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RESUMO

VELASQUEZ, L. G. Efeitos da resposta imune no curso da infeccao de BALB/c, BALB/c
nude e C57BL/6 e na expressao de proteinas especificas em formas amastigotas de L.
amazonensis isolados de BALB/c e BALB/c nude. 2014. 89f. Tese (Doutorado em Parasito-
logia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2014.

A leishmaniose € uma doenca causada por parasitos do género Leishmania e transmitida por
insetos flebotomineos. Dados da Organizagao Mundial da Saude estimam que mais de 12 mi-
lhdes de pessoas ja foram infectadas por este parasito e aproximadamente 350 milhdes de in-
dividuos residem em dreas de risco. A infec¢do por L. amazonensis pode se apresentar sob a
forma mais simples da doenca cutinea até formas mais agressivas como a cutanea difusa. Di-
versos estudos utilizando parasitas cultivados € modelos animais tém sido realizados com o
objetivo de investigar moléculas importantes para a sobrevida do protozodrio, assim como a
resposta do sistema imune do hospedeiro. No entanto, pouco se sabe sobre como a expressao
dessas moléculas é modulada pela resposta imune no modelo experimental murino. O presen-
te trabalho teve como objetivo comparar o perfil da infeccdo por L. amazonensis em BALB/c,
BALB/c nude e C57BL/6, e avaliar a expressdao das proteinas CP, LACK, LRR17, metacas-
pase, PDI e STI, potencialmente relacionadas com viruléncia, em amastigotas isolados de
BALB/c e BALB/c nude. Avaliamos a infeccdo durante 13 semanas e observamos aumento
mais precoce da espessura da pata em BALB/c do que em BALB/c nude, possivelmente devi-
do a deficiéncia de células T nos animais atimicos, o que gera baixa resposta inflamatdria no
local da infec¢do. A carga parasitdria nos animais nude foi superior a dos demais ao final de
13 semanas de infec¢do. Por outro lado, animais C57BL/6 controlaram a infec¢do a partir da
sexta semana, com retorno da espessura da pata e baixo numero de parasitas. O maior recru-
tamento de células apds a infeccdo em BALB/c foi reforcado pela observagdo de aumento de
baco somente nessa linhagem. Uma anélise da expressdao génica nas lesdes mostrou um pa-
drdo misto Th1/Th2 em todos os animais, € maior expressao de IFN-y, IL-4, IL1f e iNOS em
BALB/c ao final de 13 semanas. Em bago e linfonodo observamos baixa expressao de CD3e e
elevada expressdao de iNOS em BALB/c nude, sugerindo que células NK exercam importante
estimulo sobre macr6fagos nesses animais. A andlise por FACs mostrou em baco e linfonodo
a esperada baixa porcentagem de células TCD4 e T CD8 em BALB/c nude, no entanto com
capacidade de produzir IFN-y e IL-4. A avaliacdo da expressdo de proteinas potencialmente
relacionadas a sobrevivéncia/viruléncia em amastigotas mostrou que LACK e metacaspase es-
tao aumentadas nos parasitas isolados de BALB/c nude em relacdo aos isolados de BALB/c, e
a metacaspase apresentou maior atividade também em amastigotas dos camundongos atimi-
cos. Esses dados refor¢cam a idéia de que a resposta imune do hospedeiro modula a expressao
de proteinas em L. amazonensis. Nao observamos diferenca na expressao da LACK e meta-
caspase em amastigotas isolados de macréfagos infectados na presenca de IFN-y e IL-4, suge-
rindo que essas citocinas isoladamente ndo sdo responsaveis pela modulacdo na expressao
dessas proteinas pelo parasito. Através analise histopatoldgica pudemos comprovar maior in-
filtrado celular em BALB/c, assim como maiores alteracdes teciduais causadas pela infeccao.
Nossos resultados reforcam a importancia de se estudar aspectos do parasita e do hospedeiro
para melhor compreensao da diversidade das manifestacdes da leishmaniose.

Palavras chave: Leishmania amazonensis. Linhagens Murinas. Camundongo Nude. Fatores
de Viruléncia. Expressdo Proteica.



ABSTRACT

VELASQUEZ, L. G. Effects of the immune response in the course of infection in
BALB/c, BALB/c nude mice and C57BL/6 and in the expression of specific proteins in L.
amazonensis amastigotes from BALB/c and BALB/c nude. 2014. 89p. Doctor thesis (Para-
sithology) - Instituto de Ci€ncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2014.

Leishmaniasis is a disease caused by parasites of Leishmania genus, transmitted by
phlebotomine sandflies. World Health Organization estimates that more than 12 million peo-
ple are infected by the parasite and that approximately 350 million live in risk areas. Infec-
tions by Leishmania amazonensis, the second most common species in Brazil, have clinical
forms varying from the simplest cutaneous to the more aggressive cutaneous diffuse disease.
Several studies have been performed using animal models aiming to identify molecules im-
portant for parasite survival and for host immune response. However, little is known about
how these molecules are modulated by immune response in experimental murine model. The
aim of this study was to compare the profile of the infection by L. amazonensis in BALB/c,
BALB/c nude and C57BL/6 and to analyze the expression of CP, LACK, LRR17, metacaspa-
se, PDI and STI proteins, potentially associated with virulence, in amastigotes isolated from
BALB/c and BALB/c nude lesions. We evaluated the infection during 13 weeks and observed
an early increase in footpad thickness in BALB/c compared to BALB/c nude, probably due to
T cell deficiency in the athymic mice, leading to a reduced inflammatory response in the le-
sions. Parasite loads in nude mice were higher than in the other two mice after 13 weeks of in-
fection. C57BL/6 mice, on the other hand, controlled infection since the sixth week, showing
regression of footpad thickness and low parasite numbers. The higher cell recruitment in
BALB/c after infection was corroborated by the increase of spleen observed only in these
mice. Gene expression analysis of the lesions indicated a mixed Th1/Th2 pattern in all mice,
and higher expression of IFN-y, IL-4, IL1f and iNOS in BALB/c after 13 weeks of infection.
In spleens and lymph nodes we observed lower expression of CD3e and high expression of
iNOS in BALB/c nude, suggesting that NK cells have an important role in stimulating macro-
phages in these mice. FACs analysis of spleens and lymph nodes showed the expected low
percentages of TCD4 and T CDS8 cells in BALB/c nude, but indicated that these cells were
capable of producing IFN-y and IL-4. The quantification of proteins potentially related to sur-
vival/virulence in amastigotes revealed that LACK and metacaspase are increased in parasites
isolated from BALB/c nude compared to BALB/c, and that metacaspase had higher enzymat-
ic activity in amastigotes from the athymic mice. These data support that host immune re-
sponse can modulate the expression of L.amazonensis proteins. We didn’t observe differences
in LACK or metacaspase in amastigotes isolated from macrophages infected in the presence
of IFN-y and IL-4, suggesting that these cytokines alone are not responsible for the modula-
tion of the expression of these proteins by the parasite. By histopathological analysis we
proved most cell infiltrate in BALB/c as well as larger tissue changes caused by infection Our
results reinforce the importance of studying aspects of the parasite and the host to better un-
derstand the diversity of leishmaniasis manifestations.

Keywords: Leishmania amazonensis. Murine Strains. Nude Mice. Virulence Factors. Protein
Expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 A biologia da Leishmania

A Leishmania é um protozoario que pertence a ordem Kinetoplastida e a familia dos
Trypanosomatidae. O parasito apresenta duas formas principais: a promastigota (flagelada),
encontrada no trato digestivo do vetor, e a amastigota (sem flagelo externo), encontrada no in-
terior de células fagociticas (LAINSON; SHAW, 1987(MCMAHON-PRATT E ALEXANDER, 2004;
WHEELER et al., 2011). No vetor, a Leishmania passa por transformagdes morfoldgicas e es-
truturais, as quais sao fundamentais a sua sobrevida no interior do trato digestivo e também a
sua infectividade e viruléncia. Nas primeiras horas no vetor as formas amastigotas transfor-
mam-se em promastigotas, que sintetizam moléculas importantes para sua sobrevivéncia
(SAacks E KAMHAWIL, 2001). Dentre essas moléculas destacam-se a LPG (Lipofosfoglicano) e
a PPG (Proteofosfoglicano), as quais se relacionam com a protecdo do parasito contra a acdo
de enzimas digestivas, e com a adesdo ao epitélio do trato digestivo médio, impedindo sua li-
beragdo com as fezes (SACKS, 2001). No vertebrado a LPG também parece estar relacionada
com a resisténcia a lise mediada pelas proteinas do sistema complemento e ao stress oxidativo
(SPATH et al.,, 2003), além de ser importante na adesdo a membrana de macrofagos
(DESCOTEAUX et al., 1992; MCCONVILLE et al., 1992). Ainda no interior do vetor as formas
promastigotas sofrem a metaciclogénese. Esse processo ¢ caracterizado por alteragdes morfo-
logicas no parasito, que fica mais estreito, assim como estruturais, como por exemplo altera-
¢des no LPG, o qual que passa a ter maior nimero de sacarideos fosforilados em sua mem-
brana, que o torna mais resistente a agao do sistema complemento (TURCO, 1992).

A infec¢do do hospedeiro vertebrado ¢ caracterizada pelo regurgitamento de saliva
durante o repasto sanguineo, que contem formas promastigotas metaciclicas (LAINSON;
SHAW, 1987; (WHEELER et al., 2011). Esses parasitos sdo fagocitados primeiramente por célu-
las do sistema imune inato como neutrofilos, macréfagos, células dendriticas (TRIPATHI et al.,
2007). No interior dessas células o parasito transforma-se em amastigota, forma essa mais re-
sistente ao ambiente hostil do fagolisossomo (NADERER E MCCONVILLE, 2008). Além de célu-
las, proteinas do complemento também interagem com o parasita. A metaloproteinase deno-
minada de gp63 da Leishmania ¢ capaz de fixar complemento e converter o C3b em C3bi
(forma inativa), o que torna o parasito mais resistente a lise mediada por essas proteinas, por
impedir a formagdo do Complexo de Ataque @ Membrana - MAC (BRITTINGHAM et al., 1995).

De fato, parasitos mutantes para a gp63 nao sofrem alteragdes no desenvolvimento no interior
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do vetor, porém tornam-se mais sensiveis a atividade do sistema complemento (JOSHI et al.,

2002).

1.2 Epidemiologia

Diversas espécies de Leishmania sdo causadoras da leishmaniose, doenga dissemina-
da pelo mundo todo. Na América do Sul, a leishmaniose foi denominada de “Mal de los An-
des”, ja que eram observadas lesdes em individuos que adentravam a regido, assim como nos
indios que ali residiam. Em 1855, Cerqueira relacionou-a com o Botdo do Oriente, que era o
nome dado a ela em algumas regides no velho mundo. Em 1903, Donovan e Leishman, des-
creveram o parasito em um caso de calazar na India. Nesse mesmo ano, Ross denominou-o de
Leishmania donovani. No Brasil, os primeiros relatos datam do final do séc. XIX, sendo que
em 1909 Lindemberg encontrou o parasito em lesdes de trabalhadores do Estado de Sdo Pau-
lo. Na década de 20 do séc. XX Aragdo descreveu o papel do flebotomineo na de transmissao
da doenca (DE OLIVEIRA et al., 2005).

Estima-se que existam atualmente aproximadamente 350 milhdes de individuos em
areas de risco e milhdes apresentam a doenca ativa, divididos entre as formas cutinea e visce-
ral, sendo a grande maioria deles residentes em paises como India, Afeganistdo, Siria, Brasil e
Peru (MCMAHON-PRATT E ALEXANDER, 2004). A cada ano, aproximadamente 1,5 milhdes de
novos casos sao notificados, dos quais, aproximadamente 1,3 milhdes sdo da forma tegumen-
tar (cutdnea e mucocutanea) e 200.000 da visceral. O nimero de dbitos anuais ultrapassa a
faixa de 40.000 pessoas (MCCONVILLE E HANDMAN, 2007).

O aumento do nimero de casos observado recentemente no Brasil estd intimamente
relacionado com as modificacdes causadas pelo homem no meio ambiente e, consequente-
mente, as mudancas territoriais dos vetores que, aliadas ao aumento populacional em areas
endémicas e a diminuicdo nas medidas de controle de vetores da malaria e Doenca de Chagas,
promovem o surgimento dos mesmos no peridomicilio (GONTUUO E DE CARVALHO MDE,
2003). Outro aspecto relevante na disseminacdo da doenca ¢ o grande transito de pessoas du-
rante guerras, como por exemplo nas guerra no Iraque e Afeganistdo, paises endémicos para a
doenga, que recebem pessoas de diversas regides do mundo, muitas delas sem qualquer tipo
de conhecimento sobre leishmaniose (SHAW, 2003). Além dos aspectos discutidos acima, nos
ultimos anos tem-se observado aumento no niimero de casos de leishmaniose em pacientes
portadores do virus HIV devido a imunossupressao desencadeada pelo virus (MOLINA et al.,

2003).
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No Brasil a distribuicdo da leishmaniose cutanea ¢ bastante ampla. Em 2013 foram
notificados 18.226 casos da leishmaniose tegumentar americana, das quais, aproximadamente
13.700 casos sdo das regides norte € Nordeste (BRASIL, 2015). Os padrdes de transmissao da
doenca sao classificados de acordo com o local onde ocorre a infec¢do. Dessa forma, ela pode
apresentar-se pela forma silvestre, quando o hospedeiro invade um ambiente com essas carac-
teristicas; laser, que se caracteriza pela infec¢do acidental do hospedeiro ao realizar tal prati-
ca, como por exemplo em uma pescaria e a periurbana, que se caracteriza pela infeccdo em
decorréncia do avango de areas urbanizadas em locais que eram de natureza silvestre. (BRA-
SIL, 2010).

J4 a forma visceral ¢ endémica em mais de 70 paises. Nas Américas 90% dos casos
estdo no Brasil. No ano de 2013 foram registrados 3.253 casos, destes, aproximadamente
2.300 sdo da regido norte e nordeste. Do total registrado em 2013, 231 foram a dbito (BRA-
SIL, 2015).

Dentre as diversas espécies do parasito, sdo responsaveis por infecgdes que podem
resultar na forma cutanea espécies como: Leishmania braziliensis, Leishmania amazonensis,
Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania mexicana; na forma cutinea difusa:
Leishmania amazonensis, na forma mucocutanea Leishmania braziliensis e sob a forma visce-

ral: Leishmania infantum, Leishmania donovani (DESJEUX, 2004; GUERIN et al., 2002)

1.3 Aspectos clinicos

As manifestagdes clinicas da leishmaniose sdo bastante amplas. Basicamente elas se
dividem em cutanea (localizada ou disseminada ou difusa), mucocutanea ou visceral. Cada
uma dessas formas esta relacionada com a espécie do parasito e com o perfil de reposta imune
do hospedeiro (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014; SILVEIRA et al., 2009)

A leishmaniose cutinea localizadas ¢ caracteriza pela presenca de lesdes geralmente
arredondadas com bordas elevadas, que podem ser Unicas ou multiplas (GONTUO E DE
CARVALHO MDE, 2003). Inicialmente elas se assemelham com uma picada de inseto que evo-
luem com o tempo, aumentando de tamanho e profundidade Normalmente ¢ a forma menos
agressiva da doenca, ja que em alguns casos sua resolucdo se d4 sem a necessidade de terapia
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Em alguns casos podem ocorrer infec¢des secundérias de origem bacteriana, as quais
mudam a caracteristica das lesdes, que passam a apresentar crostas purulentas e eczema.

