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RESUMO 
 

A sinalização via NOD2-RIP2 modula a imunidade adaptativa contra Leishmania infantum 

 

Células produtoras de IFN-γ e IL-17A são envolvidas na proteção contra infecção por 

Leishmania infantum (L. infantum). Ainda não está claro como o sistema imune coordena, ou o 

parasito manipula, o balanço entre Th1 e Th17 durante a leishmaniose visceral (LV). Utilizando 

RNAseq, PCR array e citometria de fluxo, nós demonstramos que, enquanto o padrão Th1 é 

altamente induzido, o perfil Th17 é inibido durante a infecção por L. infantum, e que as células 

B compõem uma fonte importante de IL-17A nesse modelo. Usando animais Nod2-/- e Rip2-/- 

nós caracterizamos essa via como um regulador negativo de células Th17 na LV. Por outro lado, 

a potente indução de Th1 foi dependente da sinalização via NOD2-RIP2 em células dendríticas 

CD8αα+XCR1+, o que foi crucial para produção de IL-12 através da fosforilação de p38 e JNK. 

Como consequência, camundongos Nod2-/- e Rip2-/- tiveram defeito na resposta Th1, aumento de 

Th17, e maiores cargas parasitárias comparado com camundongos WT. Juntos, os dados 

mostram que a via de NOD2-RIP2 desempenha um papel importante na modulação da resposta 

imune adaptativa e promove proteção contra LV causada por L. infantum. 

 

Palavras chave: Leishmania infantum, NOD2, RIP2, células dendríticas, imunidade adaptativa.
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ABSTRACT 
	  

NOD2-RIP2-mediated signaling contributes to shape adaptive immunity in visceral 
leishmaniasis 

 

IFN-γ and IL-17A-producing cells are described to be related to protection against 

Leishmania infantum (L. infantum) infection. How the immune system coordinates, or the 

parasite manipulates, the balance between Th1 and Th17 during visceral leishmaniasis (VL) is 

still unknown. We showed here that Th17 is suppressed during L. infantum infection and B cells 

are an important source of IL-17A in this model. By using Nod2-/- and Rip2-/- mice we 

characterized this pathway as a negative regulator for Th17 cells in VL. On the other hand, the 

high level of Th1 induction was dependent on the NOD2-RIP2 signaling in CD8α+XCR1+ 

dendritic cells (DCs), which was crucial for IL-12 production through the phosphorylation of 

p38 and JNK. As a consequence, Nod2-/- and Rip2-/- mice showed a Th1 defective response, 

more Th17, and higher parasite loads compared to WT mice. Together, the data demonstrate that 

NOD2-RIP2 signaling pathway plays a role in shaping adaptive immunity and promotes 

protection against VL caused by L. infantum. 

 

 

Keywords: Leishmania infatum, NOD2, RIP2, dendritic cells, adaptive immunity.



 

	   21	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. Introdução



Introdução 

	   22	  

1.1 - Leishmaniose: Características gerais e epidemiologia 
 

As leishmanioses compreendem um complexo de doenças negligenciadas cujos agentes 

etiológicos são parasitos intracelulares obrigatórios pertencentes à ordem Kinetoplastida, à família 

Tripanosomatidae e ao gênero Leishmania (Ross, 1903). A doença acomete mamíferos, incluindo 

o homem, os quais compreendem os hospedeiros vertebrados e albergam as formas amastigotas 

do parasito. Os insetos dípteros hematófagos da família Psychodidae, subfamília Phlebotominae, 

gêneros Phlebotomus e Lutzomyia são os hospedeiros invertebrados, onde podem ser encontradas 

as formas promastigotas. A infecção do hospedeiro vertebrado ocorre principalmente através do 

inóculo de formas promastigotas metacíclicas por meio da picada do flebotomíneo fêmea (Peters 

et al., 1990; Peacock et al., 2007). 

O gênero Leishmania abarca cerca de 30 espécies de protozoários heteroxênicos. Elas são 

divididas em três subgêneros distintos, Viannia, Leishmania e Sauroleishmania (Gardener, 1977), 

de acordo com o ciclo de vida apresentado no interior do inseto vetor. O subgênero 

Sauroleishmania inclui apenas os organismos encontrados parasitando répteis (Lainson 1987, 

Killick-Kendrick, 1986). Infecções em aves e anfíbios não são descritas. Além disso, os parasitos 

podem ser agrupados em quatro complexos fenotípicos segundo características clínicas, 

epidemiológicas, de desenvolvimento em animais de laboratório (hamsters), em meio de cultura e 

características genéticas e isoenzimáticas; são eles: complexo Leishmania braziliensis, 

Leishmania mexicana, Leishmania tropica e Leishmania donovani. Os parasitos pertencentes ao 

complexo Leishmania braziliensis (L. braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, e L. peruviana) 

são encontrados apenas nas Américas (novo mundo) e caracterizam-se pelo parasitismo cutâneo 

(leishmaniose cutânea - LC) e/ou mucocutâneo (leishmaniose mucocutânea- LM) sem invasão de 

vísceras. A LC surge como úlceras na pele no local da picada, podendo evoluir e disseminar-se ou 

não, enquanto que a LM é uma consequência da LC, que pode surgir mesmo anos após a 
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cicatrização da primeira úlcera da pele, resultando em uma progressiva ulceração na mucosa nasal 

e/ou junções mucocutâneas. O complexo Leishmania mexicana inclui as espécies L. mexicana, 

L.pifanoi e L. amazonensis, essas geram lesões que não atingem a região mucosa, porém podem 

causar uma forma rara e complicada da LC, chamada de leishmaniose cutânea difusa (LCD). A 

LCD ocorre como consequência de uma deficiência na resposta imune mediada por células, onde 

os nódulos cutâneos disseminam-se por toda a região corpórea. Nos países do velho mundo, 

principalmente na região da Bacia do Mediterrâneo e na Ásia, o complexo Leishmania tropica, o 

qual inclui as espécies L. tropica, L. major e L. aethiopica, causam lesões restritas à pele (El-

Hassan et al., 1995; Wilson et al., 2005; Reithinger et al., 2007).  

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), além das formas cutânea e 

mucocutânea, existe uma terceira forma clínica, a leishmaniose visceral (LV) (WHO, 2015). A 

LV, ou calazar, é uma doença sistêmica crônica que pode conduzir 100% dos pacientes ao óbito 

em até dois anos se não forem submetidos à terapia específica (WHO, 2015), sendo, portanto, a 

forma mais grave das leishmanioses. 

Os fatores que determinam a gravidade das manifestações clínicas podem estar ligados às 

condições ambientais (Moreno et al., 2005), à idade (Caldas et al., 2002) ao estado nutricional 

(Badaro et al., 1986; Bern et al., 2007) e, principalmente, a espécie de Leishmania e a resposta 

imune do hospedeiro infectado (Gama et al., 2004; Pedrosa e Da Rocha, 2004; Da Silva et al., 

2005; Cruz et al., 2006). Curiosamente, a maioria dos indivíduos infectados não apresenta a 

doença clinicamente manifestada, porém, aproximadamente 20-40% dos indivíduos apresentam 

algum tipo de sintoma como: febre irregular e intermitente, perda de peso, esplenomegalia, 

hepatomegalia, pancitopenia, hipoalbuminemia, hipergamaglobulinemia, linfoadenopatia e 

anemia. Calcula-se que 20% dos indivíduos desenvolvem a forma clássica da doença, com estado 

de debilidade geral, caquexia e óbito (Evans et al., 1992; Badaro et al., 1996; Jeronimo et al., 

2000; Silveira et al., 2010). As espécies do complexo Leishmania donovani são responsáveis pela 
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LV, o qual inclui as espécies L. donovani e L. infantum (sinônimo: L. chagasi). Essa última é o 

agente etiológico da LV no Brasil (Mauricio et al., 2000), enquanto que a L. donovani causa LV 

em países do velho mundo (Wilson et al., 2005). Estima-se que 12 milhões de pessoas estejam 

infectadas por parasitos do gênero Leishmania em 88 países, dos quais 79 são considerados 

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.  Além disso, existe a estimativa de que 1 milhão e 300 

mil novos casos aconteçam por ano, com a ocorrência de 20 a 30 mil mortes anuais em função da 

infecção por parasitos do gênero Leishmania (WHO, 2015). Ainda, 350 milhões de pessoas no 

mundo localizam-se em áreas consideradas de risco de infecção (Alvar et al., 2004). Em relação à 

LV, estima-se que entre 3 e 4 milhões de pessoas estejam infectadas por L. donovani ou L. 

infantum no mundo e que ocorram entre 200 a 400 mil novos casos/ano, com mais de 20 mil 

mortes anuais (WHO, 2012; WHO, 2015). Mais de 90% dos casos de LV estão concentrados em 

seis países: Brasil, Bangladesh, Índia, Etiópia, Sudão do Sul e Sudão; e ainda, cerca de 90% dos 

casos de LV na América Latina ocorrem no Brasil (WHO, 2015; Desjeux, 2004). Segundo dados 

do Ministério da Saúde, no Brasil, em 2013, foram confirmados 3.253 casos humanos com 231 

óbitos (letalidade de 7,1%), sendo mantida a média de aproximadamente 3.500 casos anuais da 

última década contabilizada (2004 a 2013) (SINAN/SVS/MS, 2014). 

A leishmaniose é uma doença de grande importância para saúde pública, devido à 

considerável expansão geográfica e alta taxa de mortalidade, especialmente em crianças mal 

nutridas, idosos e, principalmente, pacientes portadores de coinfecção Leishmania-HIV (Ezra et 

al., 2010). A alta incidência das leishmanioses, acompanhada por lesões incapacitantes, 

desfigurantes (LC e LM) e casos fatais (principalmente na LV), levou a OMS a incluir as 

leishmanioses entre as seis endemias mais importantes no mundo.  

Na LV, após a inoculação das formas promastigotas metacíclicas pelos flebotomíneos na 

derme, há a multiplicação inicial das formas amastigotas no interior de fagócitos que chegam ao 

sítio de infecção. Posteriormente, ocorre o processo de visceralização para o baço, fígado, 
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linfonodos e medula óssea, principalmente. A partir daí, o curso da relação estabelecida entre 

parasito e hospedeiro é determinado por uma rede de fatores complexos, os quais incluem os 

componentes da saliva do inseto vetor, as proteínas de superfície e secretadas pelo parasito e a 

resposta imunológica desencadeada no hospedeiro. Nesse contexto, respostas de padrões distintos 

e ainda pouco esclarecidos podem ser geradas. 

 

1.2 - Eventos iniciais da infecção por Leishmania 
 

A infecção de mamíferos por parasitos do gênero Leishmania ativa uma rede complexa de 

mecanismos imunológicos no hospedeiro. Essa resposta é iniciada na derme logo após a 

inoculação das formas promastigotas metacíclicas juntamente com componentes 

imunomoduladores da saliva do vetor, quando então múltiplos tipos celulares são quimioatraídos 

para o sítio de infecção. Acredita-se que o dano tecidual provocado pela picada do flebótomo 

promova a liberação de alarminas, como interleucina (IL)-33, que seriam responsáveis pelo rápido 

influxo de neutrófilos para a pele (Haraldsen et al., 2009; Thalhofer et al., 2011). A Leishmania 

pode sobreviver dentro de vacúolos não leishmanicidas nos neutrófilos nas primeiras horas ou 

primeiros dias após a infecção (Laufs et al., 2002), quando então ele passa a expressar moléculas 

apoptóticas e são fagocitados por macrófagos (Van Zandbergen et al., 2004). Quando macrófagos 

ingerem neutrófilos apoptóticos infectados os mecanismos microbicidas inatos não são ativados 

(Meagher et al., 1992), significando que o parasito entra no macrófago de maneira silenciosa, 

fenômeno conhecido como “cavalo de Tróia” (Laskay et al., 2003).  

Fagócitos mononucleares são as principais células hospedeiras da Leishmania, e, embora o 

parasito consiga diferenciar-se em amastigota e proliferar dentro de células dendríticas (Prina et 

al., 2004), os macrófagos são as células hospedeiras preferenciais, onde os parasitos sobrevivem, 

proliferam intensamente nos vacúolos parasitóforos e podem propagar-se para diferentes tecidos 
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em hospedeiros suscetíveis. Os macrófagos residentes na derme compõem a maior população de 

células infectadas depois das primeiras 24 horas (Peters et al., 2008). Com a progressão da 

infecção, monócitos são recrutados do sangue e se diferenciam, principalmente, em células 

dendríticas (moDCs), as quais aumentam a expressão de MHC de classe II e são fonte importante 

de IL-12 (Konecny et al., 1999; Leon et al., 2007).  

A migração de células infectadas do sítio de infecção inicial para órgãos linfóides 

secundários é dependente de quimiocinas e seus receptores, mas esse é um evento ainda pouco 

esclarecido. O receptor de quimiocina CCR7 é importante para migração de células dendríticas 

maduras dos tecidos para as áreas de células T nos órgãos linfóides secundários (Forster et al., 

1999). Lá irá ocorrer a sensibilização dos linfócitos pelas células apresentadoras de antígeno 

(APCs) (Moll et al., 1993; Prina et al., 2004), dando início à expansão de células T efetoras 

específicas para o antígeno. A diferenciação linfocitária vai depender, dentre outros fatores, do 

tipo de APC, das moléculas coestimuladoras expressas na superfície celular e das citocinas que 

predominam no microambiente nos primeiros momentos da sensibilização. 

Os mecanismos discutidos nessa seção estão resumidos e esquematizados na Figura 1. 
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Figura 1: Tipos celulares envolvidos na fagocitose da Leishmania nos momentos iniciais da infecção.  Formas 
promastigotas metacíclicas são inoculadas na derme do hospedeiro juntamente com componentes da saliva do inseto 
vetor. Macrófagos ou células dendríticas residentes no tecido iniciam o processo de fagocitose. O trauma mecânico 
da picada do flebótomo pode resultar na liberação de alarminas (como IL-33) que atuam no recrutamento de 
neutrófilos, os quais englobam os parasitos em vacúolos não leishmanicidas. A replicação do parasito pode levar a 
morte dos neutrófilos e liberação de mais alarminas (como high mobility group protein B1 (HMGB1) e IL-1β), as 
quais atraem monócitos inflamatórios para o local da infecção. Células dendríticas monocíticas (moDCs) infectadas 
podem facilitar o tráfico de parasitos para órgãos linfóides secundários. (Retirado e adaptado de Kaye e Scott, 
2011). 

 

1.3 – Receptores da imunidade inata  
 

A imunidade inata promove uma resposta inflamatória não específica e generalizada 

contra infecções ou outras injúrias. Os fagócitos que compõem os eventos iniciais da resposta 

imune frente à infecção por Leishmania, macrófagos e células dendríticas, em especial, possuem 

receptores codificados em linhagens germinativas, os quais são encontrados em uma grande 

variedade de organismos multicelulares e são altamente conservados evolutivamente (revisado em 

Motta et al., 2015). Esses receptores são capazes de discriminar moléculas próprias e não 

próprias, pois reconhecem padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs), como ácidos 
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nucléicos (motivos CpG), componentes da paredes celular de fungos e bactérias, proteínas 

flagelares, dentre outros. Essas moléculas, portanto, possuem papel indispensável para iniciar a 

montagem da resposta imunológica contra vírus, bactérias, fungos e protozoários (Janeway e 

Medzhitov, 2002). 

A primeira família de receptores inatos estudada em detalhes foram os receptores do tipo 

Toll (TLRs) (Medzhitov, 2001). Essa proteína foi identificada inicialmente em Drosophila 

melanogaster em que, considerando aspectos imunológicos, está envolvida na montagem da 

resposta imune eficaz contra o fungo Aspergillus fumigatus (Lemaitre et al., 1996). Hoje são 

descritos 13 e 10 membros da família dos TLRs em camundongos e humanos, respectivamente. 

Esses receptores são posicionados em regiões transmembrana na superfície da célula, como os 

TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6; ou em vesículas endossomais - TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9. 

Eles reconhecem diferencialmente os PAMPs e sinalizam via proteínas que contém domínio TIR, 

como MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88), TIRAP [TIR-containing 

adaptor protein, também conhecida como MAL (MyD88-adaptor-like)], TRIF [TIR-containing 

adaptor-inducing IFN (interferon)-β] e TRAM (TRIF-related adaptor molecule). Essa cascata de 

sinalização leva a ativação de MAPKs (mitoge nactivated protein kinases), NF-κB (fator nuclear 

κB) e IRFs (fatores reguladores de interferon), iniciando uma resposta inflamatória. 

Além dos TLRs, mais quatro famílias de receptores já foram descritas: retinoic acid-

inducible gene-I (RIG-I)-like receptors (RLRs), C-type lectins (CTLs), absent-in-melanoma 

(AIM)-like receptors (ALRs) e os nucleotide-binding leucine-rich repeat-containing receptors 

(NLRs). Em conjunto, esses receptores promovem uma extensa linha de defesa contra moléculas 

exógenas e padrões moleculares associados ao dano/perigo (DAMPs) (Shi et al., 2003; Motta et 

al., 2015). 

Os receptores do tipo NOD, pertencentes à família dos NLRs, são proteínas solúveis 

localizadas no citoplasma celular (Kufer et al., 2005) ou, sob influência de estímulos, também 
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podem associar-se à membrana plasmática (Barnich et al., 2005; Kufer et al., 2008) ou à 

membrana endossomal (Nakamura et al., 2014). Eles sinalizam em resposta a patógenos 

intracelulares ou antígenos que estejam no meio intracelular. Sendo assim, os NLRs possuem 

papel na iniciação da resposta contra PAMPs e DAMPs, como componentes da parede celular 

bacteriana, toxinas, ATP, acúmulo de cristais de ácido úrico ou baixas concentrações de potássio 

intracelular (Martinon et al., 2002; Shi et al., 2003; Martinon et al., 2004). Em humanos, a família 

dos NLRs é composta de 23 proteínas, e existem aproximadamente 34 genes NLR descritos em 

camundongos (Ting et al., 2008). Homólogos dos NLRs também estão presentes em plantas e 

animais filogeneticamente mais primitivos, como o Zebrafish e ouriços do mar (HIBINO et al., 

2006; INOHARA; NUNEZ, 2003). Esses receptores são expressos, principalmente, em células do 

sistema imune inato, como APCs, mas também em células epiteliais e mesoteliais (Chen et al., 

2009).  

Os NLRs apresentam uma estrutura característica composta por três domínios distintos: 

uma região carboxiterminal rica em leucina, denominada LRR, responsável pelo reconhecimento 

antigênico; um domínio NOD (Nucleotide-binding Oligomerization Domain), responsável pela 

oligomerização do receptor após a ligação ao ATP e um domínio aminoterminal distinto, o qual 

desencadeia a função efetora do receptor (Athman e Philpott, 2004). Na ausência de infecção, o 

NLR encontra-se em uma forma inativa, em que as regiões efetoras permanecem protegidas pela 

região LRR, bloqueando sua ativação. A ligação de antígenos ao LRR promove uma modificação 

estrutural no receptor permitindo a ligação de ATP ao domínio NOD, o qual se oligomeriza 

promovendo a sinalização celular característica de cada NLR (Fig. 2) (Zink et al., 2002).  

De acordo com o domínio aminoterminal, os NLRs podem ser divididos em duas 

subfamílias distintas: 1) a subfamília NLRC é composta por receptores que expressam o domínio 

de recrutamento de caspase (CARD), e incluem NOD1 (domínio 1 de oligomerização nuclear, 

também conhecido como domínio 4 de recrutamento de caspase - CARD4), NOD2 (também 
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conhecido como CARD15), NLRC4, e também proteínas com domínios ainda não caracterizados 

(X), como NLRX1, NLRC3 e NLRC5 (Claes et al., 2015). A subfamília 2) é a NLRP, a qual 

inclui proteínas cuja a porção aminoterminal é constituída de um domínio rico em pirina (PYD) e 

incluem os 14 NALPs, os quais dependem da molécula adaptadora ASC para induzir a formação 

do complexo protéico denominado inflamassoma (Meylan et al., 2006; Wilmanski et al., 2008).  

Os receptores NOD1 e NOD2, componentes da subfamília NLRC, foram os primeiros 

NLRs reportados como tendo papel no reconhecimento de PAMPs no meio intracelular 

(Wilmanski et al., 2008). NOD1 contém um único domínio CARD e é um receptor ubíquo, 

expresso em uma grande variedade de células e tecidos, enquanto que o NOD2 possui dois 

domínios CARDs e é expresso somente em células dendríticas, células de Paneth, monócitos e 

macrófagos (Ogura et al., 2003; Inohara et al., 2005).  Os primeiros ligantes descritos para NOD1 

e NOD2 foram fragmentos de peptideoglicano (PGN) da parede celular bacteriana, sendo que 

NOD1 reconhece o ácido γ-D-glutamil-meso-diaminopimélico (iE-DAP) encontrado em todas as 

bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas, enquanto que NOD2 reconhece muramil 

dipeptídeo (MDP), componente comum em todas as bactérias gram-positivas e gram-negativas 

(Shaw et al., 2008). Mais recentemente, outros agonistas de NOD2 tem sido identificados, como 

por exemplo, N-glicolilmuramil dipeptídeo de micobactéria (Coulombe et al., 2009) e RNA viral 

de fita simples (Sabbah et al., 2009), demonstrando que esses receptores podem iniciar uma 

resposta através do reconhecimento de uma variedade de moléculas derivadas de patógenos.  

A ativação de NOD1 e NOD2 induz uma cascata de sinalização intracelular através da 

oligomerização e recrutamento da proteína adaptadora receptor-interacting serine-threonine 

kinase 2 (RIP2 ou RICK) (Bertin et al., 1999; Ogura et al., 2001). RIP2 também possui um 

domínio amino-terminal CARD, e a interação CARD-CARD permite a ativação de uma cascata 

bioquímica (Fig. 2) que induz a ativação de NF-κB e MAPKs (p38, JNK e ERK1/ERK2), 

promovendo a produção de citocinas proinflamatórias e quimiocinas (Werts et al., 2007; Berube 
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et al., 2009; Franchi et al., 2009). Camundongos deficientes de RIP2 são incapazes de ativar NF-

κB em resposta a agonistas de NOD1 e NOD2, revelando o papel crucial da proteína adaptadora 

RIP2 na sinalização desses receptores e demonstrando que a modulação de RIP2 promove 

mecanismos de regulação da atividade de NOD1 e NOD2 (Kobayashi et al., 2005; Park et al., 

2007). 

