0 tratamento ceomnitina aumentou a
suscetibilidade no camundongo resistente (INIE®TA., 2005). Desta forma a menor
producdo de NO e maior atividade da arginase mrlada a presenca de macréfago no
sitio de infeccao, célula onde o parasito se nliddpmostram um ambiente favoravel a
multiplicacéo silenciosa do parasito encontradanoalelo de baixa dose de infeccao
porL. major.

No modelo de baixa dose de infeccdo por amazonensigambém foi
encontrado um atraso no desenvolvimento inicialled@o. Como discutido acima,
dados na literatura demonstraram um atraso e redogdexpressao e producao de
guimiocinas e citocinas por camundongos infectagos L. amazonensigjuando
comparado a infeccdo p&r major. Este resultado foi correlacionado a uma menor
responsividade inicial das células TLaamazonensjsois a transferéncia de células
Th1l especificas para este parasito no inicio da@dio levou ao controle da mesma (JI;
SUN; SOONG, 2003). Nossos dados mostraram uma npeoducao sistémica de IFN-
y entre a terceira e sexta semana de infeccdo quesatioos o indculo de baixa dose em
comparacao a alta dose de infeccao lpaemazonensisMesmo perfil foi encontrado
para a producao sistémica de TNF na terceira semb@rnafeccdo. Estes resultados,
associados ao atraso na migracdo das células T @as@tio de infeccdo dos
camundongos infectados com baixa dose deste marasigerem a participacdo das
qguimiocinas e citocinas no atraso do desenvolvimdatleséo.

No momento em que o curso de infeccdo pomajor ou L. amazonensis
comeca a divergir, observamos algumas diferencgserfo do infiltrado inflamatorio
associadas a producédo de citocinas, NO e argirelaeianados aos fendtipos de
resisténcia e suscetibilidade, respectivamenteaera fase de controle da lesdo e do
namero de parasitos na infeccdo com baixa e alka deL. major os altos niveis de
producdo de IFNs TNF e NO observados foram correlacionados a pgasde células

T e a um pico de macrofagos, seguido de uma digéouem seu numero, no sitio de
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infeccdo. Experimentos de infeccdo com este parasilizando camundongos
resistentes tratados com anticorpos anti-lHINAUNOIS et al., 2002) e camundongos
em fundo genético resistente, porém deficientedFiey ou receptor para IFN-
demonstraram que estes camundongos foram incapgszesontrolar a infeccdo
(WAKIL et al., 1998; WANGet al., 1994). Varios trabalhos demonstraram que esta
citocina aumenta a sintese da iINOS, levando a p&wdde NO toxico para o parasito
(ASSREUY et al., 1994; GREENet al., 1990a; LIEW; LI; MILLOTT, 1990b). A
producdo de IFNre morte do parasito mediada por NO foram tambémnfirazadas no
modelo da baixa dose de infeccdo (BELKAdDal., 2000a). O TNF também possui
importante funcdo na eliminagédo de parasitos (GREEHMI., 1990a; LIEWet al.,
1990b; LIEW; LI; MILLOTT, 1990a; PFEFFERtal., 1993) e na inducéo de apoptose
(TARTAGLIA etal., 1993; WONG; GOEDDEL, 1994). Estudos iniciais destcaram
que o TNF atua em sinergismo com o IfNa ativacdo dos macrofagos (LIEW; LI,
MILLOTT, 1990b). Trabalhos com camundongos defitdgemo receptor p55 de TNF
(TNFRp55-/-) demonstraram que estes animais, quaridctados com alta dose te
major, eram incapazes de controlar a lesdo embora cosgsstao parasitismo (VIEIRA
etal., 1996). Estes resultados sugerem que a sinalizdigés do receptor p55 de TNF
€ necessaria para induzir apoptose de célulasl@séa uma vez o parasita tendo sido
eliminado, pois na sua auséncia as les6es naodnegre (KANALY et al., 1999;
VIEIRA etal., 1996). Foi demonstrado, entretanto, que estaigdcé essencial para o
controle do parasito, pois camundongos resisteseéisientes na producédo de TNF,
B6.TNF-/-, desenvolveram a forma visceral da leishimse que foi fatal para estes
animais (WILHELMetal., 2001). Assim, os resultados obtidos em nossaltrakestao
em acordo com a literatura.