(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). As espécies mais relacionadas a forma cutinea no Brasil
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sd0: Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania lainsoni, Leishmania ama-
zonensis e Leishmania guyanensis (LAINSON, 1997). Uma condi¢do especial da forma cuta-
nea, observada em alguns pacientes infectados por Leishmania amazonensis ¢ a forma difusa,
a qual se caracteriza pela formacao de nddulos ricos em parasitos (sem ulceragdo) por todo o
corpo (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014). Nessa condi¢do observa-se ma resposta imunologica
mediada por células T (anergia) do hospedeiro ao parasito, assim como a terapia. No inicio o
paciente apresenta lesdo Unica, mas que, com o passar do tempo se disseminam pelo corpo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010). O diagnéstico clinico diferencial dever se feito contra a
Hanseniase virchowiana (GONTIJO E DE CARVALHO MDE, 2003)

A forma mucocutinea, no Brasil, ¢ desencadeada principalmente pela infeccdo por
Leishmania braziliensis e caracteriza-se por um infiltrado inflamatério na mucosa nasal e
oral. Diferente da forma cutinea, em que ha possibilidade de resolucdo espontanea, ela neces-
sita obrigatoriamente de tratamento para remir (GONTUO E DE CARVALHO MDE, 2003). Apro-
ximadamente 3% dos portadores da forma cutanea localizada desenvolvem essa forma clinica
e isso esta relacionado aos casos onde nao houve utilizacdo de terapia ou a mesma foi realiza-
da de forma inadequada. E mais comum em homens que em mulheres, principalmente naque-
les casos onde ha lesdes extensas acima da cintura e com mais de um ano de evolugdo. Suge-
re-se que a forma mucocutinea ocorra por via hematogénica (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

A forma visceral ¢ a mais grave de todas devido ao comprometimento de 6rgaos vi-
tais como, figado, bagco e medula 6ssea. A proliferacao dos parasitos no interior desses tecidos
leva a uma hepatoesplenomegalia e supressdo medular. As espécies relacionadas com essa
forma clinica sio L. infantum na Africa e Oriente Médio, Leishmania donovani na India e

China e Leishmania infantum no Brasil (MCGWIRE E SATOSKAR, 2014).
1.4 Relacao Parasito Hospedeiro
1.4.1 Resposta imune durante a infec¢do por Leishmania
Na leishmaniose observam-se padrdes de resposta imune de acordo com o parasito
envolvido e com o hospedeiro. O modelo experimental mais utilizado até hoje € o de infec¢do

de camundongos BALB/c e C57BL/6 por L. major. A primeira linhagem ¢ suscetivel e desen-

volve lesdes, enquanto que a segunda ¢ resistente (SILVA et al., 2008). Tal fato estd direta-
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mente relacionado com diferengas no perfil de citocinas produzidas durante o curso da infec-
¢do nos dois animais (HEINZEL et al., 1989).

Este modelo foi usado para caracterizar a fun¢do desempenhada por macrofagos
M1 (associados a resposta Thl) e M2 (associados a resposta Th2) (MILLS et al., 2000). Foi
mostrado que o estimulo de macréfagos M1 com LPS levou a producio de Oxido Nitrico
(NO), o qual inibe a divisdo celular (proliferagdo). Ja na linhagem M2 observou-se apos esti-
mulo com LPS um aumento no metabolismo de arginina a ornitina, que estimula a prolifera-
cdo celular. Estes mesmos autores mostraram ainda que o TGF-B1 produzido por macréfagos
(M2) inibe a sintese de NO (MILLS et al., 2000).

Animais BALB/c infectados por L.major apresentam um perfil predominante de res-
posta imune do tipo Th2, com liberacdo de citocinas como IL-4 e IL-10, diferente dos
C57BL/6, caracterizados pela liberag@o de citocinas como IFN-y e IL-12, as quais estimulam
a sintese de (NO) nos macréfagos infectados, resultando assim em bom prognostico no caso
de infec¢do por Leishmania (HEINZEL et al., 1989). Em animais suscetiveis a infec¢do por L.
major ocorre também a elevacdo de receptores para IL-4 que antecede a resposta Th2, sendo
fundamental na diferenciag¢do de linfocitos T CD4 (FERNANDEZ-BOTRAN et al., 1999). A ex-
pressdo dos receptores para [L-4 esta relacionada com a presenca de 1L-12.

Neutréfilos também podem ser infectados por Leishmania, e podem interferir na in-
feccdo de macréfagos. Eles apresentam atividade leishmanicida na presenga de TNF-a, mas
sob efeito de TGF-B1 e PG2 permitem multiplicacdo dos parasitos (AFONSO et al., 2008). A
interagdo em meio de cultura de macroéfagos com macrofagos infectados por L. amazonensis
em apoptose leva a producdo de TGF-, permitindo a multiplica¢do dos parasitos. Por outro
lado, a liberacdo de elastase por neutrofilos necréticos promove a ativagdo de macrofagos e
liberacdo de TNF-a, o qual destroi os parasitos intracelulares (AFONSO et al., 2008).

Quando camundongos sdo infectados por L. amazonensis o perfil de resposta imune
ndo segue um padrdao dicotdbmico como observado para L.major (TRIPATHI et al., 2007). De
fato, animais BALB/c e C57BL/6 infectados com L. amazonensis nao sdo capazes de erradi-
car o parasito, como ocorre nas infec¢des por L. major, embora C57BL/6 apresente maior re-
sisténcia que BALB/c, como constatado pela carga parasitaria nas lesdes e tamanho das mes-
mas (FELIZARDO et al., 2007). Durante o curso da infec¢do observam-se citocinas que caracte-
rizam uma resposta Th2 como IL-4 e também citocinas do tipo Thl, como IFN-y (JI et al.,
2002). Estudos da infeccdo em animais CBA/J mostraram que a infec¢do por L. amazonensis
ndo foi diferente da causada por L. major no inicio do processo, mas que apds doze horas as

lesdes causadas por L. amazonensis foram duas vezes maiores. A adi¢do de IFN- y aos meios
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de cultura levou ao controle de L. major, mas TNF-a e IFN-y foram necessarios para regres-
sdo na carga parasitaria de L. amazonensis nas células infectadas (GOMES et al., 2003). A sus-
cetibilidade de linhagens como BALB/c e C57BL/10 a L. amazonensis esta mais relacionada
com a auséncia de resposta Th1 do que com o predominio da resposta Th2, e animais tratados
com anti-IL4 apresentaram uma reducdo no tamanho das lesdes (AFONSO E SCOTT, 1993).

Diferengas entre linhagens murinas infectadas por L. amazonensis foram também
analisadas em termos de resposta humoral. Animais BALB/c produziram anticorpos da classe
IgG contra moléculas secretadas pelos parasitos, o que niao foi observado em C57BL/6
(HERNANDEZ-CHINEA, 2007). Além disso, linfécitos B e anticorpos parecem estar envolvidos
na fisiopatologia da doenga, ja que em animais JhD o desenvolvimento de lesdes ¢ menor que
em BALB/c selvagens (WANASEN et al., 2008).

Outro fator relevante na infec¢do por L. amazonensis ¢ a interferéncia das formas
amastigotas nas fungdes exercidas pelas células dendriticas (XIN et al., 2008). Foi demonstra-
do que o parasito causa deficiéncia na apresenta¢do de antigenos e diminui¢@o na liberagdo de
IL-12 (FAVALI et al., 2007; XIN et al., 2008), além de diminui¢cdo da expressao de CD80 na
superficie dessas células, prejudicando assim o processo de diferenciacdo e apresentacdo de
antigenos (FAVALI et al., 2007).

A atividade leishmanicida de macrofagos estd intimamente relacionada com a produ-
¢do de NO por estas células (GAUR et al., 2007; MUKBEL et al., 2007). L. amazonensis tem
capacidade de inibir a Oxido Nitrico Sintetase (INOS) tanto em termos de atividade quanto da
transcri¢do de seu gene (BALESTIERI et al., 2002).

Como mostrado nos exemplos acima, os diferentes perfis de resposta imune dos ca-
mundongos infectados por Leishmania determinam o curso da infeccdo. A expressdo de mo-
léculas especificas pelo parasito esta relacionada com mecanismos de evasdo ao sistema imu-

ne do hospedeiro.

1.4.2 Evasdo imunolodgica e sobrevivéncia intracelular — moléculas relacionadas

Parasitos do género Leishmania apresentam extrema capacidade de burlar a resposta
imune do hospedeiro (TRIPATHI et al., 2007; WANDERLEY et al., 2006; WILKINS-RODRIGUEZ
et al., 2010; XIN et al., 2008). Diversos mecanismos sdo utilizados nesse escape, e serdo des-
critas adiante algumas moléculas sintetizadas por este parasito relacionadas com os mecanis-

mos de evasdo imunologica. Esses mecanismos podem depender do tipo de resposta imune a
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qual ¢ submetido, como evidenciado pela exposicao diferencial de PS em amastigotas prove-
nientes de diferentes linhagens murinas (WANDERLEY et al., 2006), que sera descrita adiante.

A dinamica da resposta imunoldgica a L. major caracteriza-se primeiramente pela
chegada de neutrofilos no local do in6culo ja nos primeiros 40 minutos de infec¢do (LASKAY
et al., 2003; RIBEIRO-GOMES E SACKS, 2012). O papel dos neutréfilos na infec¢do por Leish-
mania ¢ controverso. Foi mostrado que no interior dessas células os parasitos podem continu-
ar vivos e capazes de infectar macrofagos de forma silenciosa e que em animais depletados de
neutrdfilos os niveis de IL-1a e B sdo maiores, o que favorece o controle do parasito (PETERS
et al., 2008), outro estudo com L. amazonensis mostrou que macrofagos infectados em cultura
com neutroéfilos apresentaram maior controle da infeccdo (DE SouzAa CARMO et al., 2010). De
fato, a interacdo de macrdéfagos com neutréfilos em apoptose infectados por L. amazonensis
leva a producdo de TGF-B e PGE-2, permitindo a multiplicacdo dos parasitos (AFONSO et al.,
2008). Por outro lado, a liberagdo de elastase por neutrofilos necrosados permite a ativagao de
macrofagos e liberagdo de TNF-a, o qual destrdi os parasitos intracelulares (RIBEIRO-GOMES
etal., 2007).

Além da apoptose do neutréfilo, a apoptose ou processo semelhante contribui para o
aumento da infec¢do por promastigotas de Leishmania. A presenga no indéculo de formas
promastigotas “em apoptose”, processo que se caracteriza pela morte celular sem ativacdo da
resposta inflamatodria, garante a sobrevivéncia dos demais parasitos por reduzir a resposta in-
flamatoria do macroéfago (WANDERLEY et al., 2009). Em L. major, aproximadamente metade
das formas promastigotas em fase estaciondria expdem na face externa de sua membrana a
“Fosfatidil Serina” (PS) (VAN ZANDBERGEN et al., 2006), a qual ¢ exposta na face externa da
membrana em células apoptéticas (FADOK et al., 1998). Com isso, células fagociticas passam
a sintetizar TGF-p, citocina anti-inflamatoria que reduz a producao de TNF-a, favorecendo
assim a sobrevivéncia do parasito no seu interior (VAN ZANDBERGEN et al., 2006).

No interior dos macrofagos as formas promastigotas transformam-se em amastigotas,
as quais apresentam maior resisténcia ao ambiente hostil do fagolisossomo. Para L. donovani
foi observado que a fusdo do vacuolo parasitoforo aos lisossomos ¢ retardada, impedindo as-
sim que os parasitos pudessem ser destruidos pela agcdo de enzimas presentes nessa organela.
No entanto, em L. donovani foi verificado que ao serem fagocitados por macréfagos esses pa-
rasitos entram em contato com as enzimas lisossomais e continuam apresentando motilidade,
ou seja, continuam vivos (FORESTIER et al., 2011). Por outro lado, na infec¢do por L. amazo-

nensis observa-se a formacao de vacuolos parasitoforos nas primeiras 24 horas de infec¢ao
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(COURRET et al., 2002; REAL et al., 2008), os quais apresentam pH acido, mas que ndo impe-
dem a sobrevivéncia de formas amastigotas no seu interior (ANTOINE et al., 1990).

Além da ag@o enzimatica dos lisossomos, um importante mecanismo de combate a
Leishmania se da pela produgdo de Oxido Nitrico (NO) por macréfagos, que é aumentada
quando macréfagos sdo estimulados por IFN-y (HEINZEL et al., 1989). Este NO ¢ sintetizado a
partir da NOS (Oxido Nitrico Sintetase) que utiliza como substrato a L-Arginina, criando am-
biente altamente microbicida (GAUR et al., 2007). Um estudo utilizando formas promastigotas
e amastigotas de L. mexicana demonstrou que ambas as formas evolutivas do parasito sdo ca-
pazes de reduzir a producdo celular de NO através da inibi¢ao de fatores transcricionais como
NF-xB, STAT-1la e AP-1, os quais sdo de fundamental importancia na sintese de IFN-y
(ABU-DAYYEH et al., 2010). Assim como observado em macrofagos, L. mexicana também
apresenta capacidade de inibir a produ¢do de NO no interior de células dendriticas, que sdo
importantes apresentadoras de antigenos, fundamentais ao desenvolvimento de uma resposta
imune especifica contra o parasito. Essas células, quando estimuladas com LPS ou IFN-y e in-
fectadas com formas amastigotas de L. mexicana apresentavam diminui¢do da sintese de NO
por inibi¢do da Oxido Nitrico Sintetase (iNOS) sem alteragdo nos niveis de mRNA (REAL et
al., 2014; WILKINS-RODRIGUEZ et al., 2010; XIN et al., 2008)

No interior das células do sistema mononuclear fagocitario as formas amastigotas,
que apresentam resisténcia as enzimas presentes no fagolisossomo (ABU-DAYYEH et al.,
2010) passam por um processo de multiplicacdo o qual ¢ finalizado pelo rompimento da
membrana da célula do hospedeiro e liberagdo de novos parasitos, que serdo fagocitados
(SACKS E NOBEN-TRAUTH, 2002).