 

 

	  
 
 
 
 Figura 2: Representação esquemática da sinalização inicial via NOD2. Na ausência do estímulo, NOD2 
permanece em uma conformação de auto-inibição. A ligação de moléculas antigênicas (em rosa) ao domínio LRR 
(em amarelo) altera a conformação do receptor, permitindo o acesso do ATP ao domínio NOD (em azul). Esse 
evento altera a conformação do receptor, permitindo sua ativação e oligomerização. Há então o recrutamento da 
molécula adaptadora RIP2 que interage com NOD2 através do domínio CARD (em laranja) e se auto-fosforila. Esse 
evento inicia e ativa a cascata de sinalização subsequente. Modificado de Wilmanski et al., 2008. 
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As funções dos NLRs e TLRs podem ser entendidas como sendo naturalmente díspares, 

pois eles possuem localização celular distinta. Além disso, a ativação e sinalização dos receptores 

NLRs ocorrem de maneira independente dos TLRs (Park et al., 2007). Todavia, sob determinadas 

circunstâncias, essas duas vias podem interagir sinergicamente (Kim et al., 2015). Essa aparente 

redundância no que diz respeito ao reconhecimento de patógenos pelos NLRs e TLRs potencializa 

a resposta inflamatória à infecção, como é demonstrado pelo sinergismo entre a sinalização de 

TLR e NLR em resposta ao PGN (Ferwerda et al., 2005; Netea et al., 2005; Uehara et al., 2005), 

ou ainda entre agonistas de TLR2, TLR3, TLR4 e NOD2, na produção de IL-6 e IL-12 

(Kobayashi et al., 2005). Por outro lado, essa interação também pode ocorrer de forma 

antagônica, como demonstrado pela capacidade de NOD2 em sentir a alta intensidade da 

sinalização via TLR4 e então atuar na contração da resposta inflamatória e manutenção do estado 

de homeostase (Kim et al., 2015). 

Consistente com o papel de NOD1 e NOD2 na montagem da resposta imunológica no 

hospedeiro frente a infecções, camundongos Nod1-/- e Nod2-/- são suscetíveis a infecção por 

diversos patógenos. NOD1 está envolvido no reconhecimento de patógenos bacterianos 

intracelulares gram- negativos, como Escherichia colli, Chlamydia spp., Campylobacter jejuni e 

Salmonella spp. (Kim et al., 2004; Opitz et al., 2005; Welter-Stahl et al., 2006; Zilbauer et al., 

2007; Keestra et al., 2011), e também atua na resposta contra Listeria monocytogenes (Boneca et 

al., 2007), e microrganismos extracelulares como Pseudomonas aeruginosa e Helicobacter pylori 

(Viala et al., 2004; Travassos et al., 2005). NOD2 tem sido implicado em detectar e mediar 

resposta contra Streptococcus pneuomoniae (Opitz et al., 2004), Mycobacterium tuberculosis 

(Ferwerda et al., 2005), L. monocytogenes (Kobayashi et al., 2005), E. Coli, Shigella flexneri, 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (Girardin et al., 2003), Chlamydophila pneumoniae 

(Shimada et al., 2009), dentre outros. 
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Além de sensores bacterianos, NOD1 e NOD2 também possuem papel na resposta contra 

protozoários. Foi demonstrado que na ausência de NOD1, mas não de NOD2, camundongos 

infectados com Trypanosoma cruzi (T. cruzi) apresentam alta carga parasitária e mortalidade 

(Silva et al., 2010). Existem dados controversos sobre o papel de NOD2 durante a infecção por 

Toxoplasma gondii (T. gondii); em 2009 foi demonstrado que camundongos geneticamente 

deficientes para NOD2 falham em montar uma resposta adaptativa efetiva contra o T. gondii 

devido a um defeito intrínseco à célula T, o que diminuiu a produção de IL-2 e o acúmulo nuclear 

do fator de transcrição c-Rel, indicando que NOD2 teria um papel na resistência do hospedeiro 

contra esse parasito  (Shaw et al., 2009). Em contraste com esses dados, dois anos depois foi 

reportado que NOD2 seria dispensável para a defesa do hospedeiro contra o T. gondii, pois os 

camundongos Nod2-/- apresentaram carga parasitária, produção de IL-2, ativação, proliferação e 

diferenciação de linfócitos T em níveis comparáveis aos de camundongos controles WT  (Caetano 

et al., 2011). Considerando que até hoje não foi identificado nenhum agonista de NOD2 no T 

gondii, é possível que esses resultados discrepantes ocorram devido a diferenças na microbiota 

das colônias de camundongos usadas nos experimentos (Zamboni e Lima-Junior, 2015). Estudos 

com Plasmodium berghei ANKA demonstram que o parasito ativa NOD1 e NOD2, mas esses 

receptores não são requeridos para a resistência do hospedeiro na malária cerebral (Finney et al., 

2009). O papel dos NLR nas infecções por Leishmania apenas começou a ser explorado 

recentemente. Nosso grupo demonstrou que o inflamassoma de NLRP3 é uma importante 

plataforma da imunidade inata para a restrição da infecção pelas espécies L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. infantum. A produção de IL-1β mediada pelo inflamassoma foi crucial para a 

resistência do hospedeiro à infecção, uma vez que sua sinalização via IL-1R/MyD88 foi 

importante e suficiente para induzir a produção de óxido nítrico (NO) (Lima-Junior et al., 2013).  

Até o momento, nada se sabe sobre o papel dos NLRs ‘não formadores de inflamassoma’ 

durante as leishmanioses, e, dado a sua importância na indução da reposta inflamatória, essas vias 
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podem representar peças importantes para a compreensão da resposta imunológica nessa doença. 

Além de sensores de patógenos, NOD1 e NOD2 também tem sido implicados na indução de 

autofagia e regulação da resposta imune adaptativa (Kobayashi et al., 2005; Travassos, Carneiro, 

Ramjeet, et al., 2010; Moreira e Zamboni, 2012), embora os sinais e as vias moleculares de 

disparo dessas funções ainda não sejam bem conhecidos.  

 

1.4 – Imunidade adaptativa na leishmaniose 
 

Após o reconhecimento de moléculas do parasito por receptores do sistema imune inato 

presente em macrófagos e células dendríticas, por exemplo, ocorre, dentre outros eventos, a 

produção e liberação de fatores solúveis responsáveis pela indução da resposta imune adaptativa 

celular. Uma vez infectado, a geração da resposta imunológica adaptativa adequada é o ponto 

crucial que distingue se o hospedeiro irá progredir para a doença ou permanecer assintomático.  

Durante a infecção, linfócitos de padrões distintos podem ser gerados a partir da 

estimulação por APCs e sob influência de fatores presentes no microambiente inflamatório, que 

colaboram significativamente tanto para a diferenciação do linfócito quanto para a plasticidade de 

células já diferenciadas (Elias et al., 2008; Reynolds et al., 2010). De maneira simplista, além da 

presença de um agente infeccioso, para ocorrer a diferenciação para células de padrão T helper 

(Th)1 é necessário a presença de IL-12; para o perfil Th2 é requerida a produção de IL-4; a 

polarização para Th17 é determinada pelas citocinas IL-6, TGF-β, IL-23 e IL-1β; células T 

reguladoras (T regs) são induzidas apenas por TGF-β; linfócitos Th9 são diferenciados na 

presença de IL-4 e TGF-β. Isso ocorre porque os diferentes padrões de citocinas induzem a 

expressão dos fatores de transcrição característicos desses padrões nos linfócitos: T-bet (Th1), 

Gata-3 (Th2), ROR-γt (Th17), FoxP3 (T regs), PU.1 (Th9), os quais são determinantes para a 

transcrição de genes de citocinas que caracterizam os diferentes subgrupos celulares (revisado em 
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O'shea e Paul, 2010). Além da geração de perfis distintos, uma clara inter-conversão entre os 

padrões pode ocorrer. A citocina TGF-β, por exemplo, exerce um papel chave na plasticidade de 

linfócitos já diferenciados, ela pode induzir a produção de IL-9 por células Th17 (Beriou et al., 

2010), ou até mesmo levar os linfócitos Th2 a se diferenciarem em Th9 (Chang et al., 2010). 

Além disso, na presença de IFN do tipo I, células de padrão Th2 podem ser revertidas em Th1 

(Hegazy et al., 2010). 

Os mecanismos imunológicos que conferem resistência ou suscetibilidade à infecção por 

Leishmania foram inicialmente caracterizados em modelos experimentais de infecção com L. 

major em camundongos Balb/c, suscetível, e C57BL/6, resistente (Kane e Mosser, 2001; Noben-

Trauth et al., 2003; Kaye e Scott, 2011). Uma eficiente apresentação antigênica com os 

coestímulos necessários e produção de IL-12 por células dendríticas infectadas, levam à 

diferenciação de linfócitos T CD4+ naives em Th1, produtores de IFN-γ (Alexander e Bryson, 

2005). Juntamente com linfócitos T CD4+, as células NK e as T CD8+ também são fontes 

importantes de IFN-γ (Biron e Gazzinelli, 1995; Scharton-Kersten et al., 1995; Belkaid et al., 

2002; Awasthi et al., 2004). Esta citocina atua sobre macrófagos infectados, ativando a enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS ou NOS2), com concomitante produção de NO e 

consequente morte dos parasitos fagocitados. A citocina TNF-α é produzida por macrófagos 

infectados, linfócitos T CD4+, neutrófilos e outras células, e age em sinergismo com IFN-γ 

aumentando a ativação de iNOS e levando, portanto, a morte do parasito mediada por NO (Liew 

et al., 1990; Liew et al., 1997; Bogdan et al., 2000). Em contrapartida, o desenvolvimento de uma 

resposta imune Th2 durante a infecção por L. major, dominada pela produção de IL-4 e IL-10, 

desencadeia o padrão de suscetibilidade no hospedeiro (Belkaid et al., 2001; Kane e Mosser, 

2001; Sacks e Noben-Trauth, 2002).  

Na LV, a resposta Th1 também está associada com resistência à doença e morte dos 

parasitos, uma vez que animais resistentes à infecção experimental por L. donovani produzem 
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grande quantidade de IFN-γ na fase inicial da infecção e são capazes de manter essa produção alta 

em fases mais tardias. Também, em indivíduos infectados, mas protegidos contra o 

desenvolvimento da doença (assintomáticos), altos níveis de IL-2, IL-12 e IFN-γ são produzidos 

por células mononucleares de sangue periférico (PBMC), e uma potente hipersensibilidade do 

tipo tardia (DTH) pode ser detectada pelo teste de Montenegro (Carvalho et al., 1985; Carvalho et 

al., 1989). Assim como acontece contra os parasitos causadores de LC, a ativação de macrófagos 

com IFN-γ e TNF-α leva à morte dos parasitos das espécies L. donovani e L. infantum (Pearson e 

Steigbigel, 1981; Murray et al., 1983). Além disso,  dados do nosso grupo mostram que a IL-17A 

produzida durante a infecção por L. infantum atua sinergicamente com IFN-γ potencializando a 

produção de NO por macrófagos infectados e aumentando a capacidade leishmanicida dessas 

células. A ausência de IL-17RA torna os animais mais suscetíveis à LV por L. infantum, uma vez 

que eles apresentam maiores cargas parasitárias tanto no baço quanto no fígado no curso de 8 

semanas de infecção. Ainda, maior quantidade de células T reguladoras produzindo IL-10 e 

menos linfócitos Th1 foram encontrados nos órgãos alvos da infecção por L. infantum em animais 

Il17ra-/- comparados com camundongos WT (Nascimento et al., 2015). Todavia, o papel da IL-

17A na infecção por L. donovani é controverso, uma vez que indivíduos assintomáticos são 

capazes de produzir altas quantidades de IL-17A e IL-22, enquanto que os pacientes falham em 

produzir essas citocinas, evidenciando uma relação positiva entre o desenvolvimento do padrão 

inflamatório Th17 e a proteção contra LV humana (Pitta et al., 2009). Por outro lado, em modelo 

experimental de infecção por L. donovani a IL-17A produzida por células Tγδ e Th17 foi 

relacionada com suscetibilidade à LV (Sheel et al., 2015; Terrazas et al., 2015). O que existe bem 

estabelecido na literatura é que o padrão de suscetibilidade à LV por ambos L. infantum ou L. 

donovani é caracterizado pela  ausência de resposta DTH, baixa linfoproliferação e incapacidade 

de produção de IL-2 e IFN-γ por PBMC em resposta ao antígeno do parasito (Carvalho et al., 

1985; Sacks et al., 1987). Ademais, uma elevada produção de citocinas do padrão Th2, como IL-4 



	   Introdução 

	   37	  

IL-13 e IL-10, está relacionada com suscetibilidade e o desenvolvimento de LV em humanos 

(Babaloo et al., 2001; Thakur et al., 2003).  

A iniciação e manutenção de células T efetoras para combater a infecção por Leishmania 

de maneira eficiente envolve a ação finamente regulada de populações celulares dos sistemas 

imunes inato e adaptativo, sendo essa cooperação crucial para a defesa do hospedeiro. As células 

dendríticas agem como as mais eficientes das APCs uma vez que possuem a maquinaria celular 

especializada para a apresentação antigênica e ativação da célula T (Rossi e Young, 2005).  A 

descoberta de fatores de transcrição particulares que definem a ontogenia de linhagens de células 

dendríticas e monócitos tem permitido distinguir tanto essas duas populações, quanto os subtipos 

de células dendríticas entre si (Satpathy et al., 2012; Guilliams et al., 2014). Nos tecidos linfóides 

de camundongos, as células dendríticas são categorizadas em 3 grupos, as células dendríticas 

plasmocitóides (pDC); células dendríticas derivadas de monócitos, como as produtoras de TNF-

α/iNOS (TIP)-DCs; e as células dendríticas clássicas ou convencionais (cDCs) (Satpathy et al., 

2012). Existem poucas evidências de que pDCs ou TIP-DCs são requeridas para iniciar a resposta 

de células T (Serbina et al., 2003; Sapoznikov et al., 2007; Segura e Amigorena, 2013). O grupo 

das cDCs contém as populações CD8αα+CD4–CD11b– (CD8αα+ DC), CD8–CD4+CD11b+ 

(CD4+CD11b+ DC) e CD8–CD4–CD11b+ (Shortman e Naik, 2007). O subgrupo CD4+CD11b+ é 

dependente do fator de transcrição IRF4, e também expressa 33D1 e SIRPα (células dendríticas 

mielóides) (Suzuki et al., 2004). Já as CD8αα+ são dependentes dos fatores Basic leucin zipper 

transcription factor, ATF-like 3 (Batf3) e IRF8, e expressam XCR1, DEC205 ou CD103 

(Schiavoni et al., 2002; Aliberti et al., 2003; Hildner et al., 2008). Alguns trabalhos vem 

associando determinadas subpopulações de células dendríticas com a polarização de subtipos 

distintos de linfócitos T. As células dendríticas CD8αα+XCR1+ são especializadas em 

apresentação cruzada de antígenos fagocitados, e, além disso, compõem a principal fonte de IL-12 

durante a infecção por L. major, sendo uma população crítica para indução de células Th1, mas 
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dispensável para Th2 e Th17 (Ashok et al., 2014; Martinez-Lopez et al., 2015). Por outro lado, as 

células dendríticas CD4+33D1+ estão envolvidas com a polarização de linfócitos Th17 (Persson et 

al., 2013; Schlitzer et al., 2013). 

Sabendo que a imunidade contra a LV causada por L. infantum é dependente de células 

produtoras de IFN-γ e IL-17A, nós investigamos como a diferenciação dos perfis Th1 e Th17 é 

modulado após a infecção por esse parasito em modelo experimental em camundongos e em 

grupos de pacientes antes e após o tratamento, comparados com indivíduos assintomáticos e 

controles saudáveis. A hipótese do nosso trabalho baseia-se no fato de que elementos da 

imunidade inata desempenham papel crucial e muitas vezes decisivo no destino da imunidade 

adaptativa. Ambas as subpopulações de células dendríticas clássicas expressam NOD2 e RIP2, e 

nós acreditamos que essa via poderia ser ativada por componentes da infecção, fazendo com que 

a resposta imune celular adaptativa seja direcionada a um (ns) perfil (is) de diferenciação de 

linfócitos T, em detrimento de outro (s), influenciando de maneira decisiva o desfecho do 

quadro da infecção e/ou doença. De fato, já existem trabalhos na literatura que demonstram a 

importância desses receptores para indução da resposta imune adaptativa (Krishnaswamy et al., 

2013; Liu et al., 2013). Animais deficientes em RIP2 infectados com L. monocytogenes 

apresentam diminuição dos níveis de IL-12 e, consequentemente, deficiência na produção de 

IFN-γ por células Th1 e NK (56). Além disso, NOD1 possui papel crítico em desencadear 

respostas dos perfis Th1, Th17 e Th2 durante infecção por H. pylori (Fritz et al., 2007), e NOD2 

participa diretamente na geração da resposta de perfil Th1 durante infecção por T. gondii (Shaw 

et al., 2009). O esclarecimento do papel da via de NOD2-RIP2 em reconhecer produtos da 

infecção por L. infantum, bem como as células envolvidas e os fatores que são determinantes ou 

que modulam a diferenciação de linfócitos Th1 e Th17 durante a LV proporcionará uma 

compreensão ampla dos eventos imunológicos que ocorrem após a infecção por L. infantum, 

sendo essa a proposta central do nosso trabalho. 
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2.1) Objetivo geral: 
 

Determinar o papel da via de sinalização de NOD2-RIP2 na geração e/ou modulação da 

resposta imune adaptativa celular protetora durante a infecção experimental por L. infantum.  

 

 

2.2) Objetivos específicos: 
 

A - Determinar a fonte celular de IL-17A durante na LV; 

 

B - Avaliar a importância das moléculas NOD2 e RIP2 para a geração de células Th1 e 

Th17; 

 

C - Definir o papel do receptor NOD2 e da sua molécula adaptadora RIP2 no padrão de 

resistência/suscetibilidade do hospedeiro e na patogênese da infecção por L. infantum; 

 

D - Examinar se as moléculas NOD2 e RIP2 exercem efeito intrínseco ou extrínseco na 

indução/ativação dos linfócitos Th1 e Th17;  

 

E – Investigar a subpopulação de célula dendrítica responsável pela indução da resposta 

imunológica adaptativa celular protetora durante a infecção por L. infantum. 
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3.1 – Pacientes, indivíduos assintomáticos,  sujeitos controles e RNAseq 
	  

Os indivíduos envolvidos no estudo são residentes no estado de Sergipe, área endêmica 

para LV causada por L. infantum. A seleção de pacientes, bem como a coleta das amostras de 

sangue foram realizadas pelos colaboradores, Dr. Roque Pacheco de Almeida e Dra. Amélia 

Maria de Jesus, ambos docentes do Departamento de Medicina do Hospital Universitário da 

Universidade Federal de Sergipe. Para todos os indivíduos arrolados no estudo, ou para os 

responsáveis, foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes do início das 

coletas das amostras. O estudo foi aprovado pelo comitê de ética, anexado à Plataforma Brasil 

(Anexo I). No total, 24 indivíduos foram incluídos no estudo e divididos em quatro grupos: 

indivíduos sintomáticos, que apresentavam a forma ativa da doença (G1); os mesmos pacientes 

do G1 depois de serem submetidos ao tratamento por 180 dias compuseram o G2; indivíduos 

assintomáticos/resistentes (Montenegro positivo porém, ausência de  sintomatologia, G3) e 

indivíduos saudáveis/controle (G4) (Tabela I). 

 

Tabela I: Pacientes e sujeitos controles envolvidos no estudo.  

Grupo NO M F Idade em anos 
(Média ± DP) Tratamento 

G1: LV 6 3 3 16,8 ± 11 - 

G2: Tratados 6 3 3 16,8 ± 11 Ambisome e/ou Glucantime 

G3: Assintomáticos 7 4 3 15,5 ± 12,6 - 

G4: Controles 5 5 - 23,0 ± 6,3 - 

             LV: leishmaniose visceral; M: masculino; F: feminino; DP: desvio padrão. 
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As amostras de sangue dos indivíduos incluídos no estudo foram coletadas com seringas 

estéreis e descartáveis, a vácuo, em tubos PAXgene Blood RNA (PreAnalytix, Suíça). A extração 

de RNA de sangue total (amostras de 2,5 mL) foi realizado com o kit da mesma linha de 

produtos, seguindo as instruções do fabricante. O RNA depletado de rRNA e enriquecido de 

RNA mensageiros codificadores foram utilizados para a construção de bibliotecas de cDNA 

com o TruSeq™ Stranded RNA kit e sequenciadas na plataforma de sequenciamento Illumina 

HiSeq 2500. Todos os procedimentos foram realizados conforme as instruções do fabricante 

(Illumina, San Diego, CA). Os dados brutos do sequenciamento de cada biblioteca contidos nos 

arquivos .fastq foram processados para a análise qualitativa por meio dos programa FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e Trimmomatic (Bolger et al., 

2014). Os arquivos .fastq filtrados de sequências de baixa qualidade foram então submetidos à 

etapa de mapeamento das reads no genoma humano (versão GRCh37, Ensembl)  por meio do 

programa TopHat2 (Kim et al., 2013). A quantificação das reads mapeadas foi realizada com o 

programa HTSeq	   (http://www-huber.embl.de/users/anders/HTSeq/doc/overview.html.), cujos 

arquivos de saída contendo a contagem das reads mapeadas em cada gene foram usados como 

arquivos de entrada no pacote edgeR (Robinson et al., 2010) para cálculo da expressão gênica 

diferencial. O heatmap foi criado através da plataforma MeV (Multi Experiment Viewer) (Saeed 

et al., 2003). 

 

3.2 - Animais 
 

Camundongos C57BL/6 WT e C57BL/6 deficientes para as moléculas NOD2, RIP2 e 

BATF3 foram usados nos experimentos. Todos os animais utilizados tinham idades entre 7 e 10 

semanas, pesando de 18 a 22 g. Os camundongos WT foram obtidos no Serviço de Biotério 
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Central da USP de Ribeirão Preto; os animais Nod2-/- e Rip2-/- foram adquiridos do biotério do 

Centro de Criação de Camundongos Especiais dessa mesma universidade. Eles ficaram no 

biotério dos departamentos de Imunologia e Bioquímica e Biologia Celular e Molecular e 

Bioagentes Patogênicos da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP. Para os 

experimentos realizados na Universidade de Yale, os animais foram mantidos no Yale Animal 

Resources Center (YARC) facility. Em ambos os biotérios os animais foram mantidos em 

gaiolas, em um ambiente com temperatura controlada (22 a 25°C) e receberam água e ração ad 

libitum. Os experimentos foram conduzidos de acordo com o Comitê de Ética da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, da Universidade de São Paulo, SP, processo nº 076/2012 (Anexo 

II). 