Em contraste, para a infec¢édo jhormmazonensisbservamos, na fase inicial de
divergéncia da lesdo, em relacdo aos camundondestados porL. major, um
infiltrado inflamatdrio mostrando um numero parecte macrofagos, mas um menor
namero de células T no sitio de infec¢cdo asso@dolmixos niveis de producao de IFN-
Y, TNF e NO. No periodo de aumento da lesédo esfi pelular modificou passando a
apresentar um maior numero de macrofagos e um oudeecélulas T semelhantes ao
observado na infeccéo pbr major. Entretanto, os niveis de producéo de KF&ITNF
se mantiveram baixos. As razdes pelas quais osrmongos C57BL/6 sdo menos
eficientes no controle da infeccdo daramazonensiem comparacdo coin. major
ainda ndo sao claras. Camundongos C57BL/10 saetsress aL. amazonensis tem

uma resposta Thl deficiente a esta espécie, apmasenproducdo baixa ou ausente de
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IFN-y, mas sdo resistentesla major (AFONSO; SCOTT, 1993). Nosso trabalho
mostra uma menor producdo desta citocina na inbepgéiL. amazonensigjuando
comparada a infeccdo par major, independentemente da dose de in6culo usada.
Alguns estudos demonstraram que o N-plessui um papel critico na resolucéo tardia
da leséo, pois, a partir da 102 semana de infeesdlesdes dos camundongos GKO se
tornaram significativamente maiores que as do gagmdrole (COLMENARESet al.,
2003; PINHEIRO; ROSSI-BERGMANN, 2007). Ainda, foiostrado que o IFN-
favorece o crescimento de amastigotas.demazonensism macréfagos initro ein
vivo (Ql etal., 2004). Embora o controle da replicacdo destespgarpelo IFNy possa
ocorrer, as concentracdes necessdrias sdo téo caleasuperam as concentracoes
suficientes para o controle demajor (STEINBRINK etal., 2000; SUNDERKOTTER
etal., 1993). Além do mais, quando a producédo de yf\elevada pela vacinacéo, séo
observados uma pequena, porém significante, digéouilos niveis de parasitos e um
controle da lesdo (GONZALEZ-LOMBANZAt al., 2008; HERNANDEZ SANABRIA
etal., 2007; HERNANDEZet al., 2006; VANLOUBBEECKet al., 2004). Além disto,
foi demonstrado que a adicdo de TNF a macrofageadats por IFNy acentua a
atividade leishmanicida destes macrofagos (GOMES., 2003). Em experimentas
vivo, foi observado que o estabelecimento e dissenonalz@ infeccdo porl.
amazonensi®do estavam relacionados a uma inabilidade do rfi@@rdroduzir NO,
mas que, em comparacad.amajor, L. amazonensié mais resistente sendo morta por
maiores niveis de NO ou outros mecanismos prodszidofase inicial de infeccao
(LEMOS, V etal., 2000). Realmente, nossos resultados mostram umdagio de NO
por macrofagos peritoneais de camundongos infesteglmlL. amazonensisimilar aos
infectados conl. major, independentemente da dose de in6culo utilizadsing a
menor producdo de IFM-associada a menor producdo de TNF observadas delano
de infeccdo com alta e baixa dose ldeamazonensigparecem insuficientes para
estimular o macréfago a produzir NO suficiente paar este parasito. Reforcando
estes resultados, foi demonstrado que a resistapcesentada pela amazonensia
morte por NO pbde ser observada também nesta espéciparasita isolado de
pacientes. Os isolados apresentaram diferenca stetsilidade a morte por N@
vitro. Parasitos provenientes de alguns isolados foranompor niveis mais baixos de
NO comparados a parasitos provenientes de outmlades (chamados isolados
suscetiveis e resistentes, respectivamente). Batfal foi biologicamente relevante,
pois, nos pacientes cujo isolado era resistenteogenpor NO, as Ulceras foram

significativamente maiores que nos pacientes camado era suscetivel ao NO
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(GIUDICE et al., 2007). Recentemente, dados da literatura denamasirque o NO
atua como um agente citostatico cortraamazonensjse que a presenca de NO e
superoéxido é necessaria para morte eficiente dstayntas d.. amazonensidentro de
macroéfagos estimulados com LPS e WFfMUKBEL etal., 2007).