Uma importante molécula da Leishmania que pode envolvida na fagocitose de amas-
tigotas ¢ a ja citada “Fosfatidilserina” (PS). Esses amastigotas expdem PS em sua superficie,
mas ao contrario dos promastigotas ndo entram em apoptose, sobrevivendo no interior do ma-
crofago. Este processo foi denominado mimetismo apoptdtico, e parece ser uma estratégia
eficaz de evasdo do parasito (BARCINSKI et al., 2003; DE FREITAS BALANCO et al., 2001; EL-
HANI et al., 2012; WANDERLEY E BARCINSKI, 2010). Foi verificado que a exposi¢ao de “PS”
na superficie de amastigotas de L. amazonensis ¢ maior quando estes eram isolados de ani-
mais BALB/c em comparagdo aos de C57BL/6, mostrando que o hospedeiro exerce papel im-
portante no controle da exposicdo desse fosfolipidio (WANDERLEY et al., 2006). A exposi¢ao
dessa molécula promove aumento na produg¢do de TGF-B pelos macréfagos e, consequente-

mente, diminui¢do de sua atividade inflamatoria “leishmanicida” (WANDERLEY et al., 2006).
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Outra consequéncia da exposi¢do de “PS" ¢ a modulagdo do perfil de citocinas para Th2 (IL-4
e IL-10), inibindo a producao de NO e favorecendo a multiplicagdo dos parasitos (DE FREITAS
BALANCO et al., 2001). Embora em todos os trabalhos citados acima a exposi¢ao de “PS” seja
utilizada como um marcador de apoptose, andlises de cromatografia, espectrometria de massa
e ressondncia nuclear magnética mostraram que parasitas de Leishmania expdem diferentes
fosfolipidios, mas ndo PS (WEINGARTNER et al., 2012). Dessa forma, a marcagdo considerada
“PS” com anexina V utilizada nesses estudos, pode indicar a presenca de acido fosfatidico,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol e fosfatidilinositol (WEINGARTNER et al., 2012). De
qualquer forma, os trabalhos citados mostram que a exposi¢ao de algum fosfolipidio ligante
de anexina V, seja qual for sua identidade, ¢ um indicador de apoptose e esta associada ao si-
lenciamento da resposta inflamatdria do macréfago. Por essa razdo denominamos esse fosfo-
lipidio de “PS”.

As caspases, descobertas em C. elegans, sdo proteases envolvidas no processo de
apoptose que apresentam elevada especificidade por acido aspartico na posi¢ao P1 do substra-
to (COHEN, 1997). A metacaspase ¢ uma enzima presente em plantas, fungos e protozoarios
(AMBIT et al., 2008), que também estd envolvida no processo de apoptose (MADEO et al.,
2002). Ela tem importantes fungdes no crescimento e morte celular e sua superexpressdo em
Leishmania levou a retardo no crescimento devido a problemas na segregacao do cinetoplasto
e divisdo nuclear (AMBIT et al., 2008). A metacaspase de plantas (VERCAMMEN et al., 2004) e
de Leishmania (GONZALEZ, 2009) tem especificidade por substratos com arginina/lisina, e es-
sa atividade ¢ exacerbada em meio rico em peréxido de hidrogénio, um importante indutor de
apoptose (LEE et al., 2007).

A maioria das espécies de Leishmania possui um unico gene da metacaspase, exceto
L. donovani e L. infantum, que possuem dois genes (GANNAVARAM E DEBRABANT, 2012; LEE
etal., 2007).

A abundancia de mRNA de metacaspase ¢ maior em amastigotas axénicos do que em
formas promastigotas, sugerindo que essa proteina possua um papel importante durante a so-
brevivéncia do parasito no interior de células de mamiferos, o que ¢ coerente com a maior ati-
vidade “tripsina-/ike” observada em amastigotas (LEE et al., 2007).

Enquanto que alguns trabalhos mostram o papel da metacaspase na indug¢do de mor-
te, outros sugerem o contrario. Apesar de possuir dois genes para a metacaspase, o silencia-
mento de um deles em L. donovani causou interrup¢ao do ciclo celular e morte celular pro-
gramada. (RAINA E KAUR, 2012). De forma semelhante, um estudo utilizando uma L. mexica-

na nula para a metacaspase indicou que essa proteina age regulando negativamente a ativida-
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de na proliferacdo celular de formas amastigotas (CASTANYS-MUNOZ et al., 2012). De fato,
macrofagos infectados com esses parasitos nulos tiveram maior indice de infecgdo, e a infec-
¢do de animais levou a maior desenvolvimento de lesdo. Além disso, quando submetidos a
stress por H,O, ou miltefosina ndo houve diferenga na morte celular.

Muitas moléculas estdo envolvidas com o processo de evasdo imunologica e sobre-
vivéncia desses parasitos. Dentre elas estdo as Cisteino-Peptidases (CP), enzimas que possu-
em papel importante na patogénese de infecgdes causada por protozodrios, agindo como fator
de viruléncia. Em L. amazonensis, formas promastigotas exibem menor atividade dessa enzi-
ma do que amastigotas, refor¢ando a importancia dela durante a infec¢do em células de mami-
feros (SILVA-ALMEIDA et al., 2012). Em L. infantum a CPA parece estar envolvida com o
processo de infec¢do em células de mamiferos e a CPB, na degradagdo de MHC II no interior
do vactiolo parasitoforo da célula infectada e produgdo de citocinas como IL-4 e TGF-
(MOTTRAM et al., 1998). Parasitos nulos para estas enzimas transformam-se em amastigotas
com baixo poder de viruléncia em macrofagos (WILLIAMS et al., 2006). Em camundongos
suscetiveis a L. mexicana a CPB esta relacionada com a ativagdo de uma resposta imune Th2,
com liberacdo de IL-4 e consequente inibicdo da resposta Thl. Um inibidor natural das CPs,
primeiramente identificado em Trypanosoma cruzi e denominado de “chagasin” (MONTEIRO
et al., 2001) foi identificado em L. mexicana . Os resultados demonstraram que a presenca do
inibidor melhora o controle da infec¢do, favorecendo o desenvolvimento de resposta imune
do tipo Thl, enquanto que a infec¢do com parasitos nulos para o inibidor leva ao desenvolvi-
mento de uma resposta imune basicamente Th2, com producdo de IgE e falta de capacidade
de resolu¢do do quadro clinico (BRYSON et al., 2009). Em L. mexicana a CPB foi capaz de
inibir a produ¢do de IL-12, por afetar a clivagem do fator NF-kB, além de agir sobre fatores
transcricionais como STAT-1 e AP-1, impedindo sua translocacdo para o nticleo e diminuindo
a sintese de NO estimulada por IFN-y (SILVA-ALMEIDA et al., 2012). Os dados apresentados
reforgam a idéia de que as CPs sejam proteinas importantes na modulagdo da resposta imune
do hospedeiro.

Um outro antigeno do parasito relacionado com a modulagdo da resposta imune do
hospedeiro ¢ a LACK, um andlogo do receptor da Kinase C de mamiferos, que esta relaciona-
do com a ativagdo da resposta Th2 em animais suscetiveis infectados por L. major (KELLY et
al., 2003). O desenvolvimento da resposta Th2 se da pela rapida ativacdo de células T LACK-
especificas nos linfonodos drenantes e no local da infec¢do, fazendo com que elas sintetizem
IL-4 e IL-10, permitindo assim a rapida proliferagdo dos parasitos (SCHILLING E

GLAICHENHAUS, 2001). Macréfagos recém infectados por promastigotas sdo extremamente
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héabeis em estimular linfocitos T reativos a este antigeno; no entanto, o mesmo ndo foi obser-
vado em macréfagos infectados por amastigotas (PRINA et al., 1996). Uma hipotese levantada
pelos autores ¢ que a LACK expressa pelos amastigotas ndo consegue ser apresentada via
MHC II, por ter uma meia vida muito curta a ponto de ndo conseguir alcangar essas moléculas
ou por nao ser acessivel a elas no fagolisossomo. Em decorréncia da imunogenicidade da
LACK e do papel dessa proteina na exacerbagdo da infec¢@o por Leishmania, muito trabalhos
estdo sendo realizados visando a utilizagdo dessa proteina no desenvolvimento de vacinas pa-
ra a leishmaniose, alguns com resultados bastante promissores (Dc et al., 2011; DE OLIVEIRA
GOMES et al., 2012; FELIZARDO et al., 2012; GHAFFARIFAR et al., 2013; HEZARJARIBI et al.,
2013; HUGENTOBLER et al., 2012).

Outra proteina relacionada com viruléncia em Leishmania ¢ a PDI (Proteina Dissul-
feto Isomerase). Ela ¢ uma chaperona de reticulo endoplasmatico rugoso cuja funcao esta re-
lacionada com a formacgdo, reducdo e isomerizagdo de ligagdes tipo dissulfeto em proteinas
(HONG E SOONG, 2008) sendo importante na reorganizagdo conformacional de proteinas que
perderam suas pontes dissulfeto (YAO et al., 1997). Em infec¢des por L. major foi demonstra-
do que o uso de inibidores da PDI favorece a regressao da doenca (BEN ACHOUR et al., 2002).
Esse trabalho sugere que esta proteina esteja envolvida na interagdo com o hospedeiro, além
de favorecer a sobrevivéncia do parasito no interior de suas células. Foram identificados os
genes de PDI de L. major, L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum (STOLF et al., 2011).
A presenga desta enzima foi confirmada em L. amazonensis, que possui pelo menos quatro
PDIs (HONG E SOONG, 2008). A enzima foi relacionada com fun¢des importantes na interagao
dessa espécie com células do hospedeiro, e inibidores especificos afetam o crescimento do pa-
rasito em cultura (HONG E SOONG, 2008).

Proteinas ricas em repeti¢des de leucina (LRR) fazem parte da estrutura dos recepto-
res Toll Like e NOD, os quais sdo extremamente importantes no processo de reconhecimento
de patdgenos por células o sistema imune (SCHUSTER E NELSON, 2000). Essas proteinas tam-
bém tém importante papel nas interagcdes entre parasito-hospedeiro (KEDZIERSKI et al., 2004),
além de participarem de processos enzimaticos, trafego celular e indugdo da apoptose. Em
Leishmania também foram identificadas proteinas ricas em LRs. Em L. major foram caracte-
rizadas algumas proteinas que contem LRR, como por exemplo a por¢ao protéica do PPG
(Proteofosfoglicano) e também a PSA, (parasite antigen surface 2), as quais fazem parte da
membrana plasmatica do parasito e sdo reconhecidas por macrofagos pelo receptor de com-

plemento CR3 (KEDZIERSKI et al., 2004).
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A LRR17 ¢ uma proteina LRR que estd presente no cromossomo 17 de L. amazonen-
sis € € mais expressa em amastigotas, sugerindo que, além de estar relacionada com interagdes
celulares, ela também possa exercer fun¢des importantes para a sobrevivéncia do parasito em
células de mamiferos (FRANCO, 2008 — tese de doutorado). Estudos com a LRR17 de L. ama-
zonensis, L. major e L. braziliensis mostraram que esta proteina ¢ expressa em formas amasti-
gotas e promastigotas e que sua hiperexpressdo em L. amazonensis promoveu aumento na in-
fectividade e sintese de NO em macrdfagos in vitro (da SILVA, 2011, tese de doutorado).

A STI (Proteina induzida pelo stress) de Leishmania possui atividade chaperona e faz
parte da familia das proteinas de choque térmico (HSPs) (WEBB et al., 1997). Essa proteina
relaciona-se com outras da familia como a HSP70 e HSP83 (FRYDMAN E HOHFELD, 1997), as
quais estdo relacionadas com a transformacdo das formas promastigotas em amastigotas no
interior do macréfago, tendo em vista do aumento de sua expressdo nesse processo (WIESGIGL
E CLOS, 2001). A STI ¢ uma proteina constitutiva em promastigotas e amastigotas, mas sua
expressao pode ser regulada por a mudanga de temperatura (WEBB et al., 1997). De fato, as-
sim como ocorre para a HSP70, a taxa de sintese protéica da STI aumenta com o choque tér-
mico, embora essa mudanga seja sutil e nem sempre afete o montante celular dessa proteina,
embora possa ter implicagdes funcionais (WEBB et al., 1997).

A expressao das proteinas da familia das HSP ¢ induzida em situa¢des em que o pa-
rasito ¢ submetido a condi¢des de stress, como por exemplo na acidificagdo do vactiolo para-
sitoforo (SCHMIDT et al., 2011). De fato, a acidificacdo e o aumento da temperatura no interior
do vactolo parasitoforo alteram a expressdo de inimeros genes que culminam com a trans-
formacao das formas promastigotas em amastigotas (ZILBERSTEIN E SHAPIRA, 1994).

Diversos estudos sobre a STI tem sido direcionados ao desenvolvimento de vacinas
(CAMPBELL et al., 2012; FUNIWARA et al., 2005; MATOS et al., 2013). Em um deles a STI de L.
major foi capaz de gerar mais células T CD4 produtoras de IFN-y, relacionadas com uma
maior protecdo em animais BALB/c (MATOS et al., 2013).

No presente trabalho analisamos o perfil da infec¢gdo em camundongos com diferen-
tes suscetibilidades a Leishmania amazonensis: BALB/c, BALB/c nude ¢ C57BL/6. Além
disso, avaliamos a expressao de algumas das proteinas associadas a viruléncia de Leishmania
citadas acima em amastigotas isolados de lesdes de BALB/c ¢ BALB/c nude. Com essa ulti-
ma andlise buscamos verificar se diferengas na pressdo do sistema imune do hospedeiro sdao

capazes de modular a expressao de proteinas importantes para a sobrevivéncia do parasita.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar o perfil da infeccdo por Leishmania amazonensis em BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6, e avaliar a expressdo de algumas proteinas relacionadas com viruléncia em amasti-

gotas isolados de BALB/c e BALB/c nude.

2.2 Etapas

- Avaliar a cinética da infeccdo em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 durante 13 semanas;

- Determinar a carga parasitdria nas patas e linfonodos infectados apds 13 semanas de infec-
¢do;

- Comparar o peso do bago, linfonodo de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 ap6s 13 sema-
nas de infecgao;

- Comparar a expressao de genes marcadores de células e citocinas nas lesdes, bago e linfo-
nodo popliteo das trés linhagens de camundongos infectados

- Determinar as porcentagens de populagdes celulares e citocinas produzidas por elas em lin-
fonodo e bago de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados ou nao

- Avaliar o indice de infec¢do em macrofagos isolados de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6;
- Avaliar a expressao de CP, LACK, LRR17, metacaspase, PDI e STI em amastigotas isola-
dos de lesdes de BALB/c e BALB/c nude apos 13 semanas de infeccao

- Determinar a atividade da metacaspase em amastigotas isolados de patas de BALB/c e
BALB/c nude ap6s 13 semanas de infec¢ao

- Avaliar a expressdo de LACK e metacaspase em amastigotas isolados de macr6fagos infec-
tados na presenca de IFN-y, IL-4 e IFN-y + IL-4

- Realizar a histopatologia das patas nao infectadas de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 e

infectadas por L. amazonensis ap6s 13 semanas de infec¢do
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3 METODOS
3.1 Cultivo de formas promastigotas de Leishmania amazonensis

Promastigotas de L. amazonensis cepa LV79 (WHO type — MPRO/72/M1841) foram
cultivados em estufa de 24° C em meio Warren completo pH 7,2 (37 g/L de Brain Heart Infu-
sion (Difco laboratories, Franklin Lakes, Nova Jersey, Estados Unidos da América), 0,1
mg/mL de acido folico (Sigma, St. Lois, MO, Estados Unidos da América), 0,01 g/L de he-
mina (Sigma) dissolvida em NaOH 2N, autoclavado por 15 minutos a 121°C, acrescidos de
20 pg/mL de gentamicina e 10% de soro fetal bovino (SFB). A cada sete dias os parasitos fo-

ram repicados para a densidade de 2x10°/mL.