 

3.3 – Parasitos e infecção experimental 
 

Formas promastigotas do isolado HU-USF 14 de L. infantum foram mantidas a 25°C em 

meio Schneider (Sigma-Co, Saint Louis, EUA) suplementado com soro bovino fetal a 20% 

(Cultilab, Campinas, SP - Brasil), 2% de urina masculina humana e 5% de penicilina e 

estreptomicina (Sigma-Co). Os parasitos foram cultivados em garrafas de cultura estéreis 

(Corning Incorporated, Corning, NY-EUA) e passadas em hamsters ou camundongos Balb/c 

para manutenção da virulência. A infecção experimental foi feita através da veia do plexo orbital 

com 107 formas promastigotas em fase estacionária de crescimento de L. infantum, obtidas após 

5 dias de cultura iniciada com 105 parasitos/mL em 6 mL. 
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3.4 – PCR array  
 

Após 0, 4 e 6 semanas de infecção em camundongos WT, fragmentos do fígado foram 

coletados e armazenados em QIAzol® (QIAGEN Sciences, Maryand, EUA). Para extração do 

RNA foi utilizado o RNeasy Microarray Tisse Mini Kit (QIAGEN), seguindo as recomendações 

do fabricante. Após extração, o RNA foi quantificado em espectrofotômetro Nanodrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific) e a integridade foi analisada por meio de eletroforese capilar em chip 

com o instrumento 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, CA, EUA). O DNA complementar 

(cDNA) foi gerado com o RT2 First Strand Kit (QIAGEN) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Para a detecção das variações nos transcritos foi utilizado o RT2 ProfilerTM PCR 

Array Mouse Innate & Adaptative Immune Responses (QIAGEN) de acordo com a 

recomendação do fabricante. A análise de dados foi feita em plataformas on line disponíveis em 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php e 

http://bioinfo.genotoul.fr/index.php?id=116. 

 

3.5 – Diferenciação de células dendríticas e infecção in vitro 
 

As células dendríticas foram obtidas a partir de precursores da medula óssea (BMDC) de 

fêmures e tíbias de camundongos naives. As epífises foram seccionadas em ambiente estéril e as 

medulas lavadas com meio de cultura RPMI incompleto utilizando uma seringa com agulha 13 x 

4,5 mm. As células recém-colhidas foram centrifugadas a 350 x g por 10 minutos a 4°C, 

eliminando-se o sobrenadante e incubando o sedimento com tampão de lise ACK por 4 minutos 

à temperatura ambiente. As células foram submetidas a um novo ciclo de centrifugação e, em 

seguida, diluídas em RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de 

estreptomicina e penicilina (Sigma-Co) e 20 ng/mL de GM-CSF (PeproTech Inc., Rocky Hill-
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EUA) na concentração de 2x105 células/mL. Dois milhões de células foram distribuídas em 

placas de tamanho 100 x 15 mm não tratadas para aderência  (Corning) e mantidas em cultura 

em estufa a 37°C e 5% de CO2 por sete dias. No dia 3 foi adicionado 10 mL de meio de 

diferenciação, e no dia 6 foi retirado 10 mL de meio e adicionado mais 10 mL de meio de 

diferenciação novo. 5x105 células foram plaqueadas em 1 mL de meio em placas de 24 poços 

tratadas para aderência e as infecções in vitro foram feitas na proporção de 5 ou 10 parasitos em 

fase estacionária de crescimento para cada célula. O estímulo com MDP (10 µg/mL; Sigma) foi 

feito através da transfecção da célula com Lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com as 

recomendações do fabricante. 

 

3.6 – Extração de RNA e síntese do cDNA 
 

O RNA total foi extraído das culturas de BMDCs e de tecidos de camundongos 

infectados e de controles naives. O método de extração combinou a utilização do reagente 

TRIzol (Invitrogen Corporation-Carlsbad, USA) seguida pela utilização parcial do kit de 

extração Illustra RNAspin Mini (GE Healthcare, Alemanha). Resumidamente, as células ou 

tecidos (~ 50 mg) foram armazenados em 500 µL de TRIzol a -70°C até o momento da extração, 

quando então as amostras foram descongeladas no gelo e trituradas, caso necessário, com 

auxílio de haste homogeneizadora livre de RNAse. Foi adicionado 200 µL de clorofórmio e a 

solução foi agitada durante 15 segundos e centrifugada a 10 000 x g por 10 minutos a 4°C. A 

porção aquosa superior foi coletada e utilizada para extração com o kit supracitado de acordo 

com as recomendações do fabricante. Após extração, a qualidade do RNA foi checada em gel de 

agarose 1% corado com brometo de etídeo, e quantificado em NanoDrop™ 2000 (Thermo 

Fisher Scientific, EUA). Para a síntese do cDNA, 2 µg de RNA foi adicionado a 1 µL de Oligo 

dT (500 µg/mL) em volume final de 13 µL, completados com H2O estéril e livre de nucleases. 
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As amostras foram incubadas a 70°C por 3 minutos em termociclador PTC-100 (MJ Research, 

Watertown, EUA) seguido por uma incubação no gelo por 1 minuto. À reação foi adicionado 

um mix contendo 4 µL de tampão da enzima, 2 µL de DTT,  2 µL de dNTP 10 mM e 0,5 µL da 

enzima transcriptase reversa SMART MMLV (Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, 

CA, EUA). A reação foi incubada a 42°C por 60 minutos e depois a 10°C por 15 minutos. O 

cDNA foi diluído 10 vezes em água estéril e livre de nucleases e armazenado a -20°C até o 

momento do uso. 

 

3.7 - PCR em tempo real – qPCR 
 

A quantificação relativa de transcritos de genes alvos foi realizada por PCR em tempo real. 

A reação foi realizada com 6,5 µL de SYBR Green Mix (Invitrogen), 0,5 µL de cada primer 

(senso e antisenso) a 10 µM, 5 µL do cDNA e água estéril e livre de nucleases suficiente para 

completar o volume final para 15 µL. As reações foram realizadas em aparelho StepOnePlus™ 

Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, EUA), sendo o ciclo iniciado a 50°C por 2 

minutos, 95°C por mais 2 minutos e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 58°C, 30 

segundos a 72°C. Um ciclo final de 20 minutos com temperatura crescente de 60 a 95°C foi 

empregado para obtenção da curva de dissociação dos produtos da reação, utilizada para análise 

da especificidade da amplificação. Todas as reações foram feitas em duplicatas, os resultados 

normalizados com o Hprt (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase) constitutivamente 

expresso e analisados com base no valor de Ct (cicle threshold) ou linha de corte. O resultado foi 

calculado com a fórmula ΔΔCt = ΔCt da amostra teste – ΔCt da amostra controle, onde ΔCt = Ct 

do gene estudado – Ct do Hprt (gene constitutivamente expresso, utilizado como controle interno 

da reação). O número de vezes de expressão diferencial do RNA mensageiro comparado com o 
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controle foi definido pela fórmula   2-ΔΔCt. Os primers e sequências utilizados para as reações de 

PCR em tempo real estão listados na Tabela II. 

 

Tabela II: Sequência dos primers utilizados nas reações de PCR em tempo real. 

 SEQUÊNCIAS 

Gene Senso Antisenso 

Hprt TGGAAAAGCCAAATACAAAGC CAACATCAACAGGACTCCTCG 

Il6 TTCCTACCCCAATTTCCAAT CCTTCTGTGACTCCAGCTTATC 

Il23p19 AATGTGCCCCGTATCCAGTGT GGCTCCCCTTTGAAGATGTCA 

Il1b ATGGGCTGGACTGTTTCTAATG ATTCACGAAAAGGGAGCTCC 

Il17a TGCCCTCCACAATGAAAAGA AACACGAAGCAGTTTGGGAC 

Nod2 CGACATCTCCCACAGAGTTGTAATCC GGCACCTGAAGTTGACATTTTGC 

Rip2 TCATCGAGGTCTCATGATCTCTCT AGCATTTCAAAAAGGATGGTCTTT 

Tgfb ACCGCAACAACGCCATCTAT TCAAAAGACAGCCACTCAGGC 

Il12p35 

Il12/23p40 

CTGCTGAAATCTTCTCACCGT 

GTTCGAATCCAGCGCAAGAA 

AAGGGTGGCCAAAAAGAGGAG 

GACATTCCCGCCTTTGCATT 

 

3.8 – Microscopia confocal 
 

Células dendríticas foram plaqueadas sobre lamínulas circulares estéreis de 12 mm 

tratadas com poli-L-Lisina (BioCoat, BD Biosciences, San Diego, CA, EUA) em placas de 24 

poços (Corning) na concentração de 2x105 células por poço em 300 uL de RPMI 10%. As 

células foram infectadas (5 parasitos/célula) e após 24 h foram fixadas com paraformaldeído 2% 

por 10 minutos a temperatura ambiente, e então lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos 

cada. A permeabilização celular foi feita com Triton X-100 0,5% por 10 minutos a temperatura 

ambiente, depois disso mais dois ciclos de lavagem de 5 minutos foram realizados com PBS. O 

bloqueio foi feito com 1% de BSA e 10% de soro de rato (Stemcell Technologies, Vancouver, 
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BC, Canadá) diluídos em PBS, por 1h a temperatura ambiente. O anticorpo primário coelho 

anti-NOD2 (H-300) (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Texas-EUA) foi diluído em PBS/BSA 1% 

(1:300) e incubado 16 h a 4°C; após esse período, as células foram lavadas 3 vezes por 10 

minutos com PBS/BSA 1%. O anticorpo secundário utilizado foi anti-coelho conjugado a Alexa 

flúor 488 (Invitrogen), incubado por mais 1 hora a temperatura ambiente. Após 3 lavagens com 

PBS/BSA 1%, as lâminas foram montadas em Prolong contendo DAPI (Cell Signalling 

Technology, Danvers, MA, EUA) e fotografadas em microscópio confocal Leica SP5 (Leica 

Microsystems, Heerbrugg, Suíça) no aumento da objetiva de 100 X. As imagens foram 

analisadas no Leica QWin Quantitative Imaging software e Adobe Photoshop (Adobe Systems 

Incorporated). Os resultados estão expressos em intensidade de fluorescência. 

 

3.9 – Imunofluorescência 
  

Os baços foram coletados de animais WT, Nod2-/-, Rip2-/- ou Batf3-/- naives ou após 

6 horas de infecção, quando ocorre o pico de migração de células dendríticas da polpa 

vermelha para a polpa branca. Os órgãos foram submetidos a uma bateria de desidratação 

com níveis crescente de solução de glicose (10%, 20% e 30%) por 1 h em cada solução. 

Posteriormente, o tecido foi incluído em Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura® 

Finetek, Sakura, Torrance, CA), congelado e seccionado em seções de 7 µm. As lâminas 

contendo os tecidos foram incubadas 20 minutos em PBS e então bloqueadas por mais 20 

min com 10% de soro de rato (Stemcell Technologies) em solução de PBS contendo 1% de 

BSA e 0,1% de Tween 20 (Sigma) (solução de lavagem). Os anticorpos primários 33D1 

(biotinilado, 1:300; clone 33D1), XCR1 (biotinilado, 1:900; clone ZET), CD11c (BV421, 

1:25; clone N418), TCRβ (Alexa flúor 647, 1:100; clone H57-597) (BioLegend) e NOD2 

(não conjugado, 1:300; clone P18) (Santa Cruz) foram incubados por 1 h a temperatura 
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ambiente. Antes de adicionar os anticorpos secundários, anti-cabra IgG conjugado a FITC, 

1:300 (Santa Cruz) ou streptavidina-PE, 1:1000 (BioLegend), os tecidos foram lavados 3 

vezes com solução de lavagem por 10 minutos. Os anticorpos secundários foram incubados 

por mais 1 h, quando então seguiu-se mais uma bateria de lavagem. As lâminas foram 

montadas com Prolong (Cell Signalling Technology) e as imagens foram adquiridas em 3 

ou 4 cores usando a objetiva de 4X ou 20X em microscópio de fluorescência Nikon eclipse 

Ti (Nikon, Tóquio, Japão). Os resultados são expressos em intensidade de fluorescência.  

 

3.10 - Carga parasitária 
 

Para estudar o padrão de resistência/susceptibilidade dos camundongos dos diferentes 

grupos frente a infecção por L. infantum, os animais foram sacrificados após 4 e/ou 6 semanas 

de infecção. O fígado e o baço de camundongos WT e knockouts foram removidos, pesados e a 

porção inferior do baço e o maior lóbulo do fígado, após pesados, foram macerados em PBS 1X 

estéril, pH 7,2. O macerado foi centrifugado a 700 x g, 25°C, 10 minutos e ressuspenso para um 

volume final de 1 mL em Schneider 20%. Posteriormente, as diluições seriadas foram feitas em 

placas estéreis de 96 poços (Corning Incorporated,), conforme a técnica de diluição limitante 

descrita previamente na literatura (Titus et al., 1985). As contagens dos poços positivos foram 

realizadas nos dias 10 e confirmados no dia 14 após a diluição limitante, e o número de parasitos 

foi estimado como descrito por Buffet et al., 1995 (Buffet et al., 1995). 
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3.11 – Dosagem de citocinas por ELISA 
 

Depois de 7 dias de diferenciação, as BMDCs foram cultivadas na concentração de 

5x105 células/poço em 400 µL de RPMI 10% em placa de 24 poços. Após 24 h de infecção (5 

parasitos: 1 célula) o sobrenadante foi coletado para dosagem das citocinas IL-12/23p40 e IL-

12p70 e IL-23. Para isso foi realizado o ensaio imunoenzimático (ELISA) do tipo “sandwich”, 

utilizando-se o kit comercial OpTEIA, (BD Biosciences, San Diego, CA, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. Sobrenadante de células sem estímulos foram utilizadas como 

controles negativos, ou estimuladas com LPS (200 ng/mL) para controles positivos. 

 

3.12 – Cultura de células do baço e do fígado 
 

Para isolamento das células do baço, após remoção, o órgão foi macerado em condições 

estéreis, com PBS 1X pH 7,2 e filtrado em cell strainer de 70 uM (BD Biosciences) para 

obtenção de uma solução de células únicas (single cell suspension). As células obtidas foram 

centrifugadas a 350 x g durante 10 min a 4ºC e posteriormente incubadas com tampão de lise de 

hemácias ACK a temperatura ambiente durante 4 minutos. As células foram lavadas e 

ressuspensas em RPMI 5%. A quantificação e análise de viabilidade celular foram feitas com 

Azul de Trypan em Câmara de Neubauer. Para isolamento das células do fígado, o órgão teve a 

vesícula biliar retirada, e foi cortado em fragmentos pequenos para incubação com colagenase 

do tipo IV (100 U/mL) (Invitrogen™ | Life Technologies, Carlsbad, EUA) por 45 minutos, à 

37ºC, sob agitação. A reação da enzima foi bloqueada com soro bovino fetal. O fígado foi 

filtrado com cell strainer, centrifugado a 350 x g,  10 min, 25ºC, e ressuspenso em solução de 

Percoll 40% (GE Healthcare Life Sciences, Pittsburgh - EUA). A separação dos gradientes foi 

feita durante a centrifugação a 500 x g, 25 minutos, 25ºC. Após a coleta das células e lise das 
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hemácias, os linfócitos foram quantificados em Câmara de Neubauer diluídos em azul de 

Trypan. As células do baço e do fígado foram plaqueadas em microplacas de 48 poços (Corning) 

na densidade de 2,5x106 células viáveis/poço em um volume final de 500 µL. As células foram 

mantidas por 4 h sob estímulo com PMA (50 ng/mL), ionomicina (500 ng/mL) e Golgi Stop 

(BD Bioscience) em estufa com 5% de CO2 a 37°C. Após esse período, as células foram 

analisadas por citometria de fluxo. 

 

3.13 - Citometria de fluxo 
 

BMDCs, células do baço e do fígado de camundongos foram analisadas por citometria 

de fluxo. As células foram coletadas e incubadas com tampão de bloqueio (soro de coelho a 

10% diluído em PBS) por 30 minutos a 4°C e, em seguida, foram adicionados os anticorpos 

monoclonais específicos para as moléculas de superfície. As células foram incubadas por 30 

minutos, a 4°C ao abrigo da luz, e então lavadas 1 vez com PBS antes do início do processo de 

fixação e permeabilização, quando necessário. Antes dos processos de permeabilização e 

fixação, as células foram incubadas 15 min a temperatura ambiente com a sonda live/dead 

(Invitrogen). Após isso, as células foram lavadas 1 vez e então incubadas com 

Cytofix/Cytoperm (BD Bioesciences, San Diego, CA, EUA) por 20 minutos a 4°C, lavadas em 

Perm/Wash 1X (BD Bioesciences) e incubadas 30 minutos a 4°C com os anticorpos para 

marcações intracelulares. Após incubação, as células foram lavadas 2 vezes com Perm/Wash 1X 

e então adquiridas no aparelho FACSCanto II (BD Biosciences) ou MACSQuant (Miltenyi 

Biotec, CA, USA). Os anticorpos utilizados para as marcações foram: CD19 (MB19-1), B220 

(RA3-6B2), TCRβ (H57-597), CD4 (GK1.5), MHC II (M5/114.15.2), CD11c (N418), Ly6C 

(HK1.4), Ly6G (1A8), CD11b (M1/70), CD8 (53-6.7), IL-17A (TCII-18H10.1), IFN-

γ (XMG1.2), NK1.1 (PK136), TCRγδ (GL3), CD86 (GL-1), CD40 (3/23), CD62L (MEL-14) e 
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CD44 (IM7) (BioLegend, CA, USA ou BD Bioscience). Os dados foram analisados no software 

FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). 

 

3.14 – Sorting celular 
 

Os sortings celulares foram realizados no FACSAria III (BD Bioscience). Linfócitos 

naives foram obtidos a partir dos linfonodos cervicais, axilares, mesentéricos e inguinais de 

animais WT, Nod2-/- e Rip2-/- naives, coletados e processados em ambiente estéril em meio 

RPMI incompleto contendo 2% de penicilina e estreptomicina (Sigma). As células foram 

ressuspensas em um volume final de 500 µL e incubadas por 30 minutos com anti-CD4-FITC, 

anti-CD62L-PE e anti-CD44-PERCP (BD Bioesciences). A população de células CD4+CD44-

CD62L+ foi utilizada no experimento de polarização de linfócitos in vitro, descrito adiante no 

item 3.15.  

Linfócitos T, B e células dendríticas também foram separadas por sorting do baço de 

camundongos WT naives e infectados com L. infantum (4 e 6 semanas após a infecção). Para 

isso, os baços foram coletados e digeridos com 20 µg/mL de Liberase (Roche, Indianapolis, IN, 

EUA) e 0,05% de DNAse (Sigma) por 20 minutos a 37°C. Após digestão, os baços foram 

macerados e filtrados em cell Strainer de 70 µm (BD Biosciences). Seguiu-se um ciclo de 

centrifugação para posterior lise das hemácias com tampão ACK por 4 minutos a temperatura 

ambiente. Após lavagem e remoção do tampão de lise, as células foram suspensas em 1 mL de 

RPMI incompleto e incubadas por 30 minutos com coquetéis contendo anti-CD3-FITC e anti-

CD4 APC-Cy7, anti-CD19-PE, ou anti-MHC Classe II-PE-Cy5 e anti-CD11c-PE-Cy7 (BD 

Bioesciences e eBioscience). As populações celulares CD3+CD4+, CD3-CD19+ e 

CD11C+MHCII+ foram armazenadas em reagente TRIzol (Invitrogen) para posterior extração de 

RNA e análise por PCR em tempo real. 
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3.15 – Diferenciação de linfócitos 
 

Linfócitos T naives CD4+CD44-CD62L+ separados por sorting celular de linfonodos de 

camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram cultivados em placas de 96 poços (Corning) pre-

cobertas com α-CD3 (2 µg/mL) e α-CD-28 (1 µg/mL) (BioXcell, West Lebanon, NH, USA) 

contendo os coquetéis de diferenciação conforme listados na Tabela III durante 7 dias. As 

células foram expandidas de acordo com a necessidade. Após o período de diferenciação, as 

células foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo para avaliação da eficiência da 

diferenciação.  

 

Tabela III: Protocolo de diferenciação de linfócitos T in vitro. 

 rIL-2 
(BD) 

rIL-12 
(Biolegend) 

rTGF-β 
(Invitrogen) 

rIL-6 
(RD) 

rIL-1β 
(RD) 

rIL-23 
(RD) 

anti-IFN-γ 
(BioXCell) 

anti-IL-2 
(BioXCell) 

anti-IL-4 
(BioXCell) 

Th1 25 U/mL 5 ng/mL - - - - - - 10 µg/mL 

Th17 - - 5 ng/mL 20 ng/mL 20 ng/mL 50 ng/mL 10 µg/mL 10 µg/mL 10 µg/mL 

 

3.16 – Western blot 
  

BMDCs foram cultivadas em placas de 24 poços não tratadas para aderência na 

concentração de 5 x 105 células/mL no volume de 1 mL por poço. As células foram infectadas 

com L. infantum (5 parasitos/célula) por 30 min e coletadas em 60 µL de tampão RIPA (Sigma) 

contendo os inibidores Phosphostop fosfatase e Complete protease (Roche, Basileia, Suíça). As 

amostras foram armazenadas a -80o C até o momento do uso.  A quantificação das proteínas foi 

feita com reagente Bradford (Sigma) de acordo com as recomendações do fabricante. Os lisados 

celulares foram diluídos em tampão de amostra 4X (EMD Millipore, MA, EUA), aquecidos a 

90oC por 6 min e então aplicados 50 µg de proteína/amostra em gel de poliacrilamida a 10% 

para corrida a 100 V. A membrana de nitrocelulose (GE Healthcare, USA) e demais 
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componentes para transferência foram incubados em tampão de transferência (50 mM Tris, 40 

mM glicina e 20% metanol) por 5 min a temperatura ambiente. A transferência foi feita 

utilizando o sistema Semidry Transfer Cell (Bio-Rad Laboratories, USA) a 15 volts por 40 

minutos. O bloqueio foi feito por 1h a temperatura ambiente com BSA 3-5% diluído em TBS-T 

(Tris buffered saline) [25 mM Tris (Hexis Científica, SP, Brasil), pH 7.4 + 0,3 mM KCl  (J.T. 

Baker, PA, EUA) + 140 mM NaCl (J.T. Baker) + 0,1% Tween-20 (Sigma)]. Após o bloqueio, as 

membranas foram incubadas por 16 h sob agitação leve, a 4°C, com os anticorpos anti-JNK 

fosforilada, anti-JNK total, anti-ERK1/ERK2 fosforilada, anti-ERK1/ERK2 total, anti-p38 

fosforilada ou anti-p38 total (Cell Signalling Technologies) diluídos em bloqueio. Três ciclos de 

lavagem de 10 min cada foram feitos, também sob agitação, com TBS-T antes da incubação 

com os anticorpos secundários apropriados conjugado com peroxidase. A detecção da reação foi 

feita com o reagente ECL Luminol (GE Healthcare) e filme Hyperfilm (GE Healthcare). 