Assim, os dados apresentados até o momento estéelacnados com o
desfecho final das infeccbes encontrados na 22&reerRPara a infeccdo cdm major
observamos, apds o controle da lesdo e do pamagjtimenores niveis de producao de
IFN-y e TNF por células de baco e linfonodo e de NOrpacrofagos peritoneais dos
camundongos infectados. Esta baixa producao deir@® e NO observada condiz
COmMo 0S poucos parasitos e macrofagos observadsgimae infeccdo. Outro estudo
realizado também demonstrou este efeito (VIEIRAal., 1996). Camundongos
C57BL/6 infectados corh. majorapresentaram uma maior produgcéo N;NNF e NO
no pico da lesdo e apdés o controle da mesma ossnilestas citocinas e NO
diminuiram. Entretanto, para a infeccdo doramazonensiss baixos niveis de IFie
TNF foram associados a um numero semelhante d&agélue um numero maior de
macréfagos e parasitos quando comparados a infeumpéb. major. Outro trabalho
também descreveu um infiltrado inflamatério com enahimero de macrofagos
parasitados e producao de IFNdemelhante ao encontrado em nosso trabalho (LEMOS,
V et al.,, 2000). O recrutamento de mondcitos e macrofagbsnédamental para a
sobrevivéncia e persisténcia daishmania(SCOTT, 1985; SCOTT; SACKS; SHER,
1983). E possivel, entdo, que o nivel de respdstailinfeccdo pdr. amazonensiseja
inadequado para a erradicagdo do parasito, mastpeymecrutamento de macrofagos
por células T, favorecendo um meio adequado pegpl@acdo do parasito.

Em resumo, quando comparamos baixa dose de in@milb. major e L.
amazonensi®bservamos que apenas a producdo deylapNresentou diferenca entre
estas espécies. Os niveis de TNF e NO néo diferiRontanto, sugerimos que a
inabilidade do camundongo matar os parasitos dev@mente aos baixos niveis de
producao de IFNs

E interessante notar quela amazonensigalha em ativar uma resposta Th2
(AFONSO; SCOTT, 1993; HERNANDEEt al., 2006; Jlet al., 2005; JONE&t al.,
2002), mesmo desenvolvendo lesGes bastante sevgaslevam a necrose e perda de
tecido. Varios estudos demonstraram que a sudmidbe a infeccdo porl.
amazonensié independente de IL-4. A neutralizacdo de IL-46getia ndo promoveu a
resolucdo da lesdo (AFONSO; SCOTT, 1993) e a deldgdgene para IL-4 também
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nao alterou o curso de infeccdo e carga parasit@ianfeccdo poiL. amazonensis
(JONESetal., 2002).

A IL-10 apresenta uma funcéo imunomoduladora, émib a producao de IFN-
y por células T via inibicdo da producdo de IL-12 pwcréfagos e DC e inibicdo de
apresentacao de antigeno (FIORENTINCal., 1991b; FIORENTINCet al., 1991a,;
MACATONIA et al., 1993). Entretanto, a IL-10 também ndo é respaispela
auséncia de controle do parasitismo e resolucaoletfi®s, pois ndo observamos
aumento significativo na producdo desta citocinango lesbes de camundongos
infectados conk.. amazonensis L. majorcomecam a divergir. Além do mais, nenhuma
diferenca significativa no curso de infeccdo de wadongos infectados corh.
amazonensidoi encontrada entre camundongos selvagens eiatgBs em IL-10
(GONZALEZ-LOMBANA etal., 2008; JONE®tal., 2002).