3.2 Determinacido da carga parasitaria por captura de imagem in vivo

Uma linhagem de L. amazonensis que expressa o gene da luciferase,
MHOM/BR/1973/M2269 La-LUC (gentilmente cedida pela Dr. Silvia R. B. Uliana) foi utili-
zada para visualizacdo in vivo da carga parasitaria, conforme ja descrito (REIMAO et al.,
2013). O experimento foi realizado com 6 animais BALB/c, 6 BALB/c nude e 6 C57BL/6, in-
fectados na parte inferior da pata com 2x10° promastigotas de fase estacionaria. A espessura
das patas infectadas e ndo infectadas foram medidas semanalmente durante 13 semanas e a
luminescéncia analisada durante o mesmo periodo usando o sistema IVIS Spectrum, Caliper
Life Sciences. Para a avaliagdo da luminescéncia os animais foram inoculados (i.p) com 75
mg/kg VivoGlo ™ luciferina (Promega Corporation, Madison, WI, Estados Unidos da Amé-
rica) e ap6s 15 minutos anestesiados em atmosfera de 2,5% de isoflurano (Cristalia, Sdo Pau-
lo, SP, Brasil) e transferidos para a cdmara de captura da imagem. Imagens foram adquiridas
21 minutos apo6s a injecdo de luciferina e os fotons emitidos quantificados usando o modo de
alta resolucdo. A emissdo de fotons total de uma regido definida de interesse (ROI) que cor-
responde a lesdo da pata foi quantificada através do software Living Image versao 4.3.1 (Ca-
liper Life Sciences) e expressa como o numero de fotons/s/ROI. O mesmo ROI foi aplicado a

todos os animais.
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3.3 Determinac¢ido da carga parasitaria por diluicdo limitante

Os mesmos animais utilizados para captura de imagem foram sacrificados em cama-
ra de CO; apds as 13 semanas de infeccdo. Foram retiradas as pata com lesdo e os linfonodos
popliteos, processados com bisturi e macerados em PBS com Potter. O material resultante foi
mantido em gelo por 30 min. Posteriormente centrifugou-se a 50 xg por 10 min a 4 °C e re-
cuperou-se o sobrenadante. Este foi centrifugado a 1750 xg por 25 min a 4 °C. O sobrenadan-
te foi descartado e o pellet ressuspenso em PBS e lavado 3x com centrifugacdes a 1750 xg por
17 min a 4 °C. Apos a tltima centrifugacdo os parasitos foram ressupensos em 1 mL de meio
199 e contados em Camara de Neubauer. A partir dai foram realizadas dilui¢des sucessivas de
1:10 (180 puL de meio 199 suplementado com 10% de SFB + 20 pg/mL de gentamicina + 20
uL da solucdo de parasitos) em placa de 96 pogos. As placas foram incubadas por 7 dias a 25
°C para posterior verificagdo do ultimo pogo em que se observavam formas promastigotas
(LiMA et al., 1997). A analise dos dados foi feita com o programa ELIDA (ELIDA Software

Carl Tarswel).

3.4 Extracido de RNA de baco, linfonodo e patas de camundongos infectados

A extragdo de RNA foi feita utilizando Trizol, seguindo as instru¢des do fabricante
(Life Technologies, Carlsbad, CA, Estados Unidos da América). Apos o periodo de infec¢do
os bacos, linfonodos e patas foram processados em Polytron com 1-2 mL de Trizol em tempe-
ratura ambiente (TA) e o material obtido transferido para tubos tipo eppendorf. Para cada
ImL foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio e a mistura foi rigorosamente agitada por 15
segundos e mantida em repouso por 3 minutos. Apos centrifugacdo a 16.000 xg por 15 minu-
tos a 4 °C a fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para outro tubo e misturada por inver-
soes com 250 pL de isopropanol + 250 pL. de uma solucao 0,8M de Citrato de sodio 1,2M de
NaCl. A amostra foi incubada por 10 minutos em TA e o RNA recolhido por centrifugacdo a
16.000 xg por 15 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% gelado,
centrifugado nas mesmas condi¢des e seco em TA. O RNA foi ressuspenso em 10 pL de agua
DEPC (Life Technologies), rigorosamente agitado, aquecido por 10 minutos a 65 °C e trans-
ferido para gelo. O RNA foi quantificado por espectrofotometro (Nanodrop - Thermo Scienti-
fic, Waltham, MA, Estado Unidos da América) no comprimento de onda de 260 nm e o grau

de pureza da amostra avaliado pela relagdo entre as leituras a 260 e 280 nm (relagdo ideal en-
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tre 1,8 e 2,0). A fim de se verificar a integridade do RNA e possivel contamina¢cdo com RNA

gendmico as amostras foram avaliadas por eletroforese em gel de agarose 2%.

3.5 Transcricao reversa

A transcrigdo reversa do RNA para cDNA foi feita utilizando a enzima SuperScript™
II Reverse Transcriptase (Life Technologies). A 2,0 pg de RNA adicionaram-se 50 ng de ran-
dom primers, 250 ng de oligo (dT), 500 uM de dNTP (Life Technologies) em H,O DEPC pa-
ra 20 pL. Esta mistura foi aquecida por 5 minutos a 65 °C e por 2 minutos a 42 °C em termo-
ciclador. Em seguida foram adicionados 7 mM DTT, 40 U de inibidor de RNase (RNase-
OUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor — Life Technologies), 200 U da transcriptase re-
versa, tampao 20 mM Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM KCI. Essa mistura foi incubada por 50 minu-
tos a 42° C e 15 minutos a 70°C.

3.6 Real Time RT-PCR

Empregado para comparar os niveis de mRNA dos seguintes genes: TGF-f, CD3e,
MGL-2, CD68, IFN-y, TNF-o, iNOS, IL-4, IL-15 ¢ GAPDH nas diferentes amostras. Os pri-
mers utilizados foram desenhados pelo laboratorio ou baseados em (MARINHO et al., 2009)
foram os seguintes:

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de Real-Time RT-PCR.

Gene FORWARD REVERSE

TGF-p 5’-GGAGAGCCCTGGATACCAA -3’ 5’-TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC-3’
CD3e 5’-TCTCGGAAGTCGAGGACAGT-3’ 5’-ATCAGCAAGCCCAGAGTGAT-3’
MGL-2 5’-GGATCCCAAAATTCCCAGTT-3’ 5’-TCCCTCTTCTCCAGTGTGCT-3’
CD68 5’-ACTCATAACCCTGCCACCAC-3 5’-GATTTGAATTTGGGCTTGGA-3’
IFN-y 5’-CACACTGCATCTTGGCTTTG-3’ 5’-TCTGGCTCTGCAGGATTTTC-3’
TNF-a 5’-AATGGCCTCCCTCTCATCAGTT-3’ 5’-CCACTTGGTGGTTTGCTACGA-3’
iNOS 5’-CACCTTGGAGTTCACCCAGT-3’ 5’-ACCACTCGTACTTGGGATGC-3’
IL-4 5’-GCCTGGATTCATCGATAAGCTG-3’ 5’-GAGTAATCCATTTGCATGATGCTCT-3’
IL-18 5’-GCCCATCCTCTGTGACTCAT-3’ 5’-AGGCCACAGGTATTTTGTCG-3’
GAPDH 5’-GGTCGCTGTGAACGGATTTG- 3 5’-GGGTCGTTGATGGCAACAAT -3
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As reacdes de PCR em tempo Real foram realizadas em triplicatas utilizando por
pogo 1,97 uL. do cDNA diluido 1:10, oligonucleotideos nas concentra¢des padronizadas, 7,6
puL de SYBR Green Mix e H20 nuclease free em quantidade suficiente para 15 pL. As condi-
¢coes de amplificacdo utilizadas foram as seguintes: 15 minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos
de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos e 68 °C por 30 segundos em equipamento
Mastercycler ep Realplex — Eppendorf (Hamburgo
Alemanha). A especificidade da amplificagdo foi confirmada pela da curva de melting usando
o programa: 30 segundos a 95° C, 30 segundos a 60 °C, 15 segundos a 95 °C.

Apo6s a determinacdo das concentragdes ideais e das eficiéncias de amplificacdo de
cada par de oligonucleotideo, utilizamos o método de 27" para o calculo da quantificagio re-
lativa (QR) com o gene normalizador GAPDH, pois todos os genes apresentaram eficiéncias
em torno de 2.

QR =2AACt, onde ACt = Ct alvo — Ct referéncia, ¢ AACt = ACt amostra — ACt controle

3.7 Analise de populagdes celulares por citometria de fluxo

As células foram isoladas de bago e linfonodo popliteo de animais infectados (13
semanas) e nio infectados (com idades semelhantes). Para marcagdo de superficie, 10° células
foram lavadas e ressuspensas em 25 uL de PBS pH 7.4, contendo 2% de SFB ¢ 0,1% de azida
sodica com anticorpos anti-CD4; anti-CDS; anti-CD11b e anti-CD49B (BD Pharmingen ®,
Franklin Lakes, Nova Jersey, Estados Unidos da América) a 0,25 mg/mL e incubadas durante
30 min a 4 °C. Ap0s a incubacdo, as células foram lavadas com PBS e centrifugadas a 450 xg
durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi eliminado e as células ressuspensas em 400 uL de
1% de formaldeido para andlise no citometro FACSAccuri (BD Pharmingen ®). Para a mar-
cacdo intracelular de IL-4, IFN-y, IL-10 e IL-12 as amostras foram cultivadas com PMA (50
ng/mL) e ionomicina (1 mg/mL) (Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, Estados Unidos da América)
ou sem estimulo, em presenca de Brefeldina A (1 mg/mL) (BD Biosciences) durante 3-5 ho-
ras. Essas células foram lavadas e a superficie foi marcada como descrito. Apos essa marca-
¢do, as células foram permeabilizadas utilizando Kit Cytofix/Cytoperm (BD Pharmingen ®),
de acordo com as instrugdes do fabricante. As células foram incubadas com 50 uL de Cyto-
fix/Cytoperm durante 20 minutos a 4 °C. Posteriormente foram lavadas com Permwash e cen-
trifugadas a 450 xg, durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspen-
sas em 25 uL de Permwash com anticorpos anti-IL-4 PE, anti-IL-10 APC, anti-IFN-y FITC e

anti-IL-12 PE (BioLegend) e incubadas durante 20 minutos a 4 °C. Ap0s a incubagdo, as célu-
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las foram lavadas em Permwash e ressuspensas em paraformaldeido a 1% para analise no ci-

tometro de fluxo.

3.8 Obtencdo de extrato protéico de formas promastigotas

Promastigotas da cepa LV79 foram contados, lavados em PBS e lisados em PBS +
Proteoblock 1:100 (Fermentas®/Thermo Scientific) na proporgdo de 10° parasitos/300 uL por
8 ciclos de incubagdo em N2 liquido seguido de banho maria a 40 °C. Posteriormente foram
centrifugados a 10.000 xg por 3 min a 4 °C, foi recuperado o extrato solavel, e a quantificagdo
das proteinas foi feita pelo método de Bradford (Bio-rad, Hercules, California, Estado Unidos

da América).

3.9 Obtencdo de extrato protéico de formas amastigotas isolados de lesao

Os animais foram sacrificados em camara de CO; e as patas com lesdo retiradas,
processadas com bisturi e maceradas com PBS em Potter. O material resultante foi mantido
em gelo por 30 min. Posteriormente centrifugou-se a 50 xg por 10 min a 4 °C e recuperou-se
o sobrenadante. Este foi centrifugado a 1750 xg por 25 min a 4 °C. O sobrenadante foi descar-
tado e o pellet ressuspenso em PBS e lavado 3x com centrifugagdes de 1750 xg por 17 min a
4 °C. Na ultima centrifuga¢do o sobrenadante foi descartado ¢ o pellet foi ressuspenso em 30
mL de meio RPMI com 4% de SFB e incubado sob agitagdo por 3 horas em TA. A amostra
foi centrifugada a 1750 xg a 4 °C por 17 min ¢ o pellet ressuspenso em tampao de lise de he-
macias por 1 min em gelo, com posterior adicdo de PBS e realizagdo de trés lavagens segui-
das de centrifugagdo a 1750 xg por 17 min a 4 °C. O pellet foi ressuspenso em 1 ml de PBS os

parasitos contados. A preparagdo do extrato soluvel foi feita como citado em 3.9.

3.10 SDS-PAGE

O gel de separacao foi feito com 12% acrilamida, 0,375 M de Tris pH 8,8, 0,1% de
SDS, 0,1% de persulfato de amdnio e 0,04% de TEMED. Apos sua polimerizagdo aplicou-se
o gel de empilhamento contendo 5% de acrilamida, 0,125M Tris-HCI pH 6,8, 0,1% de SDS,
0,1% de persulfato de amonio e 0,1% de TEMED. As amostras (10 ug) foram preparadas
acrescentando-se tampao de amostra para 1x final (2,5% SDS, 0,25M Tris/HCI pH 6.8,
0,625% azul de bromofenol, 5% 2B-mercaptoetanol, 0,625% glicerol), fervidas a 95 °C por 5

min e aplicadas nas canaletas. A eletroforese foi realizada a 60V para o gel de empilhamento
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e 100V para o de separacdo, em tampao de corrida (25 mM de Tris-HCI, 250 mM de glicina e
0,1% de SDS).

3.11 Western Blotting

A transferéncia das proteinas para a membrana de nitrocelulose foi realizada em
tampao de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, 0,1% SDS e pH 8,2)
por 1 hora a 100 V utilizando o equipamento “Mini Trans-Blot” (Bio-Rad). A membrana foi
corada com o Ponceau S (0,2% Ponceau S em 5% Ac. Acético), lavada com agua e bloqueada
com 5% leite em pd desnatado em PBS 0,1% Tween 20 por 1 hora a TA. Apds o bloqueio in-
cubou-se com o anticorpo primdrio desejado (anti-CP 1:10.000 anti-LACK 1:2.500; anti-
LRR17 1:1.500, anti-Metacaspase 1:200; anti-PDI 1:1.600 ou anti-STI 1:200) diluido em
2,5% leite molico em PBS 0,1% Tween 20, por 2 horas a TA. Foram realizadas 3 lavagens de
10 minutos com PBS 0,1% Tween 20 seguidas de incubacdo com anticorpo secundario (anti-
IgG de coelho — KPL (Gaithersburg, Maryland, Estados Unidos da América) 1:20.000 para os
anticorpos anti-LACK, anti-LRR17, anti-Metacaspase e anti-PDI; e anti-IgG de camundongo
— KPL 1:100.000 para os anticorpos anti-CP e anti-STI) por 1 hora a TA. Foram realizadas
duas lavagens de 10 minutos com PBS 0,1% Tween 20 e uma com PBS. A membrana foi in-
cubada com ECL (Amersham™ ECL™ detection systems, GE, Buckinghamshire, Reino
Unido) por 5 minutos e exposta a filmes de raioX. As bandas de interesse foram analisadas
pelo Software ImageJ e os resultados normalizados pela intensidade da banda da proteina
GAPDH. A determina¢do da melhor dilui¢do a ser utilizada para cada anticorpo (primario ou
secunddrio), assim como os tempos de incubacdo e lavagens foi previamente padronizada em
ensaios de Western blotting utilizando-se de 10 ug extratos proteicos soltveis de formas pro-

mastigotas de Leishmania amazonensis (LV79).