 

3.17 – Cocultura 
 

BMDCs foram infectadas com 5 parasitos/célula e mantidas em estufa de CO2 a 37°C 

por 5h, sendo homogeneizadas a cada hora. Após esse período, elas foram lavadas 5 vezes (50 x 

g, 5 min) para remoção dos parasitos extracelulares, contadas e plaqueadas na concentração de 

104/100 µL em placas de 96 poços de fundo U. As BMDCs foram pulsadas com OVA (100 

µg/mL) por 45 min. Células OT-II específicas para OVA foram isoladas com kit de seleção 

negativa Miltenyi Biotec) e cocultivadas com as BMDCs (5 linfócitos/ 1 célula dendrítica) no 

volume final de 200 µL. Após 5 dias do início da cocultura, as células foram coletadas e 

analisadas por citometria de fluxo. 
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3.18 – Análises estatísticas 
	  

Significâncias estatísticas em comparações simples entre dois grupos foram avaliadas 

pelo teste t. Em comparações de múltiplos grupos foram feitas análise de variância (ANOVA) 

seguida pelo pós-teste de Bonferroni (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). As 

diferenças que apresentaram valores de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente 

significativas.
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4.1 – Células Th17 são inibidas durante a leishmaniose visceral por Leishmania 
infantum  
	  

A infecção por L. infantum desencadeia uma resposta imune celular complexa, seja o 

hospedeiro resistente ou suscetível. Nós demonstramos previamente que camundongos e 

pacientes produzem IL-17A após a infecção, a qual, juntamente com IFN-γ, aumenta a 

capacidade leishmanicida de macrófagos via produção de NO (Nascimento et al., 2015). A fonte 

celular de IL-17A após a infecção por L. infantum, entretanto, permanece desconhecida. Para 

investigar a modulação do perfil Th17 na LV, nós analisamos dados gerados por RNAseq de 

amostras de pacientes antes e após o tratamento (T. LV), e indivíduos com infecção 

assintomática, comparando-os com controles saudáveis. De maneira intrigante, os dados 

mostraram que genes relacionados com o perfil Th17; Ahr, Il1b, Il17ra, Stat3, Il6r e Rorc; são 

inibidos em pacientes com LV, antes ou após o tratamento, comparados com sujeitos controles 

não infectados (Fig. 3). Por outro lado, genes relacionados com Th1; Il12b, Il10, Ifng e Ebi3; 

são induzidos nesses grupos (Fig. 3). Indivíduos assintomáticos apresentaram regulação positiva 

da expressão gênica para Ahr, Il1b e Ccr4, porém regulou negativamente Ifng e Ebi3, 

comparado com pacientes com LV (Fig 3).     

Com o objetivo de investigar se o padrão de indução de Th1 e inibição de Th17 na LV é 

reproduzível em modelo experimental, de modo que nos permitiria estudar os mecanismos e as 

consequências envolvidas nessa modulação, nós infectamos camundongos C57BL/6 (WT) com 

107 parasitos em fase estacionária de crescimento via intravenosa (o modelo de infecção será o 

mesmo para os outros experimentos no decorrer do trabalho) e 4 semanas após a infecção o baço 

dos animais foi coletado para análise da produção de IL-17A por células T CD4+, T CD8+, T γδ, 

células NK e células B. Nós observamos que linfócitos Th17 (CD4+TCRβ+IL-17A+) foram 

detectadas em frequências muito baixas, 0,55% do total de CD4+TCRβ+ eram produtoras de  
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Figura 3: Regulação da expressão de genes relacionados às respostas Th1 e Th17 em leucócitos de sangue 
periférico humano. O heatmap apresenta valores de log2FC (FC, fold change) de indivíduos com leishmaniose 
visceral antes do tratamento (LV) e após seis meses de tratamento (T. LV), ambos comparados a indivíduos 
saudáveis (C, controles), LV x C e T. LV x C, respectivamente; e de indivíduos assintomáticos (Assin.) comparados 
aos indivíduos com LV (Assin. x LV). A escala de cores representa genes regulados negativamente (em verde) e 
genes regulados  positivamente (em vermelho) para as três comparações. 

 

 

IL-17A (Fig. 4A). Em contrapartida, 11% da população de CD4+TCRβ+ eram Th1 (Fig. 4A). De 

maneira curiosa, a análise na população de células B CD19+CD4-TCRβ- mostrou tanto produção 

de IL-17A (0,22%) quanto de IFN-γ (0,47%) (Fig. 4B), sendo que, dentro da população total de 

células produtoras de IL-17A, 48,5% das células são CD19+; 24,7% são duplo negativas e 

somente 18,3% são linfócitos T CD4+ (Fig. 4C). A produção de IL-17A por células T CD8+, T 

γδ e NK foi irrelevante (Fig. 4D). Esses dados mostram que linfócitos Th17 não são induzidos, 

ou são induzidos em quantidades muito baixas e, nesse contexto, dentre as células analisadas, as 

células B são as mais frequentes dentro da população de células IL-17A+.   
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Figura 4:  Células B CD19+CD4-TCRβ - são importante fonte de IL-17A durante a infecção por L. infantum. 
Camundongos WT foram infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento por via intravenosa. 
Após 4 semanas de infecção o baço foi coletado e os linfócitos foram estimulados com PMA e ionomicina por 4h 
para posterior análise por citometria de fluxo. A produção de IL-17A e IFN-γ foi analisada na população de células 
CD4+TCRβ+ (A) e CD19+CD4- (B). A população IL-17A+ foi analisada quanto a expressão de CD4 e CD19 (C). 
Expressão de IL-17A nas populações de células T CD8+, células NK e células T γδ (D). N=3-5 camundongos. 
Representativo de 5 experimentos independentes com resultados semelhantes.  

 

 

Sendo IFN-γ e IL-17A duas citocinas inflamatórias chaves para promover resistência 

contra a infecção por L. infantum, nós investigamos em seguida o porquê de Th1 ser 

significativamente induzido e Th17 praticamente inexistente nesse modelo. A análise da 

modulação da expressão gênica em camundongos infectados com L. infantum foi uma 

ferramenta muito útil para entender essa questão. Nós realizamos um PCR array do fígado, 

órgão alvo da proliferação parasitária e recrutamento linfocítico, de camundongos não 
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infectados (NI), e na 4a e 6a semanas após a infecção (s.a.i.). A integridade e a qualidade do 

RNA foram averiguadas através da corrida de eletroforese no Bioanalyser (Fig. 5A). A 

qualidade do RNA é demonstrada através do RIN (RNA Integrity Number) no eletroferograma 

(Fig. 5B). 

Através do PCR array nós triamos 84 genes relacionados com as respostas imunes inata 

e adaptativa. Dentre eles, 56 transcritos foram regulados positivamente na 4a semana após a  

infecção, e 52 transcritos na 6a semana, sendo 50 deles em comum (Fig. 6A, B e Tabela IV). 

Oito transcritos foram regulados negativamente tanto na quarta quanto na sexta semanas após a 

infecção, sendo 4 compartilhados (Csf2, H2-Q10, Ifna2, Tlr5) (Figs. 6A, B e Tabela IV). De 

maneira geral, o perfil de expressão gênica no fígado nos dois períodos após a infecção 

analisados foi bem semelhante, e, em conjunto, foram distintos do padrão de expressão 

apresentado na ausência de infecção (Fig. 6C). Como esperado, Ifng, Tbx21 e Il17a estavam 

entre os transcritos regulados positivamente tanto na 4a (101.9591, 28.5441 e 3.6836 vezes, 

respectivamente) quanto na 6a semana após a infecção (53.7287, 22.7839 e 7.9639 vezes, 

respectivamente) (Fig. 7A e B). Confirmando os dados da citometria, que demonstrou uma 

inibição de células T CD4+TCRβ+ produtoras de IL-17A, e corroborando os dados encontrados 

em humanos, nós observamos que Rorc, fator de transcrição de assinatura de células Th17 

(Ivanov et al., 2006), é inibido na 4a semana após a infecção, e permanece com nível semelhante 

ao naive na 6a semana (Fig 7A e B). 
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Figura 5: Integridade e qualidade do RNA extraído do fígado de camundongos não infectados (NI) e na 4a e 
6a  semanas após a infecção (s.a.i.). Camundongos WT foram infectados com 107 parasitos em fase estacionária de 
crescimento por via intravenosa, ou mantidos não infectados. Após 0, 4 e 6 semanas de infecção o fígado foi 
coletado e o RNA foi extraído. A qualidade do RNA foi checada através da corrida de eletroforese no Bioanalyser 
(A). Resumo do eletroferograma (B). s.a.i., semanas após a infecção. RIN, RNA Integrity Number. 
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Figura 6: Análise do PCR array do fígado de camundongos após 4 e 6 semanas de infecção (comparado com 
controle não infectado). Camundongos WT foram infectados com 107 formas promastigotas em fase estacionária 
de crescimento, ou mantidos não infectados e usados como controle. Após 4 e 6 semanas de infecção o fígado foi 
coletado para análises por PCR array. O gráfico de dispersão mostra a comparação da expressão normalizada de 
cada gene no array entre o grupo controle não infectado (NI, no eixo X) contra o grupo teste (4 ou 6 s.a.i., semanas 
após infecção, no eixo Y). As mudanças positivas de expressão gênica são representadas em vermelho, as alterações 
negativas em verde, e as que permaneceram dentro do limiar de 1,75, não alteradas, em preto (A). O diagrama de 
Venny foi construído a partir dos valores de regulações positiva ou negativa dos transcritos. A análise foi feita em 
http://bioinfo.genotoul.fr/index.php?id=116 (B). O clustergrama demonstra o agrupamento hierárquico não 
supervisionado do conjunto de dados inteiro, exibindo um mapa de calor com dendrogramas indicando genes 
corregulados entre os grupos ‘não infectado’ (NI) (1ª coluna), 4 s.a.i. (2ª coluna) e 6 s.a.i. (3ª coluna) (C). As 
análises representadas em A e C foram feitas em http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php. 
Os dados  são representativos de um experimento feito com pool de 4 animais para cada grupo. s.a.i., semanas após 
a infecção. ↑, regulação positiva. ↓, regulação negativa. 
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Tabela IV: Alterações na expressão gênica no fígado de camundongos WT após 4 e 6 semanas de infecção 
com L. infantum. Dados comparados ao controle não infectado.  
 

Semanas após infecção  
(s.a.i) 

Genes com expressão alterada 

4 s.a.i ↓ Irf3; Rorc 

6 s.a.i ↓ Ccr6; Il23a; Il5 

4/6 s.a.i ↓ Csf2; H2-Q10; Ifna2; Tlr5 

4 s.a.i ↑ Apcs; Il1a; Il4; Ly96; Stat3 

 

4/6 s.a.i ↑ 

C5ar1; Casp1; Ccl12; Ccl5; Ccr5; Ccr8; Cd14; Cd4; Ifng; Cd40; Cd40lg; 
Cd80; Cd86; Cd8a; Cxcl10; Cxcr3; Fasl; Gata3; H2-T23; Icam1; Ifngr1; Il10, 
Il13; Il17a; Il1b; Il2; Irf7; Tnf; Itgam; Jak2; Lyz2; Mpo; Mx1; Myd88; Nfkb1; 
Nlrp3; Nod1; Nod2; Slc11a1; Stat1; Stat4; Tbx21; Tlr1; Tlr2; Tlr3; Tlr4; Tlr6; 

Tlr7; Tlr8; Tlr9 
↑, regulação positiva. ↓, regulação negativa. 

 

 

 

 

 
Figura 7: A expressão de transcritos de Ifng, Tbx21 e Il17a são induzidos, mas o RNAm de Rorc é reprimido 
após a infecção por L. infantum. Camundongos WT foram infectados com 107 formas promastigotas em fase 
estacionária de crescimento, ou mantidos não infectados e usados como controle. Após 4 (A) e 6 (B) semanas de 
infecção o fígado foi coletado para análises por PCR array. As variações relativas na expressão gênica de Ifng 
(azul), Tbx21 (amarelo), Il17a (vermelho) e Rorc (verde) são demonstradas no eixo Y. A área em cinza representa o 
ponto de corte de 1,75, e mostra genes com expressão inalterada. O gene da βactina foi usado como controle 
constitutivo para as normalizações. Esses resultados são representativos de 1 experimento realizado com pool de 
tecido de 4 animais por grupo. s.a.i., semanas após a infecção. 
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4.2 – Leishmania infantum induz a expressão de NOD2, o qual modula a 
resposta imune adaptativa 
  

Tentando entender como ocorre a modulação negativa de células Th17 após a infecção, 

ainda utilizando os dados do PCR array, nós analisamos a expressão gênica de moléculas 

sabidamente moduladoras do perfil Th17. Nós vimos que as citocinas polarizadoras do perfil 

Th17, Il1b e Il6 tiveram sua expressão gênica regulada positivamente na 4a semana de infecção, 

porém Il6 foi modulado negativamente na 6a semana (Fig. 8A e B). A Il23a (ou Il23p19) teve 

expressão relativa de -1.2211 e -2.2844 na 4a e 6a semanas após infecção, respectivamente (Fig. 

8A e B). A via de sinalização de NOD2 tem sido descrita como modulador negativo da 

expressão de IL-23, regulando, portanto, a diferenciação de células Th17 (Brain et al., 2013). 

Por essa razão, essa molécula/via se tornou alvo do nosso estudo. Nossos dados mostraram que 

o RNA mensageiro para Nod2 teve sua expressão aumentada na 4a e 6a semana de infecção (Fig. 

8A e B). Esses dados foram confirmados por PCR em tempo real (Fig. 8C), em que também 

observamos o aumento da expressão de transcritos para Rip2 (Fig. 8D). 

 NOD2 é uma proteína expressa preferencialmente em APCs (Inohara et al., 2005), e 

RIP2 é a molécula adaptadora da sua via de sinalização. Dentre as APCs, as células dendríticas 

são as melhores em iniciar a resposta adaptativa, pois possuem uma maquinaria celular 

especializada para essa função (Rossi e Young, 2005). Baseado nesse conhecimento e no nosso 

objetivo de analisar como ocorre a modulação da resposta imune adaptativa, nós verificamos a 

expressão de Nod2 e Rip2 em BMDCs. A infecção por L. infantum aumentou a transcrição de 

Nod2 e Rip2 em BMDCs (Figs. 9A e B) e ainda potencializou a expressão desses transcritos 

quando as células foram ativadas com MDP, ligante descrito para NOD2 (Figs. 9A e B), LPS, 

ligante descrito para TLR4 (Figs. 9C e D) e Listeria monocytogenes, bactéria descrita como 

ativadora da via de NOD2-RIP2 (Figs. 9C e D). 
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Figura 8: A infecção por L. infantum induz a expressão de RNAm de Nod2 e Rip2 no fígado de camundongos. 
Animais WT foram infectados com 107 formas promastigotas em fase estacionária de crescimento, ou mantidos não 
infectados e utilizados como controle. Após 4 (A) e 6 (B) semanas de infecção o fígado foi coletado para análises 
por PCR array. As variações relativas na expressão gênica para Il1b, Il6, Il23 e Nod2 são demonstradas no eixo Y. 
A área em cinza representa o ponto de corte de 1,75, e mostra genes com expressão inalterada. O gene da βactina 
foi usado como controle constitutivo para as normalizações. Esses resultados são representativos de 1 experimento 
realizado com pool de tecido de 4 animais por grupo. Essas mesmas amostras foram analisadas por PCR em tempo 
real. A expressão relativa para Nod2 (C) e Rip2 (D) é mostrada no eixo Y. A linha pontilhada representa a 
expressão em animais não infectados. s.a.i., semanas após a infecção. 
 
 
 

 

Figura 9: L. infantum induz a expressão de RNAm de Nod2 e Rip2 em BMDCs. Células dendríticas foram 
diferenciadas a partir de precursores da medula óssea de camundongos WT. As células foram mantidas inativadas 
(barras brancas em A e B), infectas com L. infantum (5 parasitos/ célula; barras pretas em A e B), transfectadas com 
MDP (10 µg/mL; barras cinza escuro em A e B) ou ambos (barras cinza claro em A e B) (A e B); ou estimuladas 
com LPS (200 ng/mL; barras brancas em C e D), infectadas com Listeria monocytogenes (5 CFU/ célula; barras 
cinza escuro em C e D) e/ou infectadas com Leishmania após 2 h de estímulo com LPS (barras pretas em C e D) ou 
infecção com Listeria (barras cinza claro em C e D) (C e B). Após 6 h de estímulo as células foram coletadas e 
analisadas quanto à expressão de RNAm para Nod2 e Rip2. Esses resultados são representativos de 3 experimentos 
independentes com resultados semelhantes realizado em quadruplicata. 
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Após observar a expressão do RNA mensageiro para moléculas importantes no nosso 

estudo, nós tivemos o interesse em analisar a expressão das proteínas correspondentes in vivo e 

in vitro e, além disso, como elas estariam organizadas na célula após a infecção. Para responder 

a essa questão, nós realizamos uma reação de imunofluorescência para NOD2 no baço de 

camundongos WT  após 6 h de infecção, momento em que a primeira leva de migração de 

células dendríticas da polpa vermelha para polpa branca atinge o seu ponto máximo. A Figura 

10 mostra um folículo contornado por macrófagos metalofílicos, identificados através da 

expressão de MOMA/CD169, em verde, e que separa a polpa branca (interna – área de linfócitos 

T e B) da polpa vermelha (externa). Nós observamos que, de fato, 6h após a infecção, células 

dendríticas (CD11c+, mostrado em azul) estão acumuladas na polpa branca e que camundongos 

naives possuem uma expressão basal de NOD2 que não é restrita às células dendríticas. Após a 

infecção, a expressão de NOD2 em células dendríticas se torna mais evidente, porém outras 

células também o expressam (Fig. 10A). De maneira interessante, a expressão de NOD2 em 

BMDCs é bastante aumentada após a infecção, em relação às células não infectadas e, além 

disso, é colocalizada com o parasito, sugerindo uma possível interação (Fig. 10B, ver vídeo em 

anexo). 
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Figura 10: NOD2 colocaliza com o parasito na célula dendrítica infectada. Camundongos WT foram infectados 
com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento e 6 horas após a infecção (h.a.i.) os baços dos animais foram 
coletados para análise por imunofluorescência. A imagem mostra a marcação de CD11c em azul, MOMA/CD169 
em verde e NOD2 em vermelho. Escala = 100 µm  (A). BMDCs foram infectadas com Leishmania marcada com 
CFSE (5 parasitos:1 célula). Após 24 h de infecção as células foram analisadas em microscópio confocal. Em azul 
estão marcados o núcleo celular com DAPI, a Leishmania é mostrada em verde e o NOD2 em vermelho. 
Fotomicrografia com aumento de ~ 1000X (Objetiva de 100X) (B). Esses resultados estão expressos em intensidade 
de fluorescência e são representativos de 2-4 experimentos independentes com resultados semelhantes.  
 

 Com o objetivo de verificar se a via de NOD2-RIP2 estaria atuando como repressor da 

resposta Th17 na VL, nós infectamos camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- e analisamos a 

resposta Th17 no baço e no fígado desses animais após 4 semanas de infecção. Foi observado 

que enquanto animais WT apresentaram 1,45% de células CD3+CD4+IL-17A+ no baço, 

camundongos Nod2-/- e Rip2-/- tiveram 2,63% e 2,36%, respectivamente (Fig. 11A). Uma maior 

porcentagem de linfócitos Th17 também foi observado no fígado de animais Nod2-/- e Rip2-/-, 

com elevação de 4,1 vezes nos camundongos Nod2-/- e 3,1 vezes em animais Rip2-/- comparados 

aos camundongos WT (Fig. 11B). Esse dado sugere que na ausência de NOD2 e RIP2 as células 

Th17 tem sua diferenciação facilitada.  
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Figura 11: Células Th17 são inibidas pela via de NOD2-RIP2. Camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram 
infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 semanas de infecção o baço (A) e o 
fígado (B) foram coletados. As células foram estimuladas com PMA e ionomicina por 4h e então analisadas por 
citometria de fluxo quanto a produção de IL-17A. As análises foram feitas dentro da população de linfócitos viáveis 
CD3+. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com resultados semelhantes. N= 4 
camundongos/ grupo. 
 
  
  

Sabendo que os animais Nod2-/- e Rip2-/- apresentaram mais células T produtoras de IL-

17A após a infecção por L. infantum, nós fizemos a hipótese de que eles seriam mais resistentes 

à infecção, uma vez que IL-17A possui papel protetor nesse modelo. Inesperadamente, os 

camundongos Nod2-/- e Rip2-/- tiveram maiores cargas parasitárias no baço e no fígado, 

comparados com camundongos WT (Figs. 12A e B) e, além disso, apresentaram maior 

hepatoesplenomegalia (Figs 12C-F), demonstrando que mesmo com maior quantidade de 

células Th17 no baço e no fígado, na ausência de NOD2 e RIP2 os animais são mais suscetíveis 

à infecção por L. infantum. Tentando entender essa questão, nós analisamos a resposta Th1 

desses animais, já que esse subtipo é o principal relacionado à resistência contra as 

leishmanioses em humanos, cães e camundongos. Os dados mostraram que, enquanto 

camundongos WT expressavam 28,5% e 32,4% de células T produtoras de IFN-γ no baço e no 
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fígado, respectivamente, os deficientes para NOD2 e RIP2 reduziram essa porcentagem para 

8,4% e 9,72% no baço, e 17% e 20,3% no fígado, respectivamente (Figs. 13A e B). Juntos, esses 

dados demonstram que a via de sinalização de NOD2-RIP2 induz a polarização de células Th1 e 

inibe células Th17 durante a infecção por L. infantum, impactando no perfil de susceptibilidade 

desses animais. 

 

 

 

 
Figura 12: Camundongos Nod2-/- e Rip2-/- são mais suscetíveis a infecção por L. infantum. Animais WT, Nod2-/- 
e Rip2-/- foram infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 semanas de infecção o 
baço (A) e o fígado (B) foram coletados para análise da carga parasitária por diluição limitante, e para serem 
pesados (C e D) e fotografados (E e F). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com 
resultados semelhantes. N = 4-5 animais/grupo. *, p < 0,05 comparado com o WT. 
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Figura 13: Células Th1 são induzidas pela via de NOD2-RIP2. Camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram 
infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 semanas de infecção o baço (A) e o 
fígado (B) foram coletados. As células foram estimuladas com PMA e ionomicina por 4h e então analisadas por 
citometria de fluxo quanto a produção de IFN-γ. As análises foram feitas dentro da população de linfócitos viáveis 
CD3+. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com resultados semelhantes. N= 4 
camundongos/ grupo. 
 