Diferente do observado para a IL-4 e IL-10, o TgHRem uma funcao
importante na diferenciacdo de células T na infece®r L. amazonensis A
administracédo desta citocina em camundongos C57iBié6tados coni.. amazonensis
ou L. brasiliensisresultou em progressdo da doenca enquanto suealiEagéo em
camundongo BALB/c induziu resisténcia (BARRAL-NET®Dal., 1992). O controle
da lesdo nos camundongos BALB/c tratados foi agdaca um aumento na producao
de IFNy e reducéo na producao de IL-4.

Foi demonstrado também na infeccédo poamazonensisma funcédo da IL-13
na promoc¢ao da doenca durante a infeccdo por eptecie (ALEXANDERZet al.,
2002).

A funcéo da arginase na patologia e replicacdoadasfia ainda ndo esté clara.
Foi demonstrado que a arginase € induzida em camngod suscetiveis e resistentes
durante o desenvolvimento da doenca. Na lesdo domurcdongos suscetiveis, a
inducdo desta enzima ocorreu paralela ao temponf#ecio, enquanto que nos
camundongos resistentes a enzima apresentou aumanadvidade apenas durante
periodo em que as lesdes eram aparentes (INIESBA, 2002). Entretanto, nossos
resultados ndo mostraram diferencas significardeatinidade da arginase ao longo do
curso de infeccéo.

No modelo de baixa dose de infeccdo poramazonensisitiizando a via
intradérmica na orelha nés mostramos que, comadmde para este mesmo modelo de
infeccdo poiL. major, houve um atraso no desenvolvimento da leséo iaslgoa uma
fase de crescimento silencioso dos parasitos engsée periodo, a producao de IfN-

TNF, IL-10, NO e arginase foram similares. Mostrant@mbém que, no momento de
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divergéncia do curso de infeccdo, os camundongestados coml. amazonensis
mantiveram a baixa produgédo das citocinas dosadis MO em oposicdo aos altos
niveis de producdo observado nos camundongos adfectporL. major. O perfil
celular do infiltrado inflamatério também diferintee as duas espécies ldgshmania
Macréfagos e células T persistiram no sitio decigdie de camundongos inoculados
comL. amazonensis

Quando comparamos baixa e alta dose de infeccdoLpammazonensis
encontramos que, como observado para infeccéo kkardase deste parasito, as lesdes
ndo curam e os niveis de IRNe TNF sdo menores que 0s niveis de producdo por
camundongos infectados plor major. O numero de parasitos no sitio de infeccao e o
perfil do infiltrado inflamat6rio foram similaresnge as doses de infeccédo por
amazonesisEntretanto, as lesées desenvolvidas pelos camgondoinoculados com
baixa dose dé&. amazonensisdo menos exacerbadas e apresentam pouca ou enhum
necrose quando comparadas ao inéculo de alta Aossditamos que este modelo, mais
semelhante a infeccdo pelo vetor, sera util pasareser os motivos para ndo cura das

lesGes devido infeccao pbramazonensis
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6- CONCLUSAO



Nossos resultados sugerem que o desenvolviments laaio da lesdo no
modelo de baixa dose de in6culo chmamazonensjsjuando comparado ao modelo de
alta dose, esta associado ao atraso no recrutacedotar para o sitio de infecgéo.

Nossos dados sugerem também que a producdo des lpdweis de IFNg TNF
e a presenca de grande nimero de macrofagos asc&l@D4 no sitio de infecgéo no
periodo final de infeccdo no modelo de infeccdo bama dosd.. amazonensjsassim
como no modelo de alta dose, favoreceram a mulighio do parasito e o
estabelecimento de lesdo cronica semelhante estmnaalelos. Entretanto, quando
utilizamos a baixa dose de infeccdo observamos les@® menos exacerbada e com
pouca necrose em relacdo ao grupo com alta ddseameazonensis

Concluimos entdo que a infeccdo com baixa doske amazonensisa derme
alterou o curso de infeccado, atrasando o surginsantesdo, mas néo alterou o fenétipo
de suscetibilidade e producdo de citocinas previgenalescritos apods infeccao

subcutanea com alto numero de parasitos.
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