3.12 Analise da atividade tripsina-like em extrato de amastigotas

Para cada 2 ug de extrato protéico soluvel foram utilizados 1,5 mL de tampao para
determinagdo de atividade tripsina-like (50 mM de Tris-HCI, 15 mM de NaCl, 5mM de Ditio-
treitol - DTT pH8 e 10 mM de CaCl). Cubetas com tampao foram pré-incubadas por 1 minuto
a 30,5 °C e as amostras e o substrato sintético para cisteino-proteinases Z-Arg-Arg-AMC para

10 uM finais foram acrescidos e mantidos a 30,5 °C. A leitura foi monitorada continuamente
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em fluorimetro Hitachi F-4500 com comprimento de onda de 380 nm para excitagdo e 460 nm
para emissdo. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias de florescéncia por mi-

nuto (UAF/min).

3.13 Infeccdo de macrofagos peritoneais com promastigotas na presenca de IFN-y e IL-

4

Macrofagos peritoneais residentes foram coletados de BALB/c e plaqueados con-
forme descrito no item 3.8. A infec¢do foi realizada com promastigotas LV79 de fase estacio-
naria na propor¢ao 5:1 durante 24 horas na presenca de IFN-y (R&D Systems, Mineapolis,
MN, Estados Unidos da América) nas seguintes concentracdes: 0,0 ng/mL; 5,9 ng/mL, 11,8
ng/mL e 23,6 ng/mL; ou na presenca de IL-4 (R&D Systems): 0,0 ng/mL, 2,0 ng/mL, 5,0
ng/mL e 50 ng/mL. A montagem das laminas e calculo do indice de infec¢do foram feitos

como descrito no item 3.8.

3.14 Obtencio de macrofagos medulares

Células medulares foram obtidas do fémur de animais previamente sacrificados em
camara de CO,. As epifises foram cortadas e os fémures foram mergulhados em éalcool 70% e
lavados em PBS 1X estéril. As células foram recolhidas lavando o canal medular com 5 mL
de meio R2030 (50 mL de RPMI, 30 mL de sobrenadante de cultura de fibroblasto L.929 e 20
mL de Soro Fetal bovino) com uma agulha 21 G conectada a uma seringa de 5 mL. As células
retiradas foram transferidas para placas de Petri de poliestireno estéril (Optilux'™') e mantidas
a 37 °C, 5% de CO; por 7 dias. No terceiro/quarto dia foram acrescentados mais 10 mL de
meio R2030 e apds o sétimo dia o meio foi descartado e foram adicionados 5 mL de meio
RPMI gelado sem SFB. No final dos 7 dias o meio foi descartado e os macréfagos aderidos
foram incubados com meio RPMI nao suplementado gelado em gelo por 15 min. Foi utilizado
Cell Scraper para descolar os macrofagos, que foram centrifugados a 300 xg por 10 minutos a
4 °C e posteriormente ressuspensos em meio R105 (85 mL de RPMI, 5 mL de sobrenadante
de cultura de fibroblasto L929 e 10 mL de Soro Fetal bovino) para a contagem em camara de
Neubauer e posteriormente transferidas para garrafas de cultura e mantidas por 24 horas em

estufa com 5% de COs,.
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3.15 Infec¢do de macrofagos medulares com formas promastigotas

A infec¢do de macrofagos medulares com formas promastigotas de L. amazonensis
foi realizada na propor¢io 10:1 (total de 2,75x10° macrofagos para 2,75x10° promastigotas)
em meio RPMI suplementado com 20 pg/mL de gentamicina e 10% de SFB. A infec¢do teve

duragdo 3 dias em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO,.

3.16 Isolamento de formas amastigotas de macrofagos medulares e infec¢io dessas célu-

las com amastigotas sob estimulo de IFN-y e/ou IL-4

Ap6s os 3 dias de infecgdo (item 3.15) os amastigotas foram isolados dos macrofagos
medulares. Para tanto, coletou-se o meio de cultura e as células aderentes foram lavadas rapi-
damente com PBS 1x a 37°C e incubadas com 3 mL de PBS 1x 0,01% SDS a 34 °C por 10
min sob constante agitagdo. No final dessa etapa foram adicionados 3 mL de PBS acrescido
de 30% de SBF. Posteriormente os macrofagos foram lisados em Potter. Os parasitos foram
transferidos para o tubo contendo o sobrenadante da cultura e centrifugados a 1750 xg por 10
min. O sobrenadante foi descartado, os parasitos foram ressuspensos em meio RPMI 1640 pH
7,2 com 4% de SFB e mantidos sob agitacdo em TA por 3 horas (para rompimento de mem-
branas endociticas). Passado esse tempo foram centrifugados a 1750 xg por 10 min, ressus-
pensos em PBS e contados. Os amastigotas foram entdo utilizados para infectar novos macro-
fagos medulares previamente plaqueados na propor¢ao de 5:1 parasitas:macréfago. Nessa in-
fec¢do foram adotadas as seguintes condi¢des (em triplicata) 1: macréfagos ndo infectados; 2:
macrofagos infectados na presenga de 23,6 ng/mL de IFN-y ; 3: macrofagos infectados na
presenca de 50 ng/mL de IL-4 —; 4: macréfagos infectados na presenca de IFN-y e IL-4; 5:
macrofagos infectados sem citocinas. A infec¢do teve duragdo de 3 dias e os amastigotas fo-
ram isolados como descrito acima. Os amastigotas foram usados para preparagdo de extrato

proteico, como descrito no item 3.9.
3.17 Analise Histopatologica
Ap6s os sacrificio dos animais infectados (13 semanas de infec¢do) e ndo infectados

foram obtidos dos mesmos as patas, bago, linfonodo popliteo e figado para a andlise histopa-

toldgica, no entanto somente as patas foram analisadas até o momento. O material foi cortado
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em pequenos fragmentos e acondicionado em cassete para ser posteriormente parafinado e
cortado em microtomo para a obtencdo dos cortes histologicos e confec¢do das laminas. O
processo de preparo do material (parafina, corte em microtomo e montagem das laminas) foi
realizado pelo departamento de Imunologia da Universidade de Sao Paulo. Apds a montagem
das laminas foi realizada a leitura das mesmas. Foram avaliadas 3 laminas, cada contendo
contendo 3 cortes seriados do tecido a ser analisado. Foram adotados os seguintes pardmetros
para semi quantificacdo: 0 (zero) - quando hé auséncia da célula/estrutura em questdo, 1 (um)
para a presenca da célula/estrutura em questdo, 2 (dois) para presenga moderada da célu-

la/estrutura em questdo e 3 (trés) para abundancia da célula/estrutura em questao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Evolugio da infec¢io e da carga parasitaria em diferentes tecidos por imageamento

in vivo e dilui¢ao limitante

Camundongos BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 foram infectados na pata esquerda
com formas promastigotas de L. amazonensis. Ao longo de 13 semanas foram feitas medidas
da espessura das patas infectadas e ndo infectadas, e as espessuras das lesdes sdo mostrados
na figura 1. Foi observado que em C57BL/6 e BALB/c houve aumento da espessura mais pre-
cocemente do que em BALB/c nude. Em C57BL/6 a espessura da pata apresentou o pico en-
tre a sexta e sétima semanas e posteriormente regrediu, tornando-se significativamente menor
do que as dos demais (figura 1). Em BALB/c e BALB/c nude observou-se aumento do didme-
tro até o término das 13 semanas, sendo que a espessura das patas infectadas em BALB/c fo-
ram sempre maiores do que em BALB/c nude. A andlise da area sob a curva de espessura da
pata mostrou que as patas de BALB/c aumentaram mais que as de BALB/c nude e C57BL/6 e
as de BALB/c nude mais que as de C57BL/6. No final das 13 semanas os animais foram sa-

crificados.
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== (C57BL/6
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Figura 1 — Diametro da pata em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados com Leishmania amazonensis.
(diferenga entre patas infectadas e ndo-infectadas) durante 13 semanas de infecgdo de 15 animais.
Analise estatistica por ANOVA. * = p <0,05, ** = p <0,01, *** = p <0,001 a partir da 4rea sob a
curva (AUC).
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Resultados semelhantes foram verificados no ensaio da avaliacdo da carga parasitaria

realizado por bioluminescéncia (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 - Carga parasitaria estimada pela luminescéncia em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (6, 4 ¢ 6 ani-
mais, respectivamente) infectados com Leishmania amazonensis MHOM/BR/1973/M2269 La-LUC.
Analises estatisticas por ANOVA. * =p < 0,05, a partir da area sob a curva (AUC).
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Figura 3- Imagem capturada pelo IVIS dos animais ap6s 13 semanas de infec¢éo
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Nesse experimento ndo houve diferenga na carga parasitaria estimada pela lumines-
céncia entre os animais até o final da décima terceira semana. Assim como observado na es-
pessura da pata (figura 1) houve um pico de luminescéncia na sexta semana com posterior
queda até ao final das 13 semanas. Em BALB/c e BALB/c nude, conforme observado na me-
dida da espessura das patas, a luminescéncia continuou a aumentar até o final das 13 semanas,
quando os animais foram sacrificados para o isolamento de amastigotas de lesdo, bago e lin-
fonodo para a realizagdo da determinagdo da carga parasitaria pelo método da diluicao limi-
tante. No entanto, contrariamente a medida de espessura, em BALB/c ndo foi observada mai-
or luminescéncia do que em BALB/c nude e C57BL/6. Ressalta-se nesse experimento que a
andlise da area sob a curva das trés linhagens mostrou-se ser semelhante ao longo das 13 se-
manas (Figura 2).

A menor espessura das patas infectadas em BALB/c nude deve-se a reduzida respos-
ta inflamatdria nesses animais, que esta diretamente relacionada com a deficiéncia de linfoci-
tos T CD4, responsaveis pelo recrutamento de células ao local da infeccdo (SOONG et al.,
1997).

A regressdo da lesdo observada em C57BL/6 ja havia sido relatada em outros estudos
comparando a infeccdo em C57BL/6 e BALB/c (FELIZARDO et al., 2007). Na primeira linha-
gem foram observadas regressdo da lesdo e menor carga parasitdria, no entanto o parasito ndo
era erradicado completamente (FELIZARDO et al., 2007). Em nosso estudo observamos uma
regressao da lesdo a partir da sétima semana, com reducdo total da espessura ao final de 13
semanas. No entanto, parasitos ainda foram encontrados nas patas infectadas, como serd mos-
trado na figura 4, corroborando o que havia sido mostrado anteriormente.

A avaliagdo da carga parasitaria por emissao de luminescéncia pela utilizacdo de pa-
togenos transgénicos que expressam luciferase ¢ uma ferramenta de grande valia, j& que pos-
sibilita a andlise da infecc¢do in vivo em tempo real (BEATTIE et al., 2008). Com essa tecnolo-
gia ¢ possivel mapear toda a evolu¢do da infec¢ao por Leishmania sem a necessidade da utili-
zacdo de um grande nimero de animais. Essa técnica ja havia sido validada com a finalidade
de se acompanhar a carga parasitaria de L. amazonensis em ensaios que avaliaram a eficacia
de novas drogas (REIMAO et al., 2013).

Além da avaliacdo da espessura da pata e determina¢do da carga parasitaria por
emissdo de luminescéncia, também foi realizada a quantificacdo de parasitos em pata e linfo-
nodo popliteo no final das 13 semanas pelo método da diluicao limitante. Os dados sdo apre-

sentados nas figuras 4 e 5.
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Carga parasitaria (x 105)
S

Figura 4 - Carga parasitaria em pata de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6. (6, 4 € 5 animais, respectivamente)
13 semanas apo6s a infec¢do com Leishmania amazonensis MHOM/BR/1973/M2269 La-LUC. Ana-
lises estatisticas por ANOVA. *=p=<0,05
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Figura 5 - Carga parasitaria em linfonodo de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6. (6, 4 e 5 animais, respectiva-
mente) 13 semanas ap0s a infecgdo com Leishmania amazonensis MHOM/BR/1973/M2269 La-LUC.
Andlises estatisticas por ANOVA. * =p < 0,05
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Nas patas observamos que BALB/c nude apresentaram mais parasitos que BALB/c e
C57BL/6, embora essa diferenca seja significativa somente em relacdo ao C57BL/6 (Figura
4). Ja nos linfonodos, o numero de parasitos foi significativamente maior em BALB/c nude
do que em BALB/c e C57BL/6 (Figura 5). A maior carga parasitaria em BALB/c nude pode
ser atribuida a imunodeficiéncia desses animais, o que favorece a proliferagdo dos parasitos.
Em infecgdo realizada em C57BL/6 nude ndo foi observado aumento da espessura das patas
durante as 20 primeiras semanas de infeccdo (SOONG et al., 1997). Tal fato difere do encon-
trado por nods na infeccdo em BALB/c nude, apesar de ambos animais apresentarem imunode-
ficiéncia. As diferencas entre os dois trabalhos podem ser atribuidas a diferencgas na linhagem
murina, carga parasitaria do indculo, cepa do parasito e/ou local da infec¢do (SOONG et al.,
1997).

Além da carga parasitaria, também analisamos o peso relativo de bago e linfonodo de
animais infectados ou ndo, pois infec¢des por espécies de Leishmania que causam doengas
cutaneas podem aumentar linfonodos drenantes da lesdo (AGUILAR TORRENTERA et al., 2002;

WANASEN et al., 2008) Os dados sdo mostrados nas figuras 6 e 7.
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Figura 6 - Peso relativo (6rgdo/animal) do bago de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (5 animais de cada) 13
semanas apods a infeccdo com Leishmania amazonensis LV79. Andlises estatisticas por ANOVA. *
=p=<0,05; **=p=<0,01; *** =p<0,001.
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Figura 7 - Peso relativo do linfonodo popliteo de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (5 animais de cada) 13 se-
manas apos a infeccdo com Leishmania amazonensis LV79. Andlises estatisticas por ANOVA. *=p
<0,05, **=p<0,01 e ***=p <0,001.

Na figura 6 verificamos que nos animais do grupo controle houve diferenca no peso
relativo do bago entre BALB/c nude e BALB/c, BALB/c nude ¢ C57BL/6 ¢ BALB/c ¢
C57BL/6. Ap6s 13 semanas de infec¢do houve um aumento em BALB/c. Acreditamos que o
controle da infeccdo em C57BL/6 fez com que o peso do bago nessa linhagem ndo aumentas-
se como nos BALB/c, nos quais o constante estimulo gerado pela presenga e proliferacao dos
parasitos promoveu o aumento do bago até o0 momento do sacrificio. Em BALB/c nude a defi-
ciéncia de células T parece comprometer o recrutamento de células e consequentemente o
aumento do 6rgio.

Com relagdo aos linfonodos, observamos pesos relativos semelhantes nos animais
controle e aumento de aproximadamente dez vezes em BALB/c e BALB/c nude e de apenas
trés vezes em C57BL/6 apds a infec¢do. Acreditamos que BALB/c e nude tiveram maior au-
mento porque apos 13 semanas de infec¢do as lesdes ainda apresentam crescimento em ter-
mos de parasitas e espessura, o que leva ao recrutamento de células ao linfonodo drenante. A
regressao das lesdes em C57BL/6 resulta em pouco recrutamento de células aos linfonodos
nessa linhagem.