 

4.3 – A via de sinalização de NOD2-RIP2 possui papel extrínseco na modulação 
da polarização de linfócitos Th1 e Th17 
 

 Tendo em vista o papel de NOD2 e RIP2 em modular a polarização de células Th1 e 

Th17, nosso próximo passo foi avaliar se esse efeito seria orquestrado devido a uma modulação 

direta no linfócito T, ou de maneira indireta, via APC, por exemplo. Para responder essa 

pergunta, nós isolamos células T CD3+CD4+B220- e células dendríticas CD11c+MHCII+CD3- do 

baço de camundongos naives e infectados e verificamos a expressão de RNAm para Nod2 e 

Rip2. Como esperado, a infecção aumentou a expressão de transcritos para Nod2 e Rip2 somente 

nas células dendríticas (Figs. 14A e B), sugerindo que NOD2 e RIP2, não sendo expressos na 

célula T, não teriam nenhum efeito direto na sua polarização. Para confirmar essa hipótese, nós 
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isolamos células T naives CD4+CD62L+CD44- de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- e 

cultivamos em condições polarizantes para Th1 e Th17 in vitro. Após 7 dias de cultivo, as 

células dos animais Nod2-/- e Rip2-/- foram capazes de se diferenciar em Th1 (Fig. 14C) ou Th17 

(Fig. 14D) de maneira semelhante àquela executada por células WT. Esses dados excluíram o 

papel intrínseco da via de NOD2-RIP2 na modulação da polarização de linfócitos Th1 e Th17, e, 

além disso, indicaram que outras células que expressam NOD2 e RIP2 estariam atuando nessa 

modulação. 

 

 

 
Figura 14: NOD2 e RIP2 não exercem papel intrínseco na diferenciação de linfócitos. Células T 
CD3+CD4+B220- e células dendríticas CD11c+MHCII+CD3- foram isoladas por sorting do baço de animais WT 
naives e infectados e analisados quanto a expressão de transcritos para Nod2 (A) e Rip2 (B) por PCR em tempo 
real. A linha tracejada representa a expressão dos transcritos em células oriundas de controles naives (A e B). 
Células T naives CD4+CD62L+CD44- de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram isoladas por sorting e cultivadas 
na presença de 25 U/mL de rIL-2; 5 ng/mL de rIL-12 e 10 µg/mL de anti-IL-4 (C) ou 5 ng/mL de rTGF-β; 20 
ng/mL de rIL-6; 20 ng/mL de rIL-1β; 50 ng/mL de rIL-23; 10 µg/mL de anti-IFN-γ; 10 µg/mL de anti-IL-2 e 10 
µg/mL de anti-IL-4 (D). A produção de IFN-γ e IL-17A foi analisada por citometria de fluxo após 7 dias de cultura 
(C e D). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com resultados semelhantes. N =               
3-4/grupo. 
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Visto que as células dendríticas expressam NOD2 e RIP2, e são responsáveis pela 

polarização adequada de linfócitos T, nós supomos que essas seriam as células responsáveis pelo 

efeito da modulação de Th1 e Th17 observado após a infecção em animais Nod2-/- e Rip2-/-. Para 

testar essa possibilidade, células dendríticas de animais WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram infectadas 

com L. infantum por 6 h e então pulsadas com OVA por 45 min adicionais; essas células foram 

então cocultivadas com linfócitos T CD4+ com TCR transgênico e específico para OVA 

(linfócitos OT-II). Esse protocolo garantiu que o linfócito WT encontrasse o antígeno ao qual 

ele é específico sendo apresentado por células dendríticas WT ou knockouts no contexto de 

peptídeo-MHC e na presença de moléculas coestimuladoras, promovendo sua proliferação. 

Além disso, a diferenciação do linfócito foi direcionada pelo microambiente modulado pela 

infecção por Leishmania na célula dendrítica. Nessas condições nós observamos que os 

linfócitos cocultivados com células dendríticas Nod2-/- ou Rip2-/- apresentaram uma clara 

deficiência em produzir IFN-γ, quando comparados com os linfócitos que ficaram em cultura 

com células dendríticas WT (Fig. 15A), entretanto, produziram mais IL-17A (Fig. 15B). Esses 

dados confirmam os achados in vivo e mostram que a expressão de NOD2 e RIP2 na célula 

dendrítica modula a diferenciação de linfócitos Th1 e Th17 durante a infecção por L. infantum. 

Inesperadamente, mesmo as células dendríticas Nod2-/- e Rip2-/- somente pulsadas com OVA, 

mas não infectadas, induziram mais Th17 e menos Th1, comparadas com WT (Figs. 15C e D), 

sugerindo que, a parte do antígeno, na ausência de NOD2 e RIP2 as células dendríticas já 

possuem uma maquinaria celular mais propensa para polarização de Th17, e não Th1. Controles 

não infectados e não pulsados com OVA são mostrados nas Figuras 15E e F. 
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Figura 15: A expressão de NOD2 e RIP2 em células dendríticas modula a diferenciação de linfócitos T CD4+. 
BMDCs de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram infectadas com L. infantum (5 parasitos: 1 célula) por 5 horas 
e então pulsadas com OVA (100 µg/mL) por 45 min adicionais (A e B); somente pulsados com OVA (C e D); ou 
mantidas inativadas (E e F). Linfócitos OT-II foram isolados por beads, adicionados aos poços (5 linfócitos: 1 
BMDC) e mantidos em cocultura por 5 dias. A análise da produção de IFN-γ e IL-17A foi feita por citometria de 
fluxo. Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com resultados semelhantes realizados em 
quadruplicata. 
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A ativação e diferenciação de linfócitos ocorre, normalmente, de maneira dependente de 

3 sinais oriundos da célula dendrítica. O primeiro sinal é a apresentação antigênica no contexto 

de MHC, o segundo é a coestimulação por moléculas na superfície celular, e o terceiro são os 

sinais polarizantes mediados pelas citocinas liberadas no microambiente (Kapsenberg, 2003). 

Para entender o mecanismo pelo qual a via de NOD2-RIP2 na célula dendrítica modula a 

polarização de células Th1 e Th17, nós analisamos como esses 3 sinais funcionariam na 

ausência de NOD2 e RIP2. Como a cocultura  foi realizada com BMDCs, nós checamos se a 

diferenciação dessas células ocorria de maneira semelhante em todos os grupos estudados. Após 

7 dias de cultura de células da medula óssea sob condições de diferenciação em células 

dendríticas, a mesma porcentagem de células WT, Nod2-/- e Rip2-/- expressaram CD11c e MHC 

de classe II (Fig. 16), mostrando que a diferenciação das células dendríticas a partir de 

precursores da medula óssea ocorreu com a mesma eficiência na presença ou ausência de NOD2 

e RIP2, e as alterações na quantidade de células Th1 e Th17 encontrados na cocultura não foi 

devido a diferenciação alterada das células dendríticas. Além disso, após infecção com 

Leishmania ou estímulo com LPS, a expressão de MHC de classe II e moléculas 

coestimuladoras, CD40 e CD86, foi alterada de maneira similar nas populações de cDCs 

(CD11c+MHCIIhiLy6G-) e moDCs (CD11c+MHCIIint Ly6G-) (Fig. 17A e B) e a frequência 

dessas populações também se mantive a mesma entre os grupos (Fig. 17C e D). 
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Figura 16: NOD2 e RIP2 não interferem na diferenciação de BMDCs. Células da medula óssea de 
camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF e analisadas por citometria 
de fluxo quanto a sua capacidade de diferenciação em células dendríticas através da expressão de CD11c e MHC de 
classe II. Os dados são representativos de 5 experimentos independentes com resultados semelhantes. N = 3/grupo. 
 
 
 
 

Em relação a produção de citocinas, nós observamos que na ausência de NOD2 e RIP2 

há um comprometimento significativo na expressão de RNAm para Il12p35, tanto por BMDCs 

infectadas quanto no fígado de animais infectados (Figs. 18A e B). Por outro lado, os níveis dos 

transcritos para Il12/23p40 em BMDCs e no fígado, foram aumentados nos knockouts em 

relação ao WT (Figs. 18A e B). Isso acarretou a diminuição nos níveis de IL-12p70 

(heterodímero formado pelas subunidades IL-12p35 e IL-12/23p40; Fig. 18C) e aumento de IL-

12/23p40 (Fig. 18D) detectados no sobrenadante das BMDCs Nod2-/- e Rip2-/- infectadas com L. 

infantum, comparado aos níveis encontrados no sobrenadante das culturas WT. Como a IL-

12/23p40 é uma subunidade compartilhada entre as citocinas IL-12 e IL-23, o fato de Il12p35 

ser regulado negativamente na ausência de NOD2 e RIP2, mas Il23p19 ser mantido (Figs. 18A e 

B), isso favoreceu o aumento de IL-23 (heterodímero formado pelas subunidades IL-12/23p40 e 

IL-23p19) no sobrenadante de BMDCs Nod2-/- e Rip2-/- comparado ao WT (Fig. 18E). O 

aumento da oferta de IL-23 concomitantemente com a diminuição de IL-12p70 favorece a 

polarização de linfócitos Th17, porém, dificulta a diferenciação Th1, fenótipo encontrado nos 

animais Nod2-/- e Rip2-/-. Outras citocinas envolvidas na polarização de células Th17, como Il1b, 
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Tgfb e Il6 não foram alteradas significativamente nos animais knockouts comparados aos WT 

(Figs. 18A e B).  

 

 
 
 
Figura 17: A ausência de NOD2 e RIP2 não compromete a capacidade de ativação das BMDCs. Células da 
medula óssea de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF para 
obtenção das BMDCs. As populações de células dendríticas convencionais (cDCs; CD11c+MHCIIhiLy6G-) e 
monocíticas (moDCs; CD11c+MHCIIintLy6G-) foram definidas de acordo com as estratégias de gates mostradas em 
A. A expressão de CD40 e CD86 nos controles negativos (histograma vermelho), após 24 h de infecção com L. 
infantum (histograma azul) ou estimuladas com LPS (200 ng/mL; histograma laranja) foi analisada por citometria 
de fluxo dentro nas populações de cDC e moDC (B). Porcentagem das populações de cDC (C) e moDC (D) em 
BMDCs WT,  Nod2-/- e Rip2-/- não estimuladas (meio, barras brancas), infectadas (barras cinzas) ou estimuladas 
com LPS (barras pretas). Esses resultados são representativos de 4 experimentos independentes com resultados 
semelhantes realizado em triplicata. 
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Figura 18: NOD2 e RIP2 induzem a produção de IL-12p35 e IL-12p70 mas inibem a produção de IL-
12/23p40 e IL-23 em células dendríticas infectadas com L. infantum. Células da medula óssea de camundongos 
WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF para obtenção das BMDCs. Após 6 h de 
infecção com L. infantum as células foram coletadas e analisadas por PCR em tempo real quanto a expressão de 
transcritos para Il12p35, Il12/23p40, Il23p19, Il1b, Il6 e Tgfb (A). Camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram 
infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 semanas de infecção os animais foram 
sacrificados e tiveram o fígado coletado para análises por PCR em tempo real (B). As linhas tracejadas indicam a 
expressão dos transcritos em células ou camundongos controles não infectados (A e B). A produção de IL-12p70 
(C), IL-12/23p40 (D) e IL-23 (E) no sobrenadante de BMDC não infectadas (barras brancas) e infectadas (5 
parasitos: 1 célula; barras pretas) foi quantificada por ELISA após 24 h de infecção. Esses resultados são 
representativos de 2-3 experimentos independentes com resultados semelhantes, realizado em quadruplicata. *, p < 
0,05. nd, não detectado. 
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A sinalização via NOD2-RIP2 está relacionada com a produção de citocinas através da 

ativação da via das MAPKs (Chen et al., 2009). De fato, nós encontramos uma acentuada 

redução na fosforilação de p38 e JNK após a infecção de BMDCs oriundas de animais Nod2-/- e 

Rip2-/-, comparado ao grupo WT (Figs. 19A e B). Todavia, nenhuma alteração foi observada na 

fosforilação de ERK1/ERK2 (Fig. 19C). Esses resultados sugerem que na ausência da 

sinalização da via de NOD2-RIP2, a fosforilação de p38 e JNK são defeituosas, o que diminui a 

produção de IL-12, levando a uma redução da resposta Th1. Por outro lado, outras vias garantem 

altos níveis de IL-12/23p40, garantindo a oferta de IL-23 e certificando a polarização de células 

Th17. 

 

 
Figura 19: A fosforilação de p38 e JNK são prejudicadas na ausência de NOD2 e RIP2. Células da medula 
óssea de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram cultivadas por 7 dias na presença de GM-CSF para obtenção das 
BMDCs. Após 30 min de infecção (5 parasitos:1 célula) as BMDCs foram coletadas em inibidor de proteases e 
fosfatases e analisadas por western blot quanto à fosforilação de p38 (A), JNK (B) e ERK1/ERK2 (C). A 
intensidade das bandas são indicativos da quantidade de proteína total (t) ou fosforilada (p) em cada amostra. Os 
resultados são representativos de 2 experimentos com resultados semelhantes realizados em triplicata. 
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4.4 – Células dendríticas CD8αα+ são importantes para polarização de células 
Th1, mas não de linfócitos Th17 durante a infecção por L. infantum 

 

Diferentes populações de células dendríticas tem sido associado com a indução de 

diferentes subtipos de células T. Já é descrito que as duas populações de células dendríticas do 

baço, CD4+33D1+ e CD8αα+XCR1+, expressam Nod2 e Rip2 (Fig. 20A e B, retirado de 

http://www.immgen.org), mas dados da literatura mostram que as dendríticas CD8αα+XCR1+ 

compõem a principal fonte de IL-12 durante a LC, sendo uma população chave para a 

diferenciação de células Th1 nessa doença (Ashok et al., 2014; Martinez-Lopez et al., 2015). 

Além disso, existem trabalhos que mostram que células dendríticas CD4+ são responsáveis pela 

polarização de células Th17 (Persson et al., 2013; Schlitzer et al., 2013). Para entender se os 

animais Nod2-/- e Rip2-/- possuem alguma alteração nessas populações de células dendríticas que 

poderia corroborar com o fenótipo de diminuição de Th1 e aumento de Th17 observado, nós 

coletamos o baço de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- e analisamos as células dendríticas por 

imunofluorescência e citometria de fluxo. Foi observado que os camundongos knockouts naives 

ou após 4 semanas de infecção possuem quantidades comparáveis de células dendríticas 

CD4+33D1+ e CD8αα+XCR1+ que também são distribuídas normalmente nas regiões de 

bridging channels (CD4+33D1+) e espalhados nas polpas vermelha e branca (CD8αα+XCR1+) 

(Fig. 21A e B). Além disso, nós vimos que a Leishmania infecta bem as 3 populações de células 

dendríticas do baço, CD4+33D1+, CD8αα+XCR1+ e CD4-CD8- (Fig. 21C). Esses dados mostram 

que o aumento de Th17 e a diminuição de Th1 observado na ausência de NOD2 e RIP2 não é 

influenciado por um desbalanço nas populações de células dendríticas ou porque a Leishmania 

infectaria preferencialmente uma população específica de células dendríticas.   

O desenvolvimento das células dendríticas CD8α+XCR1+ é dependente do fator de 

transcrição Batf3 e, portanto, animais Batf3-/- não possuem células dendríticas CD8αα+XCR1+ 
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(Fig. 22A). Como esperado, esses animais possuem redução em células Th1 após infecção por 

L. infantum, de 10,5% (WT) para 4,36% (Batf3-/-), mas as células Th17 foram aumentadas (Fig. 

22B), fenótipo semelhante ao encontrado nos animais Nod2-/- e Rip2-/-. Além disso, assim como 

os camundongos Nod2-/- e Rip2-/-, os animais Batf3-/- foram mais suscetíveis a infecção (Fig. 

22C). Juntos, esses dados sugerem que durante a infecção por L. infantum, a expressão de 

NOD2 e RIP2 em células dendríticas CD8αα+XCR1+ é importante para a produção de IL-12 e 

polarização de células Th1, mas não de linfócitos Th17. 
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Figura 20: Células dendríticas CD4+ e CD8αα+ expressam Nod2 e Rip2. Expressão de transcritos de Nod2 (A) e  
Rip2 (B) nas diferentes populações de células dendríticas. Imagem retirada de http://www.immgen.org. As setas 
indicam as células dendríticas CD4+ e CD8αα+ do baço. 
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Figura 21: Camundongos Nod2-/- e Rip2-/- apresentam as populações de células dendríticas CD4+33D1+ e 
CD8αα+XCR1+ em quantidades e orientação espacial comparadas aos WT. Camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- 
naives tiveram os baços coletados e analisados por imunofluorescência. 33D1 (painel da esquerda; em vermelho), 
XCR1 (painel da direita; em vermelho), CD169 (verde) e CD11c (azul) foram marcados. Os resultados são 
mostrados em intensidade de fluorescência. Escala = 500 µm (A). Camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- foram 
infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 semanas de infecção os baços foram 
coletados e as populações de células dendríticas foram analisadas por citometria de fluxo. As populações mostradas 
são CD11c+MHCII+TCRβ- (B). Células dendríticas do baço foram enriquecidas por seleção por beads e infectadas 
com Leishmania marcadas com CFSE. Depois de 2 h as células foram adquiridas no citômetro para análise das 
populações infectadas (C). Os dados são representativos de 3 experimentos independentes com resultados 
semelhantes. N = 3. 
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Figura 22: Camundongos Batf3-/- possuem menos células Th1 e mais células Th17 após infecção com L. 
infantum. Camundongos WT e Batf3-/- naives tiveram os baços coletados e analisados por imunofluorescência. 
33D1 (painel da esquerda; em vermelho), XCR1 (painel da direita; em vermelho), CD169 (verde), CD11c (azul) e 
TCRβ (branco) foram marcados. Os resultados são mostrados em intensidade de fluorescência. Escala = 500 µm 
(A). Camundongos WT e Batf3-/- foram infectados com 107 parasitos em fase estacionária de crescimento. Após 4 
semanas de infecção os baços foram coletados e as células foram estimuladas com PMA e ionomicina por 4 h, 
quando então foram analisadas por citometria de fluxo. A análise da produção de IFN-γ e IL-17A foi realizado 
dentro da população TCRβ+CD4+  (B). A carga parasitária do baço foi feita através da técnica de diluição limitante 
(C). N =3-4 camundongos/grupo. Representativo de 3 experimentos independentes com resultados semelhantes. *, 
p < 0,05. 
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Durante uma infecção, a geração de uma resposta imunológica adequada é um ponto 

crítico que irá distinguir se o hospedeiro irá desenvolver os sintomas clássicos da doença 

(susceptibilidade), progredir para cura (resistência), ou, ainda, um padrão assintomático da 

infecção (tolerância) (Iwasaki e Pillai, 2014). Embora os fenômenos que ocorrem na infecção ou 

doença causadas por parasitos do gênero Leishmania sejam altamente complexos, muitos 

avanços no entendimento da sua biologia tem sido feito nos últimos anos (Kaye e Scott, 2011). 

O sequenciamento do genoma de diversas espécies de Leishmania (Peacock et al., 2007), as 

análises pós-genômica (Kaye e Blackwell, 2008), o estudo das interações com o inseto vetor 

(Dobson et al., 2010; Sadlova et al., 2010), e a melhor compreensão da imunologia e da biologia 

celular das interações entre o parasito e diversos hospedeiros são exemplos de pesquisas que tem 

auxiliado a solidificar esse conhecimento. Nesse trabalho, nós buscamos entender um dos 

caminhos que o sistema imune inato, através de seus receptores de reconhecimento de padrão, 

usa para detectar a infecção e ativar o sistema imune adaptativo, promovendo o elo entre essas 

duas respostas. 

O conhecimento de que os parasitos do gênero Leishmania induzem um padrão de 

citocinas pró-inflamatórias relacionadas ao perfil Th1, como IL-12, TNF-α e IFN-γ, por 

macrófagos e outras células do sistema imunológico já é bem consolidado (Wilson et al., 2005; 

Liese et al., 2008). Outra população de linfócitos pró-inflamatórios conhecida por ter papel 

importante em algumas infecções intracelulares é o perfil Th17 (Van, 2009). A diferenciação 

desse padrão efetor requer a presença das citocinas IL-1β, TGF-β, IL-6 e IL-23 no 

microambiente inflamatório, que leva a expressão do fator de transcrição RORγt no linfócito 

(Ivanov et al., 2006), e a expressão da sua citocina característica, a IL-17A, dentre outras (Volpe 

et al., 2008). Nosso grupo, e também outros pesquisadores, mostramos previamente que a 

infecção por parasitos do gênero Leishmania induz a produção de IL-17A em pacientes e 

camundongos, sendo que o seu papel e a sua fonte celular variam de acordo com a espécie do 
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parasito. A análise de dados gerados a partir do RNAseq, tecnologia de sequenciamento 

utilizada para determinação de sequências e abundância de RNAs mensageiros e não 

codificantes, nos permitiu constatar que transcritos relacionados com a resposta Th17 são 

suprimidos em pacientes com LV, e que o tratamento não altera esse padrão. Essa metodologia 

constitui uma nova abordagem para o estudo quantitativo de transcriptomas, sendo que o nosso 

grupo vem trabalhando para ampliar essas análises e enriquecer o conhecimento acerca da 

resposta imune nos diferentes perfis sintomatológicos apresentados por indivíduos infectados 

por L. infantum. Nesse sentido, Maretti-Mira e colaboradores realizaram RNAseq de lesões 

cutâneas primárias de pacientes com LC por L. braziliensis que evoluíram ou não para um 

quadro de leishmaniose mucocutânea. Este estudo destaca que pacientes com LC localizada 

apresentam um perfil de resposta imune mais efetivo contra o parasito, com aumento da 

transcrição de genes envolvidos com a quimioatração de células da imunidade inata, bem como 

de genes relacionados à apresentação de antígeno, em relação aos pacientes que evoluem para o 

quadro de leishmaniose mucocutânea (Maretti-Mira et al., 2012). 

Com o objetivo de investigar o mecanismo pelo qual a imunidade adaptativa, em 

especial os linfócitos Th1 e Th17, são modulados na LV, nós partimos para experimentos em  

modelo murino. Os dados demonstraram que células B CD19+ constituem uma fonte celular 

importante de IL-17A, enquanto que a sua produção por linfócitos Th17, células NK, linfócitos 

TCD8+ ou Tγδ é muito baixa ou praticamente inexistente. O mesmo é visto na infecção pelo T. 

cruzi, que também possui células B como a principal população produtora de IL-17A, que 

ocorre de maneira independente das citocinas IL-6 e IL-23 e dos fatores de transcrição RORγt e 

AhR, mas sim através de mecanismos dependentes da trans-sialidase do parasito (Bermejo et al., 

2013). Células B produtoras de IL-17A também foram descritas em pacientes com artrite 

reumatoide (Schlegel et al., 2013). Durante a infecção por L. infantum, a IL-17A possui papel 

protetor, uma vez que ela potencializa a produção de NO induzida por IFN-γ em macrófagos 
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infectados, aumentando a capacidade leishmanicida dessas células (Nascimento et al., 2015). Na 

infecção por L. donovani, todavia, esse papel é controverso, uma vez que existem trabalhos que 

relacionam IL-17A e IL-22 com proteção em indivíduos assintomáticos (Pitta et al., 2009), ou 

ainda outros que mostram que o tratamento com curdlan induz as citocinas IL-6, IL-1β, IL-23, 

IL-17A e IL-22, e que, via indução de NO, também exercem proteção em modelo experimental 

(Ghosh et al., 2013). Porém, outros artigos apontam que na ausência de IL-17A os camundongos 

são mais resistentes à infecção por L. donovani. Nesse modelo, a produção de IL-17A seria de 

responsabilidade de células Tγδ (Sheel et al., 2015; Terrazas et al., 2015). Durante a infecção 

por L. braziliensis, agente causador da LC, a IL-17A produzida por células T CD4+ está 

relacionada com a proteção do hospedeiro infectado (Vargas-Inchaustegui et al., 2008). A 

infecção por L. major, contudo, induz células T CD4+ e neutrófilos produtores de IL-17A, a qual 

possui um efeito supressor da resposta e indutor de suscetibilidade (Lopez Kostka et al., 2009). 

Em nosso modelo, entretanto, não observamos indução de células Th17, mas sim uma 

modulação negativa na expressão de transcritos para Rorgt, ao passo que Tbx21, Ifng e Il17a 

foram induzidos. Com essa descoberta, focamos então em experimentos para entender como se 

daria a modulação positiva de Th1 e negativa de Th17 durante a infecção por L. infantum. 

O processo de diferenciação de um subtipo de linfócito T CD4+ é altamente dependente 

da ação coordenada de fatores que podem atuar como agonistas ou antagonistas daquele 

processo. Dependendo desse balanço de prós e contras, os linfócitos podem ser programados ou 

ainda reprogramados depois de já diferenciados. Em virtude do perfil Th17 ser o mais 

inflamatório já descrito, poder atuar como protetor em algumas infecções, mas ser patogênico 

em doenças autoimunes e doenças inflamatórias crônicas, por exemplo, ou ainda poder ser 

convertido em outro subtipo celular; vários grupos tem focado seus esforços em descrever os 

reguladores da via de diferenciação, manutenção, ou ainda reprogramação de células Th17 

patogênicas, por exemplo (Yosef et al., 2013). Alguns dos reguladores já descritos são: IL-6, IL-
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1β, TGF-β, IL23, RORγt, CCR6, Fosl2, STAT3, IRF4, BATF, IκBζ, c-Maf, Runx1, AhR, 

NOD2 (Brustle et al., 2007; Yang et al., 2007; Veldhoen et al., 2008; Zhang et al., 2008; 

Bauquet et al., 2009; Schraml et al., 2009; Okamoto et al., 2010; Brain et al., 2013). Nossos 

experimentos mostraram que após a infecção experimental com L. infantum, existem 

reguladores de Th17 que são induzidos, como Stat3 e Il1b, porém, outros são inibidos, como 

Il23, Rorc e Ccr6. Também foi detectado que a infecção induziu a expressão de Nod2 e Rip2 em 

células dendríticas, mas não em linfócitos T, já que NOD2 tem a sua expressão restrita a 

fagócitos como macrófagos, células dendríticas, células de Paneth (Ogura et al., 2001; Ogura et 

al., 2003; Tada et al., 2005) e algumas poucas células epiteliais (Hisamatsu et al., 2003; Uehara 

et al., 2007). Outros patógenos como bactérias gram+ ou gram- e o parasito T. gondii também 

induzem a expressão de NOD2 (Shaw et al., 2009; Caruso et al., 2014). 

O papel dos TLRs em modular a resposta imune adaptativa via alteração das atividades 

da célula dendrítica já é bem estudado, enquanto que o papel dos NLRs na imunidade adaptativa 

é menos entendido (Liu et al., 2013). Nossos dados mostraram que camundongos deficientes 

para NOD2 e RIP2, uma vez infectados, induzem uma resposta Th17 mais potente do que 

aquela detectada em animais WT, indicando que essas proteínas possuem efeito inibidor da 

diferenciação de células Th17. O papel da via de NOD2 na modulação negativa de linfócitos 

Th17 vem sendo descrito (Brain et al., 2013). Em desordens inflamatórias intestinais, como na 

doença de Crohn, ou também na toxoplasmose ocular, o polimorfismo com perda de função no 

gene de Nod2 é associado com a forte indução da resposta Th17 e o desenvolvimento de 

sintomas característicos dessas doenças (Bonen et al., 2003; Economou et al., 2004; Franke et 

al., 2010; Dutra et al., 2013). Considerando outros NLRs, em modelo de Mycobacterium 

tuberculosis morta pelo calor e adjuvante completo de Freund, Shenderov e colaboradores 

demonstraram uma grande redução na diferenciação de células Th17 em camundongos 

deficientes para ASC e Caspase-1, o que foi causado devido a deficiência na síntese de IL-1β 
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(Shenderov et al., 2013). Na ausência de ASC e/ou NLRP3, camundongos infectados com 

Schistosoma mansoni falham em induzir células Th1, Th2 e Th17 (Ritter et al., 2010), ou ainda, 

infectados com Candida albicans ou Helicobacter pylori também apresentam diminuição nas 

respostas Th1 e Th17 (Van De Veerdonk et al., 2011; Hitzler et al., 2012). Por outro lado, 

existem trabalhos que demonstram que a estimulação de NOD1 e NOD2 levaria a diferenciação 

de células Th1 e Th17 (Fritz et al., 2007; Van Beelen et al., 2007). Isso nos faz acreditar que a 

modulação da resposta imune adaptativa via estimulação ou inibição de NLRs pode acontecer de 

maneira dependente do modelo estudado. Diferenças entre os achados de camundongos e 

humanos também devem ser consideradas.  

Além da inibição de células Th17 pela via de NOD2-RIP2, os dados também 

demonstraram que essa via induz células Th1 na LV, uma vez que animais Nod2-/- e Rip2-/-  

apresentaram uma deficiência marcante em células T CD3+CD4+ produtoras de IFN-γ. O papel 

de NOD2 na indução da resposta Th1 em modelo de toxoplasmose já foi demonstrado (Shaw et 

al., 2009). Além disso, outros trabalhos mostram que na ausência de RIP2, animais infectados 

com L. monocytogenes possuem defeito na indução de células Th1 (Chin et al., 2002). A 

deficiência em proteínas componentes do inflamassoma de NLRC4 também resulta em uma 

atividade inadequada de células Th1 em modelo de infecção com a bactéria intracelular 

Anaplasma phagocytophilum (Pedra et al., 2007). 

O papel de NOD2 no reconhecimento de bactérias intracelulares tem sido 

extensivamente investigado (Opitz et al., 2004; Shin et al., 2008; Geddes et al., 2010; Kim et 

al., 2011), visto que esse receptor foi classicamente descrito como receptor intracelular 

(citoplasmático) da imunidade inata (Meylan et al., 2006; Wilmanski et al., 2008) e cujo 

primeiro papel atribuído foi o reconhecimento de peptideoglicanos na parede celular de bactérias 

vivas. Estudos posteriores demonstraram que além de componentes bacterianos, NOD2 também 

poderia detectar, dentre outras coisas, produtos de protozoários e ativar a resposta do hospedeiro 
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contra parasitos. (Finney et al., 2009). Nós vimos que 6 horas após a infecção in vivo, células 

dendríticas do baço expressando NOD2, migram para a região da polpa branca e, in vitro, 24 h 

após a infecção de BMDCs, o NOD2 é colocalizado com o parasito, sugerindo que esse receptor 

pode participar do reconhecimento da L. infantum. A Leishmania é um parasito intracelular cuja 

forma de entrada na célula origina vesículas endossomais, e, por esse motivo, essas vesículas 

precisam ter a vigilância reforçada. Já foi descrito que os TLRs endossomais, TLR3, TLR7, 

TLR 8 e TLR9 estão envolvidos na proteção contra parasitos do gênero Leishmania (Flandin et 

al., 2006; Zhang e Matlashewski, 2008; Paun et al., 2011; Sacramento et al., 2015). Na presença 

de estímulo ou agente infeccioso, as membranas endossomais em células dendríticas ou 

macrófagos funcionam como plataformas especializadas para o recrutamento de NOD2 e RIP2, 

os quais também podem ser encontrados ancorados na membrana plasmática (Barnich et al., 

2005; Nakamura et al., 2014). Inclusive,  existem evidências de que a formação do 

endolisossomo é necessária para que a sinalização via NOD2 ocorra (Herskovits et al., 2007). 

Esse recrutamento vem sendo descrito como dependente dos complexos formados pelas 

proteínas SLC15A3 e/ou SLC14A4  (Nakamura et al., 2014); Rac1, uma GTPase da família Rho 

envolvida com modulação da actina e organização do citoesqueleto, (Legrand-Poels et al., 2007; 

Eitel et al., 2008); CD147, uma glicoproteína transmembrana (Till et al., 2008); peripheral 

membrane protein FERM e PDZ-domain-containing 2 (FRMPD2), as quais podem servir como 

ancoramento para NOD2 na membrana (Lipinski et al., 2012). A diminuição da expressão de 

alguma dessas proteínas reduz a presença de NOD2 no compartimento de membrana e altera a 

sua atividade (Boyle et al., 2014). Além disso, NOD2 tem sido implicado com o recrutamento 

de moléculas parceiras (como RIP2) para a membrana, formando complexos de sinalização 

ativos (Lecine et al., 2007). Esse evento aumenta a capacidade de monitoramento e indução da 

resposta pelos NLRs. Outra possibilidade de ativação de NOD2 pela Leishmania é que, por 

vezes, os parasitos escapam dessas vesículas ácidas, caem no citosol e podem ativar receptores 
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citoplasmáticos (Lima-Junior et al., 2013). O recrutamento de NOD2 para a membrana 

plasmática também recruta a autophagy-related protein 16-like 1 (ATG16L1), proteína 

relacionada com o processo de autofagia (Travassos, Carneiro, Girardin, et al., 2010; Travassos, 

Carneiro, Ramjeet, et al., 2010). O envolvimento de NOD2 na autofagia é uma descoberta 

recente e o seu papel preciso ainda é controverso. Nesse trabalho não foi investigado a relação 

de NOD2-RIP2 com autofagia na LV. 

A importância das moléculas NOD2 e RIP2 durante a infecção in vivo por L. infantum 

foi demonstrada através do aumento da susceptibilidade encontrada nos animais Nod2-/- e Rip2-/-, 

os quais apresentaram maiores cargas parasitárias em relação aos animais WT, e pronunciada 

hepatoesplenomegalia. Animais deficientes da sinalização de IL-17RA apresentam o baço e o 

fígado significativamente menores do que camundongos WT durante o curso da infecção por L. 

infantum por até 8 semanas. Esse fato foi correlacionado com a menor inflamação hepática nos 

animais Il17ra-/-, sugerindo que a IL-17A, apesar de atuar na morte do parasito, possui papel 

indutor de inflamação e hepatoesplenomegalia (Nascimento et al., 2015). Baseando-se nesses 

dados, pode-se inferir que a hepatoesplenomegalia observada nos animais Nod2-/- e Rip2-/- pode 

acontecer em decorrência dos maiores níveis de IL-17A que esses animais apresentam. Além 

disso, apesar da maior oferta de IL-17A, que deveria contribuir para a morte dos parasitos, a 

drástica redução de Th1 nos camundongos Nod2-/- e Rip2-/- foi determinante para a 

suscetibilidade desses animais. Vale ressaltar que o papel de IFN-γ em induzir a produção de 

NO em macrófagos infectados é bem mais potente do que o desempenhado pela IL-17A 

(Nascimento et al., 2015). Ademais, a resposta Th1 é classicamente conhecida por promover 

proteção contra LC e LV (Pearson e Steigbigel, 1981; Miralles et al., 1994; Alexander e Bryson, 

2005). A via de NOD-RIP2 também é essencial para compor os mecanismos de defesa do 

hospedeiro contra a infecção por Chlamydophila pneumoniae (Shimada et al., 2009), S. aureus 

(Mccully et al., 2008), T. cruzi (Silva et al., 2010), L. monocytogenes (Chin et al., 2002), H. 
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pilori (Fritz et al., 2007), T. gondii (Shaw et al., 2009), E. coli (Kim et al., 2004) e 

Pseudomonas aeruginosa (Travassos et al., 2005). Em modelo de infecção por L. infantum, 

camundongos Nod1-/- não apresentaram nenhum fenótipo alterado, comparado com 

camundongos WT (dados não mostrados). 

Este trabalho apresenta evidências experimentais que mostram que a modulação da 

resposta imune adaptativa pela via de NOD2-RIP2 ocorre de maneira extrínseca ao linfócito, 

visto que células T CD4+ naives de camundongos WT, Nod2-/- e Rip2-/- são polarizados 

igualmente na presença de fatores indutores de Th1 ou Th17. Entretanto, quando linfócitos WT 

naives foram cocultivados com células dendríticas oriundas de animais Nod2-/- ou Rip2-/-, nós 

pudemos observar que sua diferenciação em Th1 foi prejudicada, ao passo que tiveram 

expressão de IL-17A aumentada, comparado com os linfócitos em cocultivo com células 

dendríticas WT. Esses dados demonstram que a capacidade da via de NOD2-RIP2 em modular a 

diferenciação dos linfócitos é dependente de fatores intrínsecos da célula dendrítica, evento que 

ocorre devido à alteração do padrão de citocinas produzidas por essas células na ausência de 

NOD2 e RIP2. De maneira interessante, mesmo com aumento na expressão de transcritos para 

Il12/23p40, a produção de IL-12p70 foi prejudicada, visto que a expressão de mRNA para 

Il12p35 foi regulada negativamente. Esse fenômeno já foi observado em outros modelos de 

infecção, como L. monocytogenes (Chin et al., 2002) e Mycobacterium avium (Carvalho et al., 

2015); ou ainda em células dendríticas humanas estimuladas com MDP e agonistas de TLRs 

(Tada et al., 2005) . Outros trabalhos possuem dados contrários e mostram que a deficiência de 

NOD2 aumenta a ativação de NF-κB-c-Rel, via TLR2, aumentando os transcritos para Il12p35 

e, consequentemente, a reposta Th1. Esse fenótipo de aumento de linfócitos Th1 foi relacionado 

com a susceptibilidade na doença de Crohn, porém, na época desse estudo as células Th17 ainda 

não haviam sido descritas (Watanabe et al., 2004). Dois anos depois, esse mesmo grupo mostrou 

que a sinalização via NOD2 inibe a ativação de NF-κB por TLR2. Esses dados controversos 
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podem ser justificados pelo fato de que a sinalização de NOD2 pode ocorrer em sinergismo ou 

antagonismo com outros receptores da imunidade inata, principalmente TLRs, o que irá modular 

significativamente os produtos finais da resposta, dependendo do modelo (patógeno/dano) e 

oferta de antígeno. Kim e colaboradores demonstraram de maneira muito elegante que NOD2 é 

capaz de sentir a intensidade da sinalização mediada por TLR4, resultando em uma estimulação 

sinérgica na produção de IL-12 quando a sinalização via TLR4 possui baixa intensidade, ou 

inibição da síntese de IL-12 quando a sinalização de TLR4 é intensificada, contribuindo tanto 

para manutenção da homeostase quanto para indução da resposta, dependendo do sinal ativador 

da via (Kim et al., 2015). 

A modulação da expressão de IL-12 e IL-23 constitui eventos complexos e 

extensivamente estudados devido à importância dessas duas citocinas na polarização de 

linfócitos Th1 e Th17, respectivamente, tendo, portanto, implicância em doenças autoimunes e 

infecciosas, por exemplo. O único evento que  encontramos estar relacionado com aumento de 

Th17 em animais Nod2-/- e Rip2-/- foi a maior quantidade de IL-12/23p40 e IL-23 produzidas por 

células dendríticas após a infecção. Os altos níveis de IL-12/23p40 na ausência de NOD2 e RIP2 

não acarretou o aumento de IL-12, pois a sua outra subunidade, Il12p35, foi inibida, ao passo 

que os níveis de RNAm para Il23p19 foram mantidos. De fato, já foi demonstrado que a 

ativação de NOD2 induz a expressão da família do microRNA (miR)-29 em células dendríticas 

humanas, o que limita a produção de IL-23. Isso acontece pois o miR29 tem como alvo pós 

transcricional direto a Il12/23p40. Portanto, na ausência de NOD2 há maior quantidade de IL-

12/23p40, com aumento de IL-23 e Th17, evento relacionado à susceptibilidade na doença de 

Crohn (Brain et al., 2013). 

Normalmente, a ativação da sinalização via NOD2-RIP2 induz a ativação de NF-κB e 

MAPKs de maneira independente ou em sinergismo com os TLRs, promovendo a produção de 

citocinas e quimiocinas e induzindo inflamação (Kobayashi et al., 2005; Kufer et al., 2006; 
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Hasegawa et al., 2008). Nós observamos que, na ausência de NOD2 e RIP2, a fosforilação das 

quinases p38 e JNK foi diminuída em células dendríticas infectadas com L. infantum e, 

certamente, foi o evento responsável pela diminuição da oferta de IL-12. A Leishmania induz a 

fosforilação de ERK1/ERK2, porém, nenhuma alteração foi vista na fosforilação dessa MAPK 

na ausência de NOD2 e RIP2, possivelmente porque a sinalização via outros receptores (e.g. 

TLRs) compensou a falta de NOD2 e RIP2. Caruso e colaboradores também demostram que a 

sinalização via NOD2-RIP2 medeia o recrutamento e ativação da serina/treonina quinase TAK1, 

que, após uma cascata de eventos subsequentes, culmina com a ativação do complexo IKK e da 

via das MAPKs (Caruso et al., 2014). De fato, já foi demonstrado que  a ativação simultânea de 

TLR4, com LPS, e de NOD2, com MDP, leva a produção de citocinas pró-inflamatórias via 

fosforilação de p38 e JNK (Windheim et al., 2007). Além disso, bactérias como S. pneumoniae 

(Opitz et al., 2004) e E. coli também ativam componentes das MAPKs via NOD2. 

Sendo o baço o órgão alvo da infecção por L. infantum e o maior órgão linfóide 

secundário, o presente estudo também analisou as diferentes populações de células dendríticas 

esplênicas e seu papel na indução da resposta imune adaptativa protetora contra esse parasito. O 

baço é dividido estruturalmente e funcionalmente em polpas vermelha e branca, e, entre essas 

duas regiões, está a zona marginal (ZM, em camundongos) ou a zona perifolicular (em 

humanos) (Mebius e Kraal, 2005). O sangue é liberado por arteríolas terminais na polpa 

vermelha, que o filtra abertamente, sem vasos sanguíneos (Nolte et al., 2003). Caso presente, 

componentes de uma infecção são detectados por células (fagócitos) da polpa vermelha e ZM 

(Bronte e Pittet, 2013). Uma vez ativadas, essas células migram para o interior da polpa branca 

através de um canal de ligação existente na ZM, chamado bridging channel. A maioria dos 

linfócitos estão localizados na polpa branca e, de maneira similar aos linfonodos, lá é iniciada a 

resposta imunológica adaptativa. No baço dos camundongos, as populações de células 

dendríticas foram divididas em pDCs, moDCs e cDCs. As cDCs são as principais APCs para 
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induzir resposta em células T naives (Meredith et al., 2012), e são subdivididas em 

CD8αα+XCR1+, dependentes do fator de transcrição Batf3 e distribuídas por todas as regiões do 

baço, e CD4+33D1+, dependentes de IRF4 e localizadas nas regiões de bridging channel.. Essas 

duas populações são descritas por expressarem tanto Nod2 quanto Rip2 

(http://www.immgen.org), mas as células dendríticas CD8αα+XCR1+ constituem uma fonte 

muito mais importante de IL-12, atuando ativamente na indução de células Th1 (Rissoan et al., 

1999; Maldonado-Lopez et al., 2001). Por outro lado, as células CD4+33D1+ são descritas por 

atuarem na polarização por perfil Th17 (Persson et al., 2013; Schlitzer et al., 2013; Wenzel et 

al., 2015). Nós vimos que camundongos Nod2-/- e Rip2-/- possuem alterações nas quantidades de 

células Th1 e Th17, sendo Th1 diminuído devido à baixa oferta de IL-12, e Th17 aumentado. 

Entretanto, esse fato não foi relacionado com alterações nas populações de células dendríticas 

CD8αα+XCR1+ ou CD4+33D1+, as quais se mantiveram semelhantes às quantidades dos 

animais WT antes ou após a infecção. Além disso, esses dois grupos de células dendríticas, e 

também a população duplo negativa, foram suscetíveis à infecção por L. infantum. 

Animais Batf3-/- não possuem células dendríticas CD8αα+XCR1+ e, conforme esperado, 

tiveram redução de células Th1. Curiosamente esses animais apresentaram fenótipo semelhante 

àquele encontrado nos camundongos Nod2-/- e Rip2-/-, com maior quantidade de células Th17. 

Em conjunto esses dados sugerem que a expressão de NOD2 e RIP2 contribui para a produção 

de IL-12 por células dendríticas CD8αα+XCR1+, colaborando significantemente para o balanço 

da imunidade adaptativa ser direcionado para o perfil Th1. De fato, na ausência de Batf3 os 

camundongos são mais susceptíveis à infecção, como observado nos animais Nod2-/- e Rip2-/-. 

Dados bastante semelhantes foram encontrados em modelo de LC por L. major, em 

experimentos feitos principalmente em linfonodos. Camundongos Batf3-/- foram mais 

susceptíveis à infecção, apresentaram maiores lesões na orelha e maiores cargas parasitárias, 

devido à redução da oferta de  IL-12 e, consequentemente, de linfócitos Th1. Esses animais 
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também apresentaram aumento de células Th17, Th2 e células T reguladoras (Ashok et al., 

2014; Martinez-Lopez et al., 2015). Ainda, no modelo de infecção por T. gondii, as células 

dendríticas CD8αα+ são críticas para indução da resposta Th1 via produção de IL-12 

(Mashayekhi et al., 2011). 

Conjuntamente, os dados apresentados no presente trabalho fornecem detalhes sobre as 

bases moleculares da interação entre a L. infantum x célula hospedeira. Nossos resultados 

demonstram o papel crítico de NOD2 e RIP2 em um modelo que conecta os mecanismos de 

reconhecimento do parasito pela imunidade inata com a indução da resposta imunológica 

adaptativa protetora na LV. A identificação desses eventos possui extrema relevância pois 

contribuem para a construção do entendimento dos mecanismos complexos que envolvem a 

imunopatogênese das leishmanioses, bem como oferece suporte para novas perspectivas de 

intervenções imunes, desenvolvimento de estratégias racionais de tratamento e profilaxia dessa 

doença negligenciada tão difundida no território nacional.  