J& havia sido relatado que linfonodos de BALB/c infectados com L. amazonensis

continham 6,5 vezes mais células do que os controles, enquanto que em C3H esse aumento
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ndo passava de 2,5 vezes (WANASEN et al., 2008). Diferentemente de nossos resultados, em
infeccdo com L. mexicana ndo foi observada diferenca nos linfonodos de BALB/c e C57BL/6
at¢ 14 semanas de infec¢do, e os linfonodos de BALB/c aumentaram apds esse periodo
(AGUILAR TORRENTERA et al., 2002). Essas discrepancias sdo provavelmente devidas a dife-

rengas na viruléncia das cepas/espécies usadas.

4.2 Avaliaciao da expressiao de genes relacionados a resposta imune em pata de BALB/c,
BALB/c nude e C57BL/6

A expressao dos genes iNOS, IFN-y, IL-4 e IL-1( foi analisada nas patas de animais
BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 apds 13 semanas de infec¢do por Real-Time RT (Figura
8).
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Figura 8 - Expressdo relativa por Real Time RT-PCR de iNOS, IFN-y, IL-1f e IL-4, normalizada por GAPDH
em patas infectadas de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (3, 4, 4 animais respectivamente). Analise
estatistica por ANOVA. * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; p<0,0001.

Como pode ser observado na figura 8 houve significativamente maior expressdo dos
quatro genes em BALB/c quando comparado com os demais animais. Entre BALB/c nude e
C57BL/6 nao diferenga em nenhum dos genes.

A expressdo concomitante de genes como /L-4 e IFN-y em BALB/c mostra que na

pata desses animais, no final das 13 semanas, ha um perfil de reposta imune com padrdo mis-
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to. Ja ¢ sabido que camundongos infectados por L. amazonensis ndo apresentam polarizagao
de reposta imune como ocorre em infecgdes por Leishmania major (J1 et al., 2002; TRIPATHI
et al., 2007). Dessa forma, citocinas que caracterizam um perfil Th2 como a IL-4 e um perfil
Thl, como o INF-y sdo expressas simultaneamente. Possivelmente esse seja um dos motivos
do diferente curso de infeccdo observado em animais quando infectados por L. amazonensis
em comparagdo com L. major (J1 et al., 2002). Além disso, a maior expressao de iNOS, IFN-y,
IL-4 e IL-1p em BALB/c ¢ compativel com maior recrutamento de células e infecgdo ativa
nessa linhagem, o que justifica a maior espessura das patas (figura 1) quando comparada aos
demais animais.

Os menores niveis de expressdo desse genes em BALB/c nude deve-se ao pequeno
numero de linfocitos T. A expressdo de IFN-y e iNOS semelhante entre nude e C57BL/6 po-
deria ser atribuida a presenca de células NK, que apresentam importante atividade citotoxica,
sendo fundamentais em animais onde a concentracdo de células T ¢ baixa (ROLSTAD, 2001).
ativacdo de dessas células pode ser responsavel pela expressao relativamente elevada de iNOS
em BALB/c nude (BOEHM et al., 1997). Um outro fator que pode ser responsavel pela expres-
sdo semelhante dos quatro genes em C57BL/6 ¢ BALB/c nude, menor do que os de BALB/c,
¢ o controle da carga parasitaria em C57BL/6 a partir da sexta semana de infec¢ao (figura 1).
Como nesse experimento foi avaliada a expressdo dos genes ao término da décima terceira
semana, a resposta a infeccdo estaria provavelmente bastante reduzida. Um exemplo que re-
forca essa hipotese ¢ o da IL-1. Ja é sabido que a IL-1f ¢ produzida especialmente por mo-
ndcitos, macrofagos, células dendriticas (BARTON, 2008), e que parasitos tém a capacidade de
modular a produgdo dessa citocina por células dendriticas (XIN et al., 2008). A menor quanti-
dade de parasitas nas patas de C57BL/6 levaria a um menor recrutamento de mondci-
tos/macrofagos e menor estimulagdo de células dendriticas, acarretando, entdo, menor expres-

sdo de IL-1p.

4.3 Avaliacao da expressiao de genes relacionados a resposta imune em baco de BALB/c,
BALB/c nude e C57BL/6

Além da avaliagdo da expressao de genes nas patas infectadas, também foram avali-
ados alguns genes relacionados a populagdes celulares e perfil de reposta imune no bago de

BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados. Os resultados sdo mostrados na figura 9.
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Figura 9 - Expressdo relativa por Real Time RT-PCR de TGF-f3, CD3e, CD68, MGL-2, IFN-y, TNF-a, NOS,
IL-4 e IL-1§3, normalizados por GAPDH, em baco de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados
(3 animais de cada). Andlise estatistica por ANOVA * p<0.05e ** =p<0,01.

A analise de genes nas amostras revelou diferenca estatisticamente significativa ape-
nas para iNOS. Era de se esperar pouca ou nenhuma diferenca para marcadores como CD68 e
MGL-2, os quais se relacionam com células da imunidade inata. Ao contrario do esperado, a
expressdo de CD3e em BALB/c nude também nao mostrou diferenca estatistica em compara-
cdo com C57BL/6 e BALB/c. Tal fato pode ser atribuido ao pequeno nimero de amostras,
além da presenca de “T like cells” em tecidos linfoides periféricos, as quais apresentam em
sua superficie receptores de linfocitos T (ROLSTAD, 2001). Observa-se ainda na figura 9 simi-
laridade na expressao de /FN-y e IL-4 nos trés animais. Uma resposta Th1 x Th2 mista em in-
fec¢do por L. amazonensis pode justificar a semelhanga estatistica entre BALB/c e C57BL/6
(J1 et al., 2002). Esperavamos uma expressao bastante baixa de /L-4 em camundongos nude,
devido ao pequeno numero de células T produtoras dessa citocina T. Isso foi, de fato, obser-
vado, embora o grande desvio da expressdo em BALB/c tenha tornado essa diferen¢a nio sig-
nificativa (p=0,061).

Uma possivel explicagdo para a expressdo semelhante de /FN-y e TNF-a em
BALB/c nude seria a presenga de células NK, que apresentam importante atividade citotdxica,
sendo fundamentais em animais onde a concentracdo de células T ¢ baixa (ROLSTAD, 2001).
A baixa expressao de CD3e nos nude (’quase” estatisticamente significativa, com p=0,051)
justifica a evolu¢do mais lenta das lesdes, tendo em vista a falta de ativagdo e recrutamento

celular que seria desencadeada por linfocitos T. A presenga e ativacdo de células NK (BOEHM
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et al., 1997), bem como a redugdo em células T reguladoras, podem ser responsaveis pela
maior expressdo de iNOS em BALB/c nude. Outro dado relevante, apesar de ndo estatistica-
mente significativo, foi a baixa expressao de /L-/ em C57BL/6, conforme j& havido sido ob-
servado nas patas infectadas (Figura 8). Isso sugere uma correlagdo entre esse tecido linfoide
secunddrio e o local da infeccdo, pois células dendriticas e macréfagos no interior desses Or-
gaos também podem sofrer modulacdo direta do parasito na sintese da /L-1f (XIN et al.,
2007). Isso ¢ reforcado pela ja reportada infec¢ao de células dendriticas por Leishmania (DE

TREZ et al., 2009; VON STEBUT, 2007).

4.4 Avaliacdo da expressdo de genes relacionados a resposta imune em linfonodo de

BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6

A andlise da expressdo dos mesmos genes em amostras de linfonodo mostrou algu-
mas diferencas, apesar de nem todas terem sido estatisticamente significativas. Isso era de se
esperar considerando que parte dos parasitos e células apresentando seus antigenos sdo drena-
dos para tecidos linféides mais proximos ao foco da infeccdo (AGUILAR TORRENTERA et al.,

2002), nesse caso os linfonodos popliteos. Os resultados desse experimento sdo mostrados na

figura 10.
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Figura 10 - Expressdo relativa por Real Time RT-PCR de TGF-$, CD3e, CD68, MGL-2, IFN-y, TNF-a, NOS,
IL-4 e IL-1f3, normalizados por GAPDH, em linfonodo de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6, infec-
tados (3 animais de cada). Andlise estatistica por ANOVA * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; p
<0,0001.
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A MGL-2 ¢ uma molécula presente em macrdofagos e células dendriticas (RAES et al.,
2005). O respectivo gene foi mais expresso (embora ndo significativo, com p= 0,073) nas
amostras de C57BL/6, sugerindo maior recrutamento de células apresentadoras de antigeno
como células dendriticas e macréfagos (MGL-2 positivas) nesse camundongo. Por outro lado,
a expressdo de CD68, marcador de mondcitos, macrofagos, células dendriticas, neutrofilos,
mastocitos e basofilos (NG et al., 2009), foi mais acentuada em BALB/c nude e C57BL/6. Tal
fato pode estar relacionado ao predominio de células mieléides em BALB/c nude, tendo em
vista a baixa quantidade de células T. No caso dos C57BL/6 o maior numero dessas células
pode ser decorrente do recrutamento por células T ativadas. A migragdo de polimorfonuclea-
res e células mononucleares fagociticas para os linfonodos drenantes foi descrita como fun-
damental para a producdo de /L-12 e IFN-y nos estagios iniciais da infec¢do por L. major
(Dos SANTOS et al., 2008).

A expressao de iNOS foi novamente mais elevada em BALB/c nude, como ja obser-
vado em baco. Esta molécula ¢ produzida por macrofagos ativados que podem estar sendo es-
timulados por células NK (BOEHM et al., 1997), que representam uma populacdo celular im-
portante nos animais atimicos, tendo em vista a baixa quantidade de células T nesses animais.
Outra molécula mais expressa em BALB/c nude (ndo estatisticamente significativo) foi a /IL-
1B que, conforme ja descrito ¢ produzida por mondcitos, macrofagos e células dendriticas, as
quais, tendo em vista o baixo numero de linfocitos T nesses animais (baixa expressdo de
CD3e), acabam exercendo importante fun¢do na tentativa de controlar a infec¢do. Além disso,
em BALB/c nude ha poucas células T regulatorias, e, com isso, pode haver um favorecimento

na produc¢do de citocinas pro-inflamatdrias como /L-1 (MERCER et al., 2010).

4.5 Perfil celular e producido de citocinas em baco de BALB/c e BALB/c nude e
C57BL/6

Com a finalidade de avaliar o perfil celular e de citocinas presentes no baco dos ani-
mais infectados por L. amazonensis apos 13 semanas de infecc¢do, isolamos esse 6rgio e ana-
lisamos populagdes celulares e producdo de citocinas por citometria de fluxo. Esses experi-
mentos foram realizados sob a supervisdao do Professor Jean Pierre S. Peron do Departamento
de Imunologia do ICB. As células foram separadas em dois grupos, que chamamos de linha-
gem linféide e mieldide. Na linhagem linféide foram avaliadas as seguintes células: linfocitos

T CD4, linfocitos T CD8 e células NK, ja na linhagem miel6ide foram avaliados: mondcitos,
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macrofagos e neutrofilos, os quais foram caracterizados como sendo CD11b positivo em sua

superficie.
Além dos marcadores de superficie, também foram analisadas as citocinas produzi-

das por cada uma delas: IFN-y, IL-4, IL-10 e IL-12. A analise dos marcadores de superficie e
de citocinas produzidas pelas células foi realizada na auséncia e presenga de estimulo com

PMA e Ionomicina (conforme descrito em métodos). Os resultados estdo mostrados na figura

11,12, 13 e 14.
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Figura 11 - Porcentagem de células linféides e produgdo de citocinas em bacos de BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6 infectados ou ndo infectados (controle) com Leishmania amazonensis sem estimulo de
PMA. Andlises estatisticas por ANOVA; * =p <0,05; **=p< 0,01 e ***=p<0,001.
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Figura 11 - Porcentagem de células mieldides e producdo de citocinas em bacos de BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6 infectados ou ndo infectados (controle) com Leishmania amazonensis sem estimulo de
PMA. Andlises estatisticas por ANOVA; * =p <0,05; **=p< 0,01 e ¥***=p<0,001.
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Figura 12 - Porcentagem de células linféides e produ¢do de citocinas em bacos de BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6 infectados ou nao infectados (controle) com Leishmania amazonensis com estimulo de
PMA. Andlises estatisticas por ANOVA; *=p=<0,05; ** =p< 0,01 e ***=p <0,001.
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Figura 13 - Porcentagem de células mieldides e producdo de citocinas em bacos de BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6 infectados ou nao infectados (controle) com Leishmania amazonensis com estimulo de
PMA. Andlises estatisticas por ANOVA; * =p <0,05; **=p< 0,01 e ¥***=p<0,001.

As figuras 11 e 12 representam as porcentagens de células na auséncia de estimulo.
Na figura 11 ao compararmos os grupos controle com os infectados observamos que houve
diminuicdo estatisticamente significativa na porcentagem de células T CD8 em BALB/c e
C57BL/6, diminui¢ao da porcentagem de células T CD4 produtoras de IFN-y em BALB/c nu-
de, assim como diminuicdo de célula T CDS8 produtoras de IFN-y em BALB/c nude e
C57BL/6. Podemos observar que no grupo controle hd menos células T CD4 e TCDS em
BALB/c nude quando comparado com BALB/c e C57BL/6 e essa relagdo se manteve apos a
infec¢do. A porcentagem de células NK no grupo controle foi superior em BLAB/c nude, no
entanto apods a infec¢do ela ficou semelhante nas trés linhagens. A porcentagem de células T
CD4 produtoras de citocinas (IL-4 e IFN-y) no grupo controle foi superior em BALB/c nude,
0 mesmo se manteve no grupo infectado para a IL-4 mas ndo para o IFN-y, mostrando haver
uma tendéncia Th2 para esses animais. Além disso fica evidente que essas células sdo capazes
de produzir IL-4 e IFN-y. A figura 12 (células mieldides) mostra ndo haver diferenca entre as
células/citocinas no grupo controle, exceto para a porcentagem de CD11b produtora de IL-12
que mostrou-se superior em C57BL/6 em relagdo ao BALB/c nude. Quando comparamos os
grupos infectado e ndo infectados, observamos que a porcentagem de células CD11b aumen-
tou nas trés linhagens apds a infec¢do, sendo significativa em BALB/c nude e C57BL/6. Da
mesma forma a porcentagem de CD11b produtora de IL-10 em BALB/c aumentou e a porcen-
tagem de CD11b produtora de IL-12 diminuiu em C57BL/6. No grupo controle a producgdo de
IL-10 e IL-12 por essas células foi semelhante nos trés animais, no entanto no infectado a

porcentagem de CD11b produtora de IL-10 foi superior em BALB/c em comparagdo com o



56

BALB/c nude. Ressalta-se que a porcentagem de CD11b no grupo infectado foi superior em
BALB/c nude.