	  

	  

	  



    

	   98	  

	  

	  

	  

	  

	  

 

 

 

 

 

 

 

 

VI. Sumário 



Sumário 

	   99	  

Os dados gerados no presente trabalho demonstram que: 

 

• A LV humana e experimental inibem a diferenciação de células Th17; 

 

• Células B são fonte celular importante de IL-17A durante a infecção por L. infantum; 

 

• A infecção por L. infantum induz a expressão de RNAm para Nod2 e Rip2 em células 

dendríticas; 

  
• NOD2 é colocalizado com o parasito na célula dendrítica infectada; 

 

• A via de sinalização de NOD2-RIP2 induz linfócitos Th1 mas inibe as células Th17; 

 

• NOD2 e RIP2 contribuem para a resistência do hospedeiro contra a infecção; 

 

• A via de sinalização de NOD2-RIP2 exerce papel extrínseco na modulação de linfócitos 

Th1 e Th17, via células dendríticas; 

 

• NOD2 e RIP2 sinalizam via p38 e JNK para induzir a produção de IL-12 em células 

dendríticas infectadas; 

 

• A via de NOD2-RIP2 inibe a produção de IL-12/23p40 e IL-23 por células dendríticas 

infectadas; 

 

• Células dendríticas CD8αα+XCR1+ são críticas para indução da resposta Th1, mas não para 

Th17 durante infecção por L. infantum. 
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VII. Conclusão 
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A via de sinalização de NOD2-RIP2 é crítica para a resistência do hospedeiro à infecção 

por L. infantum. Esse controle é realizado através da modulação da produção de citocinas pela 

célula dendrítica, a qual possui efeito indutor do padrão Th1, porém inibe a diferenciação de 

linfócitos Th17. Nesse contexto, células B compõem uma fonte importante de IL-17A na LV 

causada por L. infantum.  
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VIII. Modelo Proposto
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Figura 23: Modelo proposto - A sinalização via NOD2-RIP2 contribui para a modulação da imunidade 
adaptativa celular durante a infecção por Leishmania infantum. Células dendríticas CD8αα+XCR1+ e 
33D1+CD4+ expressam NOD2 e RIP2 e são suscetíveis à infecção por L. infantum. Após a infecção, o NOD2 é 
recrutado e sinaliza via RIP2, induzindo altas quantidades de IL-12 via fosforilação de p38 e JNK. Células 
dendríticas CD8αα+XCR1+  são a principal fonte de IL-12. Essa mesma via inibe IL-12/23p40, limitando a oferta 
de IL-23 e inibindo a diferenciação de células Th17. Nesse microambiente, a imunidade adaptativa celular é 
direcionada principalmente para a diferenciação de linfócitos Th1. Nesse contexto, células B garantem a produção 
de IL-17A durante a LV por L. infantum. Os mecanismos pelos quais as células B produtoras de IL-17A são 
induzidas permanecem desconhecidos. 
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ABSTRACT 

IFN-γ and IL-17A-producing cells are described to be related to the protection against 

Leishmania infantum infection. How the immune system coordinates the balance between 

Th1 and Th17 during visceral leishmaniasis (VL) is still unknown. We showed that Th17 is 

suppressed during L. infantum infection, and B cells are an important source for IL-17A. By 

using Nod2-/- and Rip2-/- mice we characterized this pathway as a negative regulator for 

Th17 cells in VL. On the other hand, the high amount of Th1 induction in VL was dependent 

on the NOD2-RIP2 signaling in CD8α+XCR1+ dendritic cells (DCs), which was crucial for IL-

12 production through the phosphorylation of p38 and JNK. As a consequence, Nod2-/- and 

Rip2-/- mice showed a Th1 defective response and higher parasite loads compared to WT 

mice. Together, the data demonstrate that NOD2-RIP2 pathway plays a role in shaping 

adaptive immunity and promotes protection against VL. 

 

Keywords: Leishmania infatum, NOD2, RIP2, dendritic cells, adaptive immunity. 
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INTRODUCTION 

 

Visceral leishmaniasis (VL) is a chronic and potentially fatal parasitic disease caused by the 

intracellular Leishmania protozoan parasites. The disease affects populations from low and 

middle-income countries and leads to a significant health problems or death for up to 

400,000 people per year around the world [1]. The effective immunity to VL is characterized 

by the development of a robust parasite-specific Th1/IFN-γ response [2, 3] in detriment of IL-

10-producers patterns [4, 5]. The role of IL-17A-producing cells, however, is controversial, 

but, at long term, it seems to play a protective role against VL through triggering the 

synthesis of leishmanicidal molecule by infected macrophages promoting parasite clearance 

[6-8]. The mechanism that coordinates the balance between Th1 and Th17 differentiation 

during VL is still a lack of understanding. 

Members from innate immunity have the ability to shape the adaptive immune 

response. As example, the activation of pattern recognition receptors (PRRs), as NOD-like 

receptors (NLRs), through either infectious agents or cellular stress [9], can initiate several 

signaling cascades resulting in the antigen presentation to naïve T cells and then driving 

different aspects of cellular and humoral immunity [10, 11]. In line with this matter, 

polymorphism in the gene of	  nucleotide-binding oligomerization domain containing 2 (NOD2) 

in patients with ocular toxoplasmosis was related to the production of IL-17A by CD4+ T 

lymphocytes [12]. The elegant ability of NOD2 as a Th17 regulator was described to be 

played through the induction of micro RNA (miR)-29 family in dendritic cells (DCs), impairing 

IL-12/23p40/IL-23 expression and, at last, inhibiting Th17 differentiation [13]. Other studies, 

however, defend that the activation of NOD2 in human DCs is responsible for the IL-23-IL-1-

IL-17 axis [14]. Besides Th17 modulation, NOD2 was reported as a critical mediator of Th2 

polarization and potentiation [15, 16] and also as a Th1 inductor [17, 18] or inhibitior [19], 

depending on the model and synergism between other receptors. Besides the complexity of 

the pathway, NOD2 was first defined as a receptor for bacterial muramyl dipeptide (MDP) 

[20], but more agonist has been described, as N-glycolyl muramyl dipeptide [21] and single-

stranded RNA [22], suggesting that this receptor can recognize a larger variety of structural 

elements. NOD2 signals via the adaptor molecule the serine/threonine Rip2 kinase [18] and 

is reported to be expressed particularly in antigen presenting cells (APC) [23]. Yet the role of 

NOD2-RIP2 signaling pathway during VL is unknown. 
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DCs act as the most professional APC in that the cell machinery is geared towards 

antigen presentation and T cell activation [24]. Priming and maintenance of effectors T cells 

against Leishmania involve well-regulated actions of different DC subsets [25]. Basic leucin 

zipper transcription factor, ATF-like 3 (Batf3) –dependent CD8α+XCR1+ DCs in addition to 

be specialized in cross presentation, is the major source of IL-12 in L. major infection, been 

crucial for Th1 immunity but dispensable for Th2 and Th17 [26, 27]. In the present study, we 

have focused on the mechanisms underlying the triggering of the NOD2-RIP2 pathway in 

modulating the protective immune response against L. infantum infection. Our data show 

that NOD2-RIP2 pathway in CD8α+XCR1+ DC is critical for IL-12 production through MAPK 

components phosphorylation and then guarantee the development of Th1 lymphocytes, 

crucial for host resistance. On the other hand, this pathway inhibits Th17 differentiation 

because it limits IL-12/23p40/IL-23. In this context, B cells take place on the IL-17A 

production in VL by L. infantum. 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Mice  

C57BL/6 (WT), Nod1-/-, Nod2-/-, Rip2-/-, Batf3-/- and OT-II mice were used for the 

experiments. The animals were bred and maintained in a temperature-controlled rooms (22–

25°C) in our facility, receiving water and food ad libitum. All procedures were approved by 

the Ethics Committee in Animal Research of the Medical School of Ribeirão Preto-USP. 

 

Parasites, experimental infection and parasite load determination 

Isolate HU-UFS14 of Leishmania infantum was cultured in Schneider medium supplemented 

with 20% heat-inactivated foetal bovine serum, 5% penicillin and streptomycin (all from 

Sigma-Aldrich, MO, USA) and 2% human male urine. The mice were intravenously (iv) 

infected with 107 L. infantum parasites in the stationary growth phase, and hepatic and 

splenic parasite burdens were determined using a quantitative limiting dilution assay as 

preciously described [28, 29]. 
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Flow cytometry 

Liver leukocytes were recovered using Percol (GE Healthcare, Buckinghamshire, United 

Kingdom) gradient centrifugation. For cytokine staining, the cells were pre-incubated with 50 

ng/mL of PMA, 500 ng/mL of ionomycin and Golgi Plug for 4 h, fixed and permeabilized 

using a Cytofix/Cytoperm kit according to the manufacturer's instructions (BD Biosciences, 

CA, USA).  The following antibodies were used for staining: CD19 (MB19-1), B220 (RA3-

6B2), TCRβ (H57-597), CD4 (GK1.5), MHC II (M5/114.15.2), CD11c (N418), Ly6C (HK1.4), 

Ly6G (1A8), CD11b (M1/70), CD8 (53-6.7), IL-17A (TCII-18H10.1), IFN-γ (XMG1.2) NK1.1 

(PK136), TCRγδ (GL3), CD86 (GL-1) e CD40 (3/23) (BioLegend, CA, USA or BD 

Bioscience). Single cell suspensions of spleen and liver were acquired either with 

FACSCanto II (BD Bioscience) or MACSQuant (Miltenyi Biotec, CA, USA) flow cytometer 

and analysed using FlowJo software (Tree Star, OR, USA).  

 

PCR array 

The purification of total RNA from tissues for PCR array analysis was performed with 

RNeasy Microarray Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) including the optional on-

column DNase digestion step, according the manufacturer’s instructions. The cDNA 

synthesis was made from 0.5 µg of total RNA, using RT2 First Strand Kit (Qiagen). RT2 

Profiler PCR Arrays were performed in 96-well plates contain primer assays for 84 focused 

genes, 5 housekeeping genes, 3 wells contained reverse-transcription controls and 3 were 

for positive PCR controls. For this, the cDNA was mixed with RT2 SYBR Green Mastermix 

and aliquoted into the wells according the manufacturer’s instructions. PCR was performed 

using a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Singapore) and the 

relative expression was determined using data from the real-time cycler and the ΔΔCT 

method in http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php and 

http://bioinfo.genotoul.fr/index.php?id=116. 

 

RNA extraction, cDNA synthesis and qPCR Real Time reaction 

Total RNA was extracted from tissues and cells using the TRIzol reagent (Invitrogen, CA, 

USA) and the SV Total RNA Isolation System Kit (Promega, WI, USA) according to the 

manufacturer’s instructions. cDNA was synthesised using Transcriptase Reverse 

SuperScript™ III (Invitrogen). SYBR Green Mix-based real-time quantitative PCR assays 
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were performed using a StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The 

mean of the Ct values of duplicate measurements were used to calculate the expression of 

the target gene, which was normalized to the housekeeping gene hprt using the 2–ΔΔCt 

formula. The following primers were used for the reactions: Hprt, F - 

TGGAAAAGCCAAATACAAAGC, R - CAACATCAACAGGACTCCTCG; Il6, F - 

TTCCTACCCCAATTTCCAAT, R - CCTTCTGTGACTCCAGCTTATC; Il23p19, F - 

AATGTGCCCCGTATCCAGTGT, R - GGCTCCCCTTTGAAGATGTCA; Il1β, F - 

ATGGGCTGGACTGTTTCTAATG, R - ATTCACGAAAAGGGAGCTCC; Il17a, F – 

TGCCCTCCACAATGAAAAGA, R - AACACGAAGCAGTTTGGGAC; Nod2, F – 

CGACATCTCCCACAGAGTTGTAATCC, R – GGCACCTGAAGTTGACATTTTGC; Rip2, F – 

TCATCGAGGTCTCATGATCTCTCT, R – AGCATTTCAAAAAGGATGGTCTTT; Tgfβ, F – 

ACCGCAACAACGCCATCTAT, R – TCAAAAGACAGCCACTCAGGC; Il12/23p40, F- 

GTTCGAATCCAGCGCAAGAA, R – GACATTCCCGCCTTTGCATT; Il12p35, F – 

CTGCTGAAATCTTCTCACCGT, R – AAGGGTGGCCAAAAAGAGGAG.  

 

Bone marrow-derived dendritic cells (BM-DCs) differentiation and in vitro infection 

BM-DCs were cultured on non-tissue culture treated plates for 7 days in complete RPMI 

(Gibco/Thermo Fisher Scientific, MA, USA) supplemented with 20 ng/mL of recombinant 

GM-CSF (Peprotech, NJ, USA). The BM-DCs were gently flushed, transferred to tissue 

culture treated plates and infected with L. infantum (MOI 5 or 10), activated with 500 ng/mL 

LPS (Sigma-Aldrich) or transfected with 10 µg/mL MDP (InvivoGen, CA, USA). 

 

Confocal microscopy 

After 24 h of infection, BM-DCs were placed on top of the coverslips. The cells were fixed 

with 2% paraphormaldeyde and permeabilized with 0.5% Triton-X-100. Nonspecific sites 

were blocked with 1% BSA+10% of rat serum (Cell Signaling Technologies, MA, USA). Anti-

NOD2 (H-300, Santa Cruz, Inc. TX, EUA) was incubated overnight and Alexa 488-

conjugated anti rabbit (Invitrogen, CA, EUA) was used as secondary antibody. The slides 

were mounted with Prolong contain DAPI (Cell Signalling Technologies), acquired using 

Leica SP5 and analyzed with Leica QWin Quantitative Imaging software (Leica 

Microsystems, Mannheim, Germany). The results are expressed as fluorescence intensity. 
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In vitro culture and co-culture 

Naïve T cells (CD4+CD44-CD62L+) were isolated from WT lymph nodes by using FACSAria 

III sorting (BD Bioscience). The cells were cultured in α-CD3 and α-CD-28 (BioXcell, NH, 

USA) precoated wells. Th1 was induced in the presence of 10 µg/mL of anti-IL-4 (BioXcell), 

25 U/mL of rIL-2 (BD) and 5 ng/mL of rIL-12 (BioLegend). Th17 was induced by adding 10 

µg/mL of anti-IFN-γ (BioXcell), 10 µg/mL of anti-IL-2 (BioXcell), 10 µg/mL of anti-IL-4, 20 

ng/mL of rIL-6 (RD), 5 ng/mL of rTGF-β (Invitrogen), 20 ng/mL of rIL-1β (R&D Systems, MN, 

USA) and 50 ng/mL of rIL-23 (RD Systems). The cells were cultured for 5-7 days under 

polarizing conditions and then analyzed by flow cytometry.  

For the co-culture, BM-DCs were infected with 5 Leishmania/cell for 5 h and then pulsed with 

OVA for 45 min. Naïve OVA-specific OT-II cells were isolated by negative selection kit 

(Miltenyi Biotec) and co cultured with infected BM-DCs. At day 5 the cells were harvested 

and analyzed by flow cytometry. 

 

ELISA  

Soluble mediators were measured in the culture supernatants by enzyme-linked 

immunosorbent according to the manufacturer’s instructions (R&D Systems). 

 

Western blot 

Day 7 BM-DCs were stimulated as indicated and then collected for lysis using RIPA buffer 

(150 mM sodium chloride, 1.0% Nonidet P-40 or Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 

0.1% SDS, and 50 mM Tris, pH 8.0) containing 1X Phosphostop phosphatase and Complete 

protease inhibitors mixture (Roche, Basileia, Suíça). Total protein was quantified and the 

lysates were mixed with 5X Laemmli sample buffer (10% SDS, 50% Glycerol, 25% beta-

mercaptoethanol, 0,01% Bromophenol blue in 1,5M Tris-HCl pH 6.8) for SDS/PAGE. 

Antibodies against phospho-JNK, total-JNK, phospho-p38, total-p38 and β-Actin (all from 

Cell signaling Technology) were used for protein detection after electrophoresis in 10% 

SDS-PAGE gel, tranference into nitrocelulose membrane  (Merck Millipore, MA, USA) and 

blocking. Secondary YRP-conjugated antibodies were bought from KPL (MD, USA) and the 

westerns were developed using Luminata™ Western HRP Substrates (Merck Millipore). 
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Immunofluorescence 

Fresh spleen tissue was dehydrated through sequential solutions of sucrose 10%, 20% and 

30%, 1 hour each. The spleens were mounted in a cryomold with O.C.T. Compound (Tissue-

Tek, Sakura, Torrance, CA) and stored in the -80°C freezer before to be cut and stain. 33D1 

(33D1), XCR1 (ZET) and CD11c (N418) (BioLegend) were used for the three-colors 

fluorescence slides. Nikon eclipse Ti scope was used for acquisition using 4x objectives. The 

results are expressed as the fluorescence intensity 

 

Statistical analysis 

Statistical significance was analysed using PRISM5 (GraphPad Software, CA, USA). The 

data are expressed as the mean ± SD. Statistical differences were considered when p< 

0.05. 

 

RESULTS 

 

IL-17A+ cell population is mainly composed of B cells 

Recently, we demonstrated that L. infantum infection induces IL-17A production, which, 

together with IFN-γ, promotes the control of parasite replication inside the macrophages [6]. 

To assess which cell population was the source of IL-17A, we infected C57BL/6 mice with L. 

infantum and collected the spleen 4 weeks post infection (wpi) for analysis by flow 

cytometry. Surprisingly, low frequency of CD4+TCRβ+IL-17A+ T cells was found (Figure 1A), 

whereas, as expected, they were a greater IFN-γ producer (Figure 1A). Interestingly, CD19+ 

B cells produced remarkably amount of IL-17A, besides IFN-γ (Figure 1B), being an 

important source of IL-17A induced by L. infantum infection (Figure 1C). Other cells 

populations as CD8+ T cells, NK and γδ T cells were also analyzed, but neglected amount of 

IL-17A were coming from these cell types (Supplementary Figure 1). 
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Leishmania infantum induces Nod2 expression, which is important for the host resistance 

To understand why Th17 cells were inhibited by the infection, we generated and 

analyzed the transcriptional pattern of genes related with both innate and adaptive immune 

responses after L. infantum infection in C57BL/6 mice. For this, the liver was collected at 4th 

and 6th weeks post infection (wpi) and compared to non-infected controls by PCR array. A 

total of 84 genes were screened, been 56 up regulated at week 4th, 52 at week 6th and 8 

down regulated at both time points (Figures 1D, E and Supplementary Table 1). As 

expected, Ifng, Tbx21 and Il17a were among the up regulated transcripts, being, 

respectively, 101.9591, 28.5441 and 3.6836 times at week 4th, and 53.7287, 22.7839 and 

7.9639 times at week 6th (Figure 1F). However, Rorc mRNA was down regulated at 4th wpi 

and remained as the non-infected control at week 6th (Figure 1F and Supplementary Table 

1). 

Because the clear evidence demonstrating the down modulation of Th17 cells after 

Leishmania infection, we next asked how the parasite modulates the expression of Th17 

inducers and/or inhibitors proteins. The PCR array data showed that the transcripts for the 

Th17-polaryzing cytokines Il1b and Il6 were positively regulated while Il23a was not induced 

at 4th wpi (Figure 2A). Furthermore, Nod2, described as a limiting factor for IL-23 release 

[13], was induced by the infection (Figure 2A). We confirmed the Nod2 mRNA over 

expression by qPCR, which also showed a positive modulation for its adaptor molecule 

transcript, Rip2, in the liver of C57BL/6 mice (Figure 2B). Because we are studding the 

induction/repression of T cells responses and DCs are specialized cells in initiating adaptive 

immunity [24], we analyzed the Nod2 and Rip2 transcripts in these cells. We observed that 

the Leishmania was not only able to induce Nod2 and Rip2 mRNA expression in BM-DCs, 

but also amplified its expression in MDP-stimulated cells (Figure 2C). We also observed that, 

after BM-DC infection, the NOD2 is recruited and co-localizes with the parasite (Figure. 2D 

and Supplementary movie 1). 

To test if NOD2-RIP2 pathway is responsible for the inhibition of Th17 in VL, we 

infected C57BL/6, Nod2-/- and Rip2-/- mice and analyzed the Th17 pattern at 4th wpi. We 

found a grater induction in CD3+CD4+IL-17A+ T cells population in Nod2-/- and Rip2-/- mice, 

compared to WT in both spleen and liver (Figure 3A). Unexpectedly, even with more IL-17A 

expressing T cells, the Nod2-/- and Rip2-/- mice were more susceptible to infection, showing 

higher levels of parasite load in both spleen and liver compared to WT (Figure 3B). Besides, 

Nod2-/- and Rip2-/- mice also developed an exacerbated hepatosplenomegaly (Figure 3C). In 

order to understand this susceptibility pattern observed in Nod2-/- and Rip2-/- mice, we 
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analyzed the Th1 profile, which are well know to be the most important cells to promote host 

resistance [2, 30]. Nod2-/- and Rip2-/- mice showed a dramatically reduction in CD3+CD4+IFN-

γ+ cells in both spleen and liver (Figure 3D). Altogether, the results demonstrate that the L. 

infantum infection induces NOD2 and RIP2 expression and that this pathway regulates the 

Th1 and Th17 differentiation, affecting the host resistance against L. infantum. 

 

NOD2-RIP2 signaling pathway plays an extrinsic role in the modulation of Th1 and Th17 

polarization.	  

We next asked whether the alterations on T cell differentiation observed in Nod2-/- 

and Rip2-/- mice was a consequence of the modulation orchestrated by the polarizing cell, as 

DCs, or by the polarized T cells. To address if there was any lymphocyte-dependent 

mechanism, we first sorted splenic CD3+CD4+B220- T cells and CD11c+MHCII+CD3- DCs 

from naïve and infected C57BL/6 mice and analyzed the Nod2 and Rip2 mRNA expression 

in these cells population. As expected, the infection up regulated Nod2 and Rip2 transcripts 

on DCs but not in T cells (Figure 4A). Accordingly, CD4+CD62L+CD44- naïve T cells from 

Nod2-/- and Rip2-/- mice were able to differentiate under polarizing conditions in vitro to Th1 

or Th17 as good as a WT T lymphocytes (Figures 4B and C).  