Quando analisamos células linfoéides e mieldides apos o estimulo com PMA + iono-
micina (figuras 13 e 14) verificamos que houve diminui¢do na porcentagem de células T CD4
e T CD8 em BALB/c e C57BL/6 no grupo infectado com relagdo ao controle. Ja a porcenta-
gem das células T CD4 produtoras de IL-4 e T CD4 produtoras de IFN-y aumentou em
BALB/c nude no grupo infectado. Com relagdo a porcentagem de células T CDS8 produtoras
de IFN-y, houve aumentos em BALB/c nude e C57BL/6 no grupo infectado. Em BALB/c nu-
de também observamos aumento na porcentagem de células NK no grupo infectado, o que
mostra o importante papel desenvolvido por elas durante a infecgdo, tendo em vista da falta de
células T. Ao analisarmos o perfil celular apoés a infec¢do, observamos que células T CD4
produtoras de IFN-y e IL-4 foram mais frequentes em BALB/c nude, assim como as células
NK e células T CD8 produtoras de [FN-y, sendo essa ultima superior com relacdo ao BALB/c
(figura 13).

Na linhagem mieloide (figura 14) foi observado aumento da frequéncia de células
CDI11b em BALB/c nude e C57BL/6 apds a infecgdo, ja a porcentagem de CD11b produtora
de IL-10 diminuiu em BALB/c nude e a de CD11b produtora de IL-12 diminuiu em BALB/c.
Ap6s a infec¢do a porcentagem de células CD11b foi maior em BALB/c nude infectado do
que nos demais. A porcentagem de CD11b produtora de citocinas foi semelhante entre as trés
linhagens apos a infecgdo.

Como era de se esperar, em BALB/c nude foram observadas baixas porcentagens de
células T CD4 e CDS. No entanto, nos chamou a aten¢do a maior frequéncia de células T
CD4 produtoras de IFN-y ou de IL-4 nesses animais, ou seja, apesar de serem atimicos suas
células T sdo funcionais. A producdo total de IL-4 no bago de nude, no entanto, deve ser me-
nor do que nos outros animais, como indicado pela abundancia do transcrito (figura 9). A
maior frequéncia de células NK pode ser consequéncia da baixa frequéncia de células T, ja
que os dados sdo percentuais. Ainda assim, essas células sdo provavelmente suficientemente
abundantes para justificar a maior expressao do gene de iNOS observada em bago e linfonodo
de BALB/c nude, tendo em vista que essas células também produzem IFN-y, a qual ¢ uma ci-
tocina fundamental para induzir a producdo de 6xido nitrico por macréfagos (MUKBEL et al.,
2007). Da mesma forma ficou claro ndo haver polarizacdo da reposta imune em BALB/c e
C57BL/6, ja que a porcentagem de células T produtoras de IL-4 e IFN-y foi semelhante entre

eles.
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4.6 Perfil celular e producio de citocinas em linfonodo de BALB/c, BALB/c nude e
C57BL/6

Assim como foi feito com o baco, também avaliamos o perfil celular e de citocinas
nos linfonodos popliteos dos animais controle e apos 13 semanas de infecg¢do por L. amazo-
nensis. Além dos marcadores de superficie, também foram analisadas as citocinas produzidas
pelas células. Alguns marcadores foram avaliados em linfonodo e ndo em bago, devido a pou-

ca disponibilidade dos anticorpos para realizacdo das duas marcagdes. Os resultados estdo

apresentados na figura 15, 16, 17 e 18.
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Figura 14 - Porcentagem de células linféides em linfonodos de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados ou
ndo infectados (controle) com Leishmania amazonensis sem estimulo de PMA. Andlises estatisticas
por ANOVA; *=p=<0,05; **=p<0,01 e ***=p<0,001.
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Figura 16 - Porcentagem de células linféides em linfonodos de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados ou
ndo infectados (controle) com Leishmania amazonensis com estimulo de PMA. Andlises estatisticas
por ANOVA; *=p=<0,05; **=p<0,01 e ***=p<0,001.
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Figura 17 - Porcentagem de células mieldides em linfonodos de BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 infectados
ou nio infectados (controle) com Leishmania amazonensis com estimulo de PMA. Andlises estatis-
ticas por ANOVA; *=p=<0,05; **=p<0,01 e ***=p<0,001.

As figuras 15 e 16 representam os resultados das células que ndo receberam estimulo
com PMA + Ionomicina. Quando comparamos os resultados do grupo controle frente ao in-
fectado pudemos observar que houve diminui¢cdo na porcentagem de células T CD4 em
BALB/c, assim como diminui¢do nas células NK em BALB/c nude e C57BL/6. J4 a porcen-
tagem de células T CD4 produtoras de IFN-y aumentou em BALB/c nude. Os resultados das
células linféides foram semelhantes aos de baco, ou seja, menores porcentagens de células T
CD4 e CD8 em BALB/c nude no grupo controle e infectados, estatisticamente significativos,
sendo que nos ultimos essa diferenca foi estatisticamente significativa (figura 15), no entanto
ndo foi observada diminui¢do nas populacdes de células T CD4 em C57BL/6 e T CD8 em
BALB/c e C57BL/6, como visto em no baco. Ja havia sido relatado que essas células podem
ter um aumento de até 4 vezes em animais infectados por L. amazonensis (WANASEN et al.,
2008), e em nosso caso o aumento foi maior do que o referido por esses autores. A porcenta-
gem de células T CD4 produtoras de IL-4 e IFN-y mostrou-se superior em BALB/c nude,
sendo a ultima estatisticamente significativa. Para as células mieldides (figura 16) nao houve
diferenca entre o grupo controle e infectado para cada um dos marcadores/animais. No grupo
controle a porcentagem de células CD11b foi superior em BALB/c nude ¢ C57BL/6 que em
BALB/c. No entanto essa relacdo ndo se manteve ap6s a infecgao.

Ao analisarmos o perfil de células linfoides/citocinas apés o estimulo com PMA +
Ionomicina verificamos que houve um aumento na porcentagem de células T CD4 e T CDS§
em BALB/c e C57BL/6 no grupo infectado, diferente do observado no bago, onde houve di-

minui¢do dessas células. Ja as células NK diminuiram em BALB/c nude e C57BL/6 apo6s a in-
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fecgdo. Com relacdo a porcentagem de células produtoras de citocinas, houve aumento na
porcentagem de células T CD4 produtoras de IFN-y em BALB/c nude. As células T CDS8 pro-
dutoras de INF-y aumentaram em BALB/c e BALB/c nude. Apds a infec¢do pudemos verifi-
car as populagdes de células T CD4 secretoras de IFN-y e T CD8 secretoras de IFN-y em
BALB/c nude foi superior as de BALB/c e C57BL/6 (figura 17). Como visto nas células do
baco, as poucas células T CD4 e T CDS8 dos linfonodos de BALB/c nude sdo capazes de pro-
duzir citocinas como IFN-y e IL-4.

Quando analisamos o perfil celular/citocinas em células da linhagem mieloide (figura
18) verificamos que houve aumento na porcentagem de células CD11b produtoras de IL-10
em BALB/c e C57BL/6 apos a infeccdo, no entanto, ndo observamos diferenca estatistica-
mente significativa entre as linhagens para cada marcador, tanto no grupo controle quanto no
grupo infectado.

De forma geral esses resultados nos mostram que nos trés animais a infec¢ao induz
uma resposta imune celular de padrao misto (conforme ja observado no bago), com recruta-
mento de células importantes para a captura e apresentacdo de antigenos, como células den-
driticas e macréfagos. Em BALB/c nude ha baixa frequéncia de células T CD4 e T CDS, no

entanto, essas células podem produzir IFN-y e IL-4 sob estimulo inespecifico como PMA.

4.7 Expressao de CP, LACK, LRR17, metacaspase, PDI e STI, em amastigotas isolados
de BALB/c e BALB/c nude

Muitos trabalhos publicados sobre Leishmania abordam a relagdo parasi-
to/hospedeiro do ponto de vista da modulacao na resposta imune do hospedeiro exercida pelo
parasito (AFONSO E SCOTT, 1993; CARLSEN et al., 2013; MILLS et al., 2000; OLIVIER et al.,
2005; SANABRIA et al., 2008). A fim de avaliar se o parasito sofre modulacdo pela resposta do
hospedeiro realizamos cinco experimentos nos quais foram infectados 5 animais BALB/c e 5
animais BALB/c nude. Ao final de 13 semanas esses animais foram sacrificados e foram iso-
lados amastigotas das patas infectadas, que foram reunidos em dois pools (um de BALB/c e
um de BALB/c nude por experimento) e lisados para obten¢do de extrato protéico. Para veri-
ficar a influéncia da resposta imune do hospedeiro sobre os amastigotas selecionamos, com
base na literatura de fatores de viruléncia em diferentes espécies de Leishmania, 6 proteinas
relacionadas com a sobrevivéncia/viruléncia do parasito: CP, LACK, LRR17, metacaspase,

PDI e STI, cuja abundancia foi avaliada em extrato protéico soltivel dos amastigotas por Wes-
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tern Blotting. A expressdo dessas proteinas foi analisada nos extratos de amastigotas de lesao
mencionados.
Nas figuras 19 e 20 mostramos o Western Blotting e a expressdo normalizada de
LACK e metacaspase nas amostras de amastigotas isolados de BALB/c e BALB/c e nude.
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Figura 18 - Expressdo de LACK (B) por Western blotting em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e
BALB/c nude (total de 5 experimentos). (A) representa imagem de Western blotting mostrando
proteina de interesse (banda superior) e GAPDH (banda inferior,) em extratos soluveis de amasti-
gotas isolados de BALB/c (1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * =p <
0,05.
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Figura 19 - Expressdo metacaspase (B) por Western blotting em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e
BALB/c nude (total de 5 experimentos). (A) representam imagem de Western blotting mostrando
proteina de interesse (banda superior) e GAPDH (banda inferior,) em extratos soliveis de amasti-
gotas isolados de BALB/c (1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * =p <
0,05.

Tanto a LACK quanto a metacaspase foram mais expressas em amastigotas de
BALB/c nude do que nos de BALB/c (figuras 19 e 20). Esses resultados reforcam a idéia de
que diversos aspectos do fendtipo do parasito podem sofrer modulacdo pela resposta imune
do hospedeiro, conforme ja havia sido demonstrado em estudos que avaliaram a exposi¢ao de
fosfatidilserina (PS) em amastigotas isolados de diferentes animais (WANDERLEY et al.,
2006). Nesse trabalho, formas amastigotas de BALB/c expunham mais PS que amastigotas de
C57BL/6 e parasitos que expunham mais PS foram relacionados com a produgdo de citocinas
anti-inflamatorias, com o TGF-f e IL-10. Os autores relacionaram ainda a exposi¢dao de PS
com o desenvolvimento de lesdoes em C57BL/6, ja que os maiores niveis de PS foram encon-
trados no pico do desenvolvimento destas. Em um trabalho mais recente foi avaliada a expo-
sicdo de PS em parasitos isolados de pacientes portadores das formas cutidnea localizada
(LCL) e difusa (LDC) da leishmaniose (FRANCA-COSTA et al., 2012). Esse trabalho mostrou
que amastigotas isolados dos pacientes com LDC expunham mais PS do que aqueles isolados
de LCL (FRANCA-COSTA et al., 2012). Outro dado interessante foi a maior exposi¢ao de PS
em isolados de BALB/c do que de BALB/c nude. Os animais BALB/c nude, por serem atimi-
cos, praticamente ndo possuem células T, ou seja, imunologicamente tem semelhangas funci-

onais com pacientes que desenvolvem a LDC. Curiosamente, os resultados foram contrarios a
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isso. Os autores relacionam esse achado com a modulagdo positiva exercida por células T mu-
rinas na exposi¢ao de PS em amastigotas (FRANCA-COSTA et al., 2012).

Em relacdo a nossos achados, a maior expressdao de LACK e metacaspase em amas-
tigotas isolados de BALB/c nude sugere a participacdo de respostas T dependentes na regula-
cdo negativa da expressdo dessas proteinas em BALB/c. Essa modulacdo pode ser resultado
de citocinas secretadas diretamente por células T e/ou produzidas por células inflamatdrias re-
crutadas para a lesdo pelas células T ativadas.

A LACK ¢ um anélogo do receptor da Kinase C de mamiferos, e sua fung¢do parece
estar relacionada com a inducdo de reposta Th2 (KELLY E LOCKSLEY, 2004; KELLY et al.,
2003). Essa ativagdo de resposta Th2 ocorre devido ao intenso processo de multiplicagdao de
células T CD4 que expressam elevadas concentracdes de IL-4 (SCHILLING E GLAICHENHAUS,
2001; STETSON et al., 2002). Foi demonstrado que macréfagos recém infectados por promas-
tigotas sdo extremamente habeis em estimular linfocitos T reativos a este antigeno; diferente-
mente de infecgdes com amastigotas. No entanto a expressdo de LACK em promastigotas e
amastigotas ¢ semelhante, o que sugere uma dificuldade da proteina expressa pelo amastigota
em alcancar o MHC II (PRINA et al., 1996). A LACK tem sido considerada uma importante
candidata para o desenvolvimento de vacinas contra a leishmaniose (DE OLIVEIRA GOMES et
al., 2012; GOMES et al., 2007; SALAY et al., 2007; SANCHEZ-SAMPEDRO et al., 2012).

Pouco se sabe sobre as fungdes da LACK, no entanto ha indicios de ela seja capaz de
reconhecer e se ligar a sequéncias de aminoacidos presentes na DNA Polimerase e RNA Po-
limerase, o que faria dela uma proteina envolvida diretamente no ciclo celular (GONZALEZ-
ASEGUINOLAZA et al., 1999). Embora em tripanossomatideos haja poucos trabalhos sobre o
papel da LACK, seu analogo em mamiferos, a RACK, foi relacionada com o controle de radi-
cais livres em células humanas (KORCHAK E KILPATRICK, 2001). Dessa forma, podemos suge-
rir que em um ambiente onde ha poucas células T reguladoras, como ¢ o caso das lesdes de
BALB/c nude, pode haver maior producdo de radicais livres de oxigénio, que podem ser con-
trolados pela maior abundancia da LACK nos amastigotas isolados desses camundongos.

As metacaspases (MCAs) sdo formas evolutivas distantes das caspases dos metazoa-
rios e sdo restritas as plantas, fungos e protozoarios (AMBIT et al., 2008). Sao enzimas do tipo
cisteino peptidases pertencentes ao cla CD, familia C14 (AMBIT et al., 2008). MCAs e caspa-
ses possuem regides com alta similaridade (ARAVIND et al., 1999), e ambas apresentam a su-
bunidade p20 e a diade catalitica histidina/cisteina (H/C) (UREN et al., 2000). As caspases tem

especificidade por substratos com acido aspartico na posi¢cdo P1, enquanto que as MCAs de
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plantas (VERCAMMEN et al., 2007) e de Leishmania (GONZALEZ et al., 2007) tem especifici-
dade por arginina/lisina.

A metacaspase foi descrita simultaneamente em L. donovani (LEE et al., 2007) e em
L. major (GONZALEZ et al., 2007) e foi posteriormente identificada em L. mexicana
(CASTANYS-MUNOZ et al., 2012) e L. infantum (KHADEMVATAN et al., 2011). A maioria das
espécies de Leishmania possui um unico gene para MCA, mas L. infantum e L. donovani pos-
suem dois genes (revisado por GANNAVARAM et al., 2012). Em Leishmania a MCA parece ter
fungdes importantes ndo s6 na morte celular induzida por diferentes estimulos, mas também
no controle da divisdo celular do parasita.