 To confirm that the reduction in Th1 and the augment in Th17 observed in Nod2-/- and 

Rip2-/- mice was due a T cell extrinsic mechanism, we co-cultured OVA-pulsed/ Leishmania-

infected BM-DCs from WT, Nod2-/- and Rip2-/- mice with naive OT-II CD4+ T lymphocytes and 

checked for T cell differentiation. Interestingly, naïve lymphocytes co-cultured with Nod2-/- 

and Rip2-/- BM-DCs produced less IFN-γ than those co-cultured with WT BM-DCs (Figure 

4D). Also, the lymphocytes cultured with Nod2-/- and Rip2-/- BM-DCs became better IL-17A 

producers when compared to the lymphocyte cultured with WT BM-DCs (Figure 4E). 

Unexpectedly, even the Nod2-/- and Rip2-/- BM-DCs pulsed with OVA, but not infected, were 

capable to induce better Th17 but less Th1 cells (data now shown), suggesting that apart of 

the antigen, Nod2-/- and Rip2-/- DCs already have a cellular machinery more prone to the 

production of Th17-polaryzing cytokines. Together, the data demonstrate that NOD2-RIP2 

signaling pathway induces Th1 and inhibits Th17 cells through a DC intrinsic mechanism. 

Having identified that the NOD2-RIP2 pathway in DCs, and not in T cells, are 

responsible for the modulation of Th1 and Th17 induction, we next examined the mechanism 

responsible for this event. We first analyzed if the components required for T cell activation 

and differentiation in DCs were altered in the absence of NOD2 and RIP2. We started 
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determining the ability of DCs to differentiate from bone marrow precursors in vitro, since the 

co-culture was with BM-DCs and T cells. At day 7, no differences were found in the amount 

of CD11c+MHCII+ cells between the WT, Nod2-/- and Rip2-/- groups (data not shown), 

showing that even in the absence of NOD2 and RIP2, they can differentiate in DCs with the 

same efficacy as WT cells. Also, after infection with L. infantum or stimulation with LPS, the 

expression of CD40 and CD86 in conventional DCs (cDCs - CD11c+MHCIIhiLy6G-) or 

monocyte derived-DCs (moDCs - CD11c+MHCIIintLy6G-) are modulated as the same as in 

WT BM-DCs (Figure 5A). Regarding the soluble mediators required for lymphocyte 

polarization, we observed that after L. infantum infection, Nod2-/- and Rip2-/- BM-DCs were 

not able to express Il12p35 mRNA as good as WT cells, but up-regulated Il12/23p40 

transcripts (Figure 5B). Other molecules, as Il23p19, Il1b, Il6, and Tgfb did not show 

statistically alterations (Figure 5B). The same result was observed in vivo, after 4th weeks of 

infection (Figure 5C). As a consequence of less Il12p35 offer, reduced amount of IL-12p70 

was detected in the supernatant of infected-Nod2-/- and Rip2-/- BM-DCs, compared to WT 

(Figure 5D). The higher level of IL12/23p40 production in the absence of NOD2 and RIP2 

than in WT was confirmed by ELISA (Figure 5E), which also showed that the increase of this 

compound associated with the down modulation of Il12p35 favors IL-23 release (Figure 5F). 

Together, these data indicate that NOD2-RIP2 signaling pathway modulates the cytokine 

production in the DC, creating a milieu that preferentially induces Th1 in detriment of Th17 

cells. 

NOD2-RIP2 signaling has been linked to cytokine production through the activation 

of MAPK pathway [31]. In fact, we found a remarkable defect in p38 and JNK 

phosphorylation in Nod2-/- and Rip2-/- groups compared to WT (Figures 5G and H), but no 

change in phosphoERK was observed (data not shown). The results show that in the 

absence of NOD2-RIP2 pathway the phosphorylation of p38 and JNK is impaired, which 

decreases IL-12 production, leading to a Th1 defective response. On the other hand, the 

high levels of Il12/23p40 guarantee the offer of IL-23, ensuring the Th17 polarization in the 

absence of NOD2 and RIP2.  

 

 

CD8α+ DCs are required for Th1 priming but not Th17 in VL 

Different subtypes of DCs have been associated with preferentially promotion of 

certain types of T cells. Both CD4+33D1+ and CD8α+XCR1+ DCs are described to express 
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Nod2 and Rip2 transcripts (http://www.immgen.org), but CD8α+XCR1+ DCs are the major 

source of IL-12 during leishmaniasis, being a key population for Th1 development [26, 27]. 

To understand whether Nod2-/- and Rip2-/- have any defect in CD8α+XCR1+ DCs that could 

contribute for the down-modulation of Th1 observed in those mice, naïve spleens were 

collected for imaging the DCs subsets. The data show that CD4+33D1+ and CD8α+XCR1+ 

DCs populations are present in the right amounts and location in the spleens of WT, Nod2-/- 

and Rip2-/- (Figure 6A) and at 4th wpi infection the both subsets are in equally amounts in all 

groups studied (Figure 6B). The data indicate that the difference in Th1 and Th17 amounts 

between WT and knockout mice is not due to a DC subsets issue.  

We further investigated whether the polarization of Th1 and Th17 was restricted to 

specialized DCs subpopulations during VL. To address this question we first analyzed if 

these two DCs subsets presented different susceptibility to L. infantum infection. As shown 

in Figure 6C, the L. infantum infects better CD8α+XCR1+ DCs, but CD4+33D1+ and double 

negative DCs are also well infected. To analyze the role of CD8α+XCR1+ DCs in vivo, we 

infected Batf3-/- mice, which lack CD8α+XCR1+ DCs development. Interestingly, at 4th wpi, 

Batf3-/- mice showed a dramatically reduction in Th1 cells, and higher Th17 (Figure 6D), and 

the mice were more susceptible to L. infantum infection (Figure 6E). This data suggest that, 

as a main source of IL-12, CD8α+XCR1+ are strictly important for a good prime of Th1 cells 

also in VL, but dispensable for Th17.  

 

DISCUSSION 

 

  The modulation of PRRs signaling directly contributes to the onset of adaptive immunity. 

In this study we showed that the L. infantum infection triggers an innate immune stimulus 

through NOD2-RIP2 pathway in DCs, which contributes to p38 and JNK phosphorylation 

and leads to IL-12 production. On the other hand, this pathway controls IL-12/23p40 

production and IL-23 release. As a consequence, a strong Th1 response is induced by 

CD8α+XCR1+ DCs, while Th17 is prevented. In face of Th17 inhibition, B cells are the 

relevant source of IL-17A after L. infantum infection. IL-17A has been reported to be 

produced by B cells in rheumatoid arthritis patients [32], and also helps to combat parasites 

such as T. cruzi [33]. The T cruzi activates IL-17A-producing B cell population via a unique 

pathway independent of the cytokines IL-6 and IL-23 and the transcription factors RORγt and 
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AhR, but induces it directly by its trans-sialidase [33]. Our data show that Rorc is negatively 

modulated by L. infantum infection, indicating that the IL-17A detected after infection could 

be produced through a RORγt independent pathway as well. L. donovani infection, however, 

has γδ T cells as the major IL-17A source [34, 35], which was not relevant for L. infantum. 

NOD2 has been implicated in the recognition of intracellular pathogens. We showed here 

that the infection by L. infantum induces both Nod2 and Rip2 transcripts in BM-DCs and also 

recruits NOD2, indicating that the infection is sensed by this receptor. Endo-lysosomes are 

the entry sites for intracellular pathogens, and therefore the sites at which the immune 

system needs to strengthen the surveillance. The endosomal Toll Like Receptors (TLR) as 

TLR3, TLR7, TLR 8 and TLR9 are all involved in the protection against Leishmania parasites 

[36-39]. There are evidences that endosomes are specialized platforms for NOD2 signaling, 

which also recruits RIP2 to the membrane, making an active signaling complex [40-42]. 

Another possibility is that the parasite could scape from the phagolysosomes and goes to 

the cytosol, where they can be sensed by citoplasmatic receptors [43]. 

The role of NOD2 and RIP2 in vivo was demonstrated by the increased susceptibility 

in Nod2-/- and Rip2-/- mice to L. infantum infection. The NOD pathway also protects the host 

against Chlamydophila pneumoniae [44], Staphylococcus aureus [45], T. cruzi [46], Listeria 

monocytogenes [9], Helicobacter pilori [47], T. gondii [48], Escherichia coli [49] and 

Pseudomonas aeruginosa [50]. NOD1, however, does not play any role in the model of L. 

infantum infection (data not shown). Besides more susceptible, Nod2-/- and Rip2-/- mice 

presented higher amount of Th17 in the spleen and liver after 4 weeks of infection. Indeed, 

the role of NOD2 in down regulate Th17 has been described [13]. In inflammatory bowel 

diseases, as Crohn’s disease, or during ocular toxoplasmosis, the loss of function 

polymorphism of Nod2 gene is associated with the high levels of Th17 cells and the 

development of the symptoms [12, 51-53]. In addition to the increased amount of Th17 cells, 

Nod2-/- and Rip2-/- animals showed less Th1 response, which was clearly related to the 

susceptibility pattern in those animals. IL-17A is related to protection against L. infantum 

because it induces NO and increases the leishmanicidal ability of the macrophages [6]. 

However, as Th1 is classically associated with protection against all leishmaniasis and IFN-γ 

does induce the production of much more anti-Leishmania molecules, so even with more 

Th17, Nod2-/- and Rip2-/- mice are more susceptible because the defect in Th1 response. 

The role of NOD2 and RIP2 in induce Th1 has been demonstrated during toxoplasmosis and 

in the infection by L. monocytogenes [9, 48]. 

The modulation of the adaptive immune system by NOD2-RIP2 pathway is played by an 
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extrinsic mechanism governed by dendritic cells. Our data showed that in the absence of 

NOD2 or RIP2 the phosphorylation of p38 and JNK is defective, which leads to an 

impairment of Il12p35 mRNA and IL-12p70 levels, explaining the low amount of Th1 in Nod2-

/- and Rip2-/- mice. Similar data was observed during the infection with L. monocytogenes [9], 

Mycobacterium avium [54], and also in human DCs stimulated with MDP and TLRs agonists 

[17]. Furthermore, a very elegant study showed that NOD2 senses the intensity of the TLR4 

signaling, resulting in a synergic production of IL12 when the TLR4 signal has low intensity, 

or inhibition of IL-12 secretion when this signaling is intensified [55]. On the other hand, the 

expression of IL-12/23p40 was increased in the knockout animals compared to WT, and, as 

the Il23p19 mRNA levels was maintained, an augment of IL-23 production by infected Nod2-

/- and Rip2-/- BM-DCs was also observed, explaining the over induction of Th17 in Nod2-/- 

and Rip2-/- animals compared to WT. In fact, it was previously demonstrated that miR-29 

expression was upregulated in human dendritic cells (DCs) in response to NOD2 signals, 

and miR-29 downregulated the expression IL-23 by targeting IL-12p40 directly and IL-23p19 

indirectly [13]. The modulation of IL-12 and IL-23 production covers complex events 

extensively studied because their roles in the polarization of Th1 and Th17, respectively, 

and, therefore, the impact in autoimmune and infectious diseases, for example.  

Conventional DCs are the most important APC to induce response in naïve T cells [56]. 

The two major cDC subsets in the spleen, CD8αα+XCR1+ and CD4+33D1+ express Nod2 

and Rip2 transcripts, but are described to induce different T cell subsets. CD8αα+XCR1+ 

DCs are a greater IL-12 producer, playing an important role in Th1 induction [57, 58]. And 

CD4+33D1+ DCs are linked to Th17 differentiation [59-61]. The alterations in the amount of 

Th1 and Th17 lymphocytes observed in Nod2-/- and Rip2-/- mice were not related to different 

distribution of DCs populations in those animals. Nevertheless, in the Batf3-/- mice, which 

lack the development of CD8αα+XCR1+ DCs, the animals showed a decrease in Th1 cells 

but augment of Th17. In addition, they were more susceptible to L. infantum infection, same 

phenotype observed in Nod2-/- and Rip2-/- mice. Together, these data suggest that the NOD2 

and RIP2 expression in CD8αα+XCR1+ DCs might contributes to IL-12 production, 

influencing significantly the balance of adaptive immunity towards Th1 profile. Indeed, Batf3-/- 

mice are more susceptible to L. major infection, express less IL-12 and have defective Th1 

response. These mice also presented more Th17, Th2 and Treg cells [26, 27].  

In summary, we have presented here the critical role of NOD2 and RIP2 in a model that 

connects the mechanisms of parasite recognition trough innate system with the induction of 

adaptive immune responses. We showed that the NOD2-RIP2 signaling pathway plays an 

essential role in the parasite control, what was dependent on the modulation of cytokine 
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production by the dendritic cell, which induce Th1, but inhibit the differentiation of Th17 

lymphocytes. In this context, B cells contribute significantly as IL-17A producing cells during 

VL caused by L. infantum. The identification of these events can open new perspectives for 

the development of immune interventions, rational strategies for treatment and prophylaxis 

for neglected chronic infectious diseases and potentially fatal, as visceral leishmaniasis. 

 

LEGENDS 

 

Figure 1: Th17 is impaired and Th1 is induced after Leishmania infantum infection.   

C57BL/6 WT mice were iv infected with 107 stationary growth phase of L. infantum. At week 

4th the animals were sacrificed and the spleen cells were stimulated with PMA and 

ionomicyn for 4h (A, B and C). IL-17A+ and IFN-γ+ populations were analyzed into the 

CD4+TCRβ+ gate (A) and in the CD4-CD19+ population (B). IL-17A+ cells were analyzed 

according CD19 and CD4 expression (C). N = 3-4 mice, data representative of 4 

independent experiments (A, B and C). The livers from infected WT and naïve controls were 

analysed by PCR array (D, E and F). Scatter plots show the Log10 of normalized gene 

expression levels comparing data between non-infected animal (NI, x-axis) versus the data 

from infected animal (4 wpi or 6 wpi, y-axis). The red symbols in the upper-left corner identify 

up-regulated genes, and the green symbols in the lower right corner are down-regulated 

genes. The black symbols represent unchanged gene expression (into the 1.75 threshold) 

(D). The Venny diagram was made with the fold up- or down regulated values of the 

transcripts and shows co-regulated genes (E). The graphs represent the fold change of Ifng 

(blue), Tbx21 (yellow), Il17a (red) and Rorc (green) transcripts at 4th and 6th wpi; the grey 

area represents the threshold (1.75) (F). The results are representative from 1 experiment, 

with a pool of 4 mice (D, E and F).  

 

Figure 2: Leishmania infection induces Nod2 and Rip2 expression. 

C57BL/6 WT mice were infected with 107 L. infantum in the stationary growth phase. At 

week 4th post infection the livers from infected WT and naïve controls were analysed by PCR 

array. The graph represents the fold change of Il1b, Il6, Il23 and Nod2 transcripts; the grey 

area represents the threshold (1.75); the results are representative from 1 experiment, with a 
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pool of 4 mice (A). Nod2 and Rip2 mRNAs expression from the same sample from the PCR 

array were analysed by qPCR and normalized to the constitutive Hprt gene; dotted line 

represents naïve controls (B). qPCR for Nod2 and Rip2 in WT BM-DCs after 6 hours of 

infection with L. infantum (5 parasites: 1 cell), stimulated with MDP (10 µg/mL) or both (C). 

The NOD2 localization after 24 h of Leishmania-labeled CFSE infection (MOI 5) in BM-DCs 

was analysed by confocal microscopy and is shown as fluorescence intensity. The cellular 

nucleus was stain with DAPI and is shown in blue, the parasite is green and the NOD2 is red 

(D).  N = 3-5 mice/group. Data are representative of 3 independent experiments. 

 

Figure 3: NOD2-RIP2 signaling balances the immune response toward Th1 instead of Th17 

profile. 

WT, Nod2-/- and Rip2-/- mice were infected with 107 L. infantum in the stationary growth 

phase. The spleens and livers were harvested at 4th wpi and the single cell suspension was 

stimulated with PMA and ionomicyn for 4h (A and D). CD4+IL-17A+ cells analysis was 

performed by flow cytometry into CD3+B220- population (A). Parasite loads were determined 

by limiting dilution assay and are expressed as the mean values ± SD (B). Spleens and 

livers from B were weighted and pictured (C). The dot plots showing the CD4+IFN-γ+ cells 

was assessed by flow cytometry into CD3+B220- population (D). N = 4-5 mice/group. The 

results are representative of 3 independent experiments. *P < 0.05, compared to WT control. 

 

Figure 4: NOD2-RIP2 signaling plays an extrinsic role in Th1 and Th17 polarization. 

WT T cells (CD3+CD4+B220-) and DCs (CD11c+MHCII+CD3-) were sorted from the spleen of 

infected (4th and 6th wpi) and naïve mice. Nod2 and Rip2 transcripts were measured by 

qPCR and normalized to the constitutive Hprt. Dotted lines represent naïve controls (A). 

Naïve T cells (CD4+CD62L+CD44-) were isolated by sorting from the lymph nodes. The cells 

were cultured for 7 days in a Th1 (B) or Th17 (C) polarizing conditions. BM-DCs from WT, 

Nod2-/- and Rip2-/- mice were infected with 5 parasites/cell for 5 h and then pulsed with OVA 

(100 µg/mL) for 45 min. OT-II cells were co-cultured with BM-DCs for 5 days and then 

harvested for the assessment of Th1 (D) and Th17 (E) differentiation by flow cytometry. N = 

4 /group. The results are representative of 2-3 independent experiments. 
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Figure 5: NOD2-RIP2 induces Th1-polarizing cytokine, but inhibit Th17-polarizing cytokine. 

BM-DCs from WT, Nod2-/- and Rip2-/- mice were infected with 10 parasites/cell (blue), 

stimulated with LPS (500 ng/mL) (orange) or remained unstimulated (red) overnight. CD40 

and CD86 expression were analysed by flow cytometry in conventional DCs (cDCs - 

CD11c+MHCIIhiLy6G-) and monocyte-derived DCs (moDCs - CD11c+MHCIIintLy6G-) 

populations (A). BM-DCs from indicated groups were infected for 6 hours and the expression 

of Il12p35, Il12/23p40, Il23p19, Il1b, Il6 and Tgfb mRNAs was determined by qPCR (B). At 

week 4th after infection, the livers from WT, Nod2-/- and Rip2-/- mice were harvested for qPCR 

analysis (C). Dotted lines represent naïve controls, the housekeeping Hprt was used for 

normalizations (B and C). IL-12p70 (D), IL-12/23p40 (E) and IL-23 (F) production were 

measured in the supernatant of infected BM-DCs (black bars) and naïve controls (white 

bars) by ELISA after 24h of infection. Western blot analysis of phospho P38 (G), phospho 

JNK (H) and their respective total proteins were measured in the total cell lysates from of a 

naïve and infected (30 min) BM-DCs. N = 2-4 /group. nd, non-detected Representative of 3 

independent experiments. *, P < 0,05. 

 

Figure 6: CD8α+XCR1+ DCs are required for a robust Th1 response but not for Th17 

induction. 

Fluorescent images from WT, Nod2-/- and Rip2-/- naïve mice are shown in the 4X objective. 

The following stain are shown: 33D1 or XCR1 (red); CD169/MOMA (green); CD11c (blue).  

Scale bar = 500 µm (A). WT, Nod2-/- and Rip2-/- mice were infected with 107 L. infantum in 

the stationary growth phase. At 4th wpi the spleens were harvested and the DCs subsets 

were analysed by flow cytometry, the population shown was gated in CD11c+MHCII+TCRβ- 

(B). Enriched splenic DCs were infected with CFSE-labeled parasites (10:1) for 2 h and then 

stained for flow cytometry analysis (C). WT and Batf3-/- animals were infected with 107 L. 

infantum in the stationary growth phase. At 4th wpi the spleens were harvested and the 

single cell suspension was stimulated with PMA and ionomicyn for 4h. CD4+IFN-γ+ and 

CD4+IL-17A+ cells were gated in TCRβ+ population (D). Parasite load was determined by 

limiting dilution assay in the liver and is expressed as the mean values ± SD (E). N = 2-3 

mice/group. Data are representative of 3 independent experiments. 
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Figure 7: NOD2-RIP2 signaling contributes to shape adaptive immunity interfering in the 

outcome of L. infantum infection. 

CD8α+XCR1+ DCs and 33D1+CD4+ DCs express NOD2 and RIP2 and are susceptible to L. 

infantum infection. Once infected, NOD2 is recruited, co-localizes with the parasite, senses 

the infection and signals through RIP2 to induce high amounts of IL-12 via p38 and JNK 

phosphorilation. This same pathway inhibits Il12/23p40, limiting IL-23 release. In this 

microenvironment the adaptive immunity is balanced toward Th1 polarization. Upon Th17 

inhibition, B cells guarantee the IL-17A production during VL by Leishmania infantum. The 

mechanisms of IL-17A-producing B cells induction remain unknown. 

 

SUPLEMENTARY INFORMATION 

 

Supplementary Figure 1: CD8+ T cells, NK and γδ T cells are not a great IL-17A producer 

after L. infantum infection. 

C57BL/6 WT mice were iv infected with 107 stationary growth phase of L. infantum. At week 

4th the animals were sacrificed and the spleen cells were stimulated with PMA and 

ionomicyn for 4h IL-17A expression was assessed in CD8+, NK1.1+ and TCRγδ+ populations.  

 

Supplementary Table 1: Gene expression alterations at 4th and 6 th wpi in the liver of 

C57BL/6 mice. 

 

Supplementary Movie 1: NOD2 is recruited and co-localizes with the parasite. 

The NOD2 localization after 24 h of Leishmania-labeled CFSE infection (MOI 5) in BM-DCs 

was analysed by confocal microscopy. The cellular nucleus was stain with DAPI and is 

shown in blue, the parasite is green and the NOD2 is red. 
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Figure 7 
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Supplementary Figure 1 
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Supplementary Table I: Gene expression alterations at 4th and 6th wpi in the liver of 
C57BL/6 mice. 

 

Weeks post infection (wpi) Gene with altered expression 

4 wpi ↓ Irf3; Rorc 

6 wpi ↓ Ccr6; Il23a; Il5 

4/6 wpi ↓ Csf2; H2-Q10; Ifna2; Tlr5 

4 wpi ↑ Apcs; Il1a; Il4; Ly96; Stat3 

4/6 wpi ↑ C5ar1; Casp1; Ccl12; Ccl5; Ccr5; Ccr8; Cd14; Cd4; Ifng; Cd40; Cd40lg; Cd80; Cd86; 
Cd8a; Cxcl10; Cxcr3; Fasl; Gata3; H2-T23; Icam1; Ifngr1; Il10, Il13; Il17a; Il1b; Il2; 
Irf7; Tnf; Itgam; Jak2; Lyz2; Mpo; Mx1; Myd88; Nfkb1; Nlrp3; Nod1; Nod2; Slc11a1; 

Stat1; Stat4; Tbx21; Tlr1; Tlr2; Tlr3; Tlr4; Tlr6; Tlr7; Tlr8; Tlr9 

↑, up-regulation. ↓, down-regulation. 

	  