A superexpressdo dos dois genes (MCD1 e MCD2) da MCA de L. donovani ¢ obser-
vada quando os parasitos sdo submetidos a stress oxidativo (LEE et al., 2007). A MCDI ¢
mais expressa em formas amastigotas axénicas do que em promastigotas, o que justifica a
maior atividade “Tripsina like” nessa forma evolutiva do parasito, sugerindo sua importancia
para a sobrevivéncia no interior de células do hospedeiro vertebrado (LEE et al., 2007). Em L.
major ocorre auto processamento da MCA quando ocorre morte celular (conforme medido
pela exposi¢do de PS e perda de potencial de membrana) (GONZALEZ et al., 2007; ZALILA et
al.).

Em L. major a MCA ¢ expressa em ambas as formas de seu ciclo de vida, sendo en-
contrada em diferentes compartimentos intracelulares de acordo com a fase do ciclo celular
do parasita: em vesiculas citoplasmaticas na intérfase e associada ao cinetoplasto e ao nucleo
durante a mitose (AMBIT et al., 2008). Seu papel esta relacionado com a segregacdo de orga-
nelas e progressao do ciclo celular em condi¢des normais (AMBIT et al., 2008). Recentemente
foi obtida uma L. mexicana nula para a MCA, mostrando que ela ndo ¢ fundamental para a
progressao do ciclo de vida do parasito (CASTANYS-MUNOZ et al., 2012). Os dados obtidos
nesse trabalho mostraram que a enzima ¢ supressora do crescimento de amastigotas, contro-
lando a intensidade da infec¢do no hospedeiro mamifero.

A relacdo entre metacaspase e morte celular por apoptose foi mostrada em diferentes
espécies de Leishmania (GONZALEZ et al., 2007). O estresse oxidativo causado por peroxido
de hidrogénio foi avaliado como modulador da MCA pela analise de Saccharomyces cerevisi-
ae mutante nula para MCA e posteriormente complementada com MCA de L. major (Lmj-
MCA) (GONZALEZ et al., 2007). A levedura mutante nula apresentou maior resisténcia ao es-
tresse oxidativo em comparagdo a selvagem. Sua sensibilidade ao tratamento foi recuperada
pela complementagdo com a MCA de L. major com a consequente exposi¢ao de “PS", sendo

esta recuperagdo dependente da atividade catalitica da MCA (GONZALEZ et al., 2007). Um es-
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tudo complementar indicou que a exposi¢do ao peroxido de hidrogénio esta associada a uma
maior externalizacdo de “PS" em L. major que superexpressa a regido catalitica da MCA
(ZALILA et al.). A utilizacdo de Miltefosina também sugere que a MCA possui um papel na
morte celular programada de L. infantum, porque a droga induz a morte celular em promasti-
gotas com caracteristicas de apoptose, acompanhada da superexpressio de MCA
(KHADEMVATAN et al., 2011). Em L. donovani foi mostrado que a morte induzida por DiSB
(3-0,28-O-disuccinyl betulin), que gera stress oxidativo, parece estar associada com a ativa-
cdo da MCA através da via mitocondrial (CHOWDHURY et al., 2014).

Como podemos observar, as fun¢des da metacaspase parecem ser bastante diversas e
até controversas dependendo do contexto. O papel da MCA como supressora do crescimento
de Leishmania (CASTANYS-MUNOZ et al., 2012) ¢ contrario ao que achamos, pois observamos
maior carga parasitaria em BALB/c nude, o qual também apresentou amastigotas com maior
expressdo de metacaspase. Como as fungdes da MCA ndo foram estudadas em L. amazonen-
sis, ¢ possivel que haja alguma diferenca em relacdo ao que foi descrito para outras espécies
do parasita. E possivel ainda que algumas fun¢des dessa proteina ndo tenham sido descritas
devido as limitacdes dos modelos usados, que se baseiam em superexpressdo ou delecdo do
gene da MCA e que, portanto, avaliam a fun¢do da enzima em contextos que diferem do natu-
ral da infecgao.

As demais proteinas analisadas ndo foram diferencialmente expressas em amastigo-

tas isoladas de BALB/c e BALB/c nude, como mostrado nas figuras 21, 22, 23 e 24.
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Figura 20 - Expressdo de CP (B) por Western blot em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e BALB/c nu-
de (total de 5 experimentos). (A) representa imagem de Western blot mostrando proteina de inte-
resse (banda superior) e GAPDH (banda inferior) em extratos soliveis de amastigotas isolados de
BALB/c (1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * =p <0,05.
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Figura 21 - Expressdo de LRR17 (B) por Western blot em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e BALB/c
nude (total de 5 experimentos). (A) representa imagem de Western blot mostrando proteina de inte-
resse (banda superior) e GAPDH (banda inferior) em extratos soliveis de amastigotas isolados de
BALB/c (1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * = p <0,05.
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Figura 22 - Expressao de PDI (B) por Western blot em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e BALB/c nude
(total de 5 experimentos). (A) representa imagem de Western blot mostrando proteina de interesse
(banda superior) e GAPDH (banda inferior) em extratos soluveis de amastigotas isolados de BALB/c
(1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * = p <0,05.
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Figura 23 - Expressdo de STI (B) por Western blot em amastigotas isoladas de lesdo de BALB/c e BALB/c nu-
de (total de 5 experimentos). (A) representa imagem de Western blot mostrando proteina de interes-
se (banda superior) e GAPDH (banda inferior) em extratos soliiveis de amastigotas isolados de
BALB/c (1-5) e BALB/c nude (6-10). Analises estatisticas por ANOVA; * = p <0,05.

Esses resultados sugerem que CP, LRR17, PDI e STI ndo sdo moduladas em termos
de abundancia pelo sistema imune do hospedeiro murino. Ainda assim, ¢ possivel que algu-
ma(s) dela(s) sofra(m) modifica¢des pos-traducionais de acordo com o ambiente imunologico
do hospedeiro, o que ndo seria detectado por Western blot convencional. De fato, nosso grupo
observou alteragdes pos-traducionais em proteinas como triparredoxina peroxidase citoplas-
matica e oligopeptidase B, que resultaram em diferentes isoformas em géis 2D de amastigotas
isolados de BALB/c e BALB/c nude (TEIXEIRA et al., manuscrito aceito para publicagdo).

Uma das proteinas que estudamos foi a CP, e recentemente foi demonstrado que seu
gene ¢ diferencialmente expresso em termos de RNA em parasitos de lesdes de BALB/c e
CBA ao final de 12 semanas de infec¢ao (PEREIRA et al., 2012). Nesse mesmo trabalho os au-
tores observaram ainda que a expressao do gene para o MHC I foi maior em CBA e a expres-
sdo do gene para o MHC II foi maior em BALB/c. Em nosso trabalho ndo observamos dife-

renca na expressao de CP em amastigotas isolados de BALB/c e BALB/c nude.
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4.8 Avaliacdo da atividade da metacaspase em amastigotas isoladas de BALB/c e

BALB/c nude

Diante da observacdo de que a metacaspase ¢ mais expressa em amastigotas isolados
de BALB/c nude decidimos comparar a atividade dessa proteina nas duas amostras. A ativi-
dade dessa enzima ¢ do tipo tripsina-like, ja que cliva os substratos em lisina/arginina. Para
tanto, realizamos uma nova infeccdo em 5 BALB/c e 5 BALB/c nude e ap6s 13 semanas iso-
lamos os e extraimos proteinas soliveis nas condi¢des adequadas para o ensaio. Os resultados
encontrados mostram que os amastigotas isolados de BALB/c nude, além de expressarem

mais metacaspase (figura 20), também apresentam maior atividade tripsina-like (figura 25).
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Figura 24 - Atividade tripsina-/ike em 2 pg de extrato protéico soliivel de amastigotas isoladas de BALB/c e
BALB/c nude (5 animais de cada). Quantificagdo feita em fluorimetro utilizando 10 uM do substra-
to sintético para cisteino-proteinases (Z-Arg-Arg-AMC). Resultados apresentados em unidades arbi-
trarias de fluorescéncia por minuto (uaf/min), como média e desvio de um experimento com triplica-
tas técnicas. Andlises estatisticas por ANOVA; *=p=<0,05; **=p<0,01e***=p<0,001.

Conforme j& discutimos anteriormente, a menor ativacdo celular observada em
BALB/c nude pode ter contribuido para a maior expressdo da metacaspase, associada a uma
maior atividade. Como o papel da metacaspase na sobrevivéncia e multiplicacdo de Leishma-
nia ¢ bastante controverso, ndo podemos afirmar que a expressdo mais alta da enzima em

amastigotas de BALB/c nude confere vantagem para sobrevivéncia desse parasita. Nosso gru-
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po mostrou que a metacaspase ¢ induzida em L. amazonensis por de stress oxidativo e por
choque térmico (PENA, 2012 — dissertago). Essas informagdes sugerem que a expressio da
MCA seria mais elevada em parasitas isolados de lesdes com maior stress oxidativo. Nao ava-
liamos o stress oxidativo em patas infectadas de BALB/c e nude, mas a expressao de iNOS
foi mais elevada em BALB/c (Figura 8). E importante comparar marcadores de stress oxidati-
vo nas lesdes desses camundongos para tentar reproduzir essas condi¢des em infecg¢des in vi-

tro e avaliar sua correlacdo com expressao da MCA em amastigotas.

4.9 Avaliacio do efeito de IFN-y e IL-4 na infec¢do de macrofagos

Os resultados apresentados na figura 8 mostraram maior expressdao de iNOS, IFN-y,
IL-1pB e IL-4 nas patas infectadas de BALB/c apds 13 semanas de infec¢do. Elaboramos entao
a hipotese de que IFN-y e IL-4 poderiam ter interferéncia na expressao diferencial de MCA e
LACK em amastigotas de BALB/c e nude.

Para verificar isso, inicialmente avaliamos o efeito de diferentes concentragoes de
IFN-y (5,9 ng/mL, 11,8 ng/mL e 23,6 ng/mL) e IL-4 (2,0 ng/mL, 5,0 ng/mL e 50 ng/mL) na
infec¢do de macrofagos peritoneais de BALB/c. Os resultados encontrados mostraram que a
maior concentragdo de IFN-y (23,6 ng/mL) e todas as concentragdes de IL-4 utilizadas causa-
ram diferencas estatisticamente significativas no indice de infec¢do em macrofagos quando
comparadas a infeccdo sem estimulo. Como esperado, IFN-y causou reducdo e IL-4 aumento

na infec¢do. Os resultados sdo mostrados na figura 26.
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Figura 25 - indice de infecgdo de macrofagos peritoneais de BALB/c sob estimulo de IFN-y (A) e IL-4 (B). Ex-
perimento realizado em triplicata para cada uma das condigdes. Analises estatisticas por ANOVA; *
=p=<0,05.

Diferente do que ocorre na infeccdo por L. major, foi descrito que a suscetibilidade
da infec¢do por L. amazonensis depende mais de falhas na ativagdo da resposta Thl, do que
da ativacdo da resposta Th2 (AFONSO E SCOTT, 1993). O estimulo com IFN-y em cultura de
macrofagos ja havia sido realizado em infec¢do com L. amazonensis e L. major e observou-se
que a adi¢cdo dessa citocina controla de forma mais efetiva a infec¢do com L. major do que
com L. amazonensis (AFONSO E SCOTT, 1993). Nesse trabalho, somente a adi¢do de IFN-y
(100 UI/mL) nao foi suficiente para diminuir o indice de infec¢do em macréfagos por L. ama-
zonensis. Em nosso trabalho a concentragdo que apresentou reducao no indice de infec¢do em

macrofagos foi de aproximadamente 200 UI/mL.

4.10 Expressao de LACK e metacaspase em amastigotas isolados de macrofagos infec-

tados na presenca de IFN-y e IL-4

Para avaliar o efeito de IFN-y e IL-4 na expressdo de LACK e metacaspase escolhe-
mos as concentracdes de citocinas que mais alteraram o indice de infec¢do. Realizamos um
experimento no qual utilizamos macréfagos medulares e os infectamos com formas promasti-

gotas de L. amazonensis. Apds 3 dias isolamos os amastigotas e os utilizamos para infectar
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novos macrdofagos medulares, agora com IFN-y (23,6 ng/mL), IL-4 (50 ng/mL), IFN-y (23,6
ng/mL) + IL-4 (50 ng/mL) e sem estimulo. Ap6s 72 horas isolamos os amastigotas e extrai-
mos proteinas soltiveis a fim de analisar a expressdo da LACK e da metacaspase. Os resulta-

dos sdo apresentados nas figuras 27 e 28.
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Figura 26 - Expressdo de LACK (B) por Western blot em amastigotas isolados de macroéfagos sob diferentes
estimulos em 3 experimentos. As concentragdoes de IFN-y e IL-4 foram 23,6 ng/mL e 50ng/mL,
respectivamente:. Imagem do Western blot (A) mostrando proteina de interesse (banda superior) e
GAPDH (banda inferior) em extratos soluveis de amastigotas isoladas de macrofagos sob estimulo
de IFN-y (1, 5, 9); IL-4 (2, 6, 10); IFN-y + IL-4 (3, 7); Sem estimulo (4, 8, 11). Analises estatisti-
cas por ANOVA; * =p <0,05.
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Figura 27 - Expressdo de metacaspase (B) por Western blot em amastigotas isolados de macrofagos sob diferen-
tes estimulos em 3 experimentos. As concentragdes de IFN-y e IL-4 foram 23,6 ng/mL e 50ng/mL,
respectivamente: Imagem do Western blot (A) mostrando proteina de interesse (banda superior) e
GAPDH (banda inferior) em extratos soluveis de amastigotas isoladas de macrofagos sob estimulo
de IFN-y (1, 5, 9); IL-4 (2, 6, 10); IFN-y + IL-4 (3, 7); Sem estimulo (4, 8, 11). Analises estatisticas
por ANOVA; * =p <0,05.

Como mostrado nas figuras 27 e 28, ndo houve diferenga estatisticamente significati-
va na expressdo em nenhuma das proteinas na presenca de IFN-y e/ou IL-4, o que nos faz
pensar que IFN-y e IL-4 ndo sdo capazes de modular a sintese dessas proteinas nas concentra-
¢oes testadas, ou que ndo sdo capazes de modular essas proteinas sozinhos, sendo necessarios
outros fatores.

Com os dados apresentados neste trabalho podemos afirmar que o padrdo/intensidade
a infecgdo por L. amazonensis esta diretamente relacionada com o estado imunoldgico do
hospedeiro (no caso, diferentes linhagens murinas) e que a resposta imune dele ¢ capaz de
modular a expressao de proteinas no parasito. No entanto, ha a necessidade de se buscar ex-
plicagdes para os mecanismos envolvidos nesse processo. Como perspectivas, nosso grupo ird
avaliar futuramente a expressao da LACK e da metacaspase em amastigotas isolados de paci-
entes com as formas cutanea localizada e difusa da leishmaniose. Esta avaliacdo trara mais
respostas sobre a fisiopatologia dessa doenga e permitird que novos projetos possam ser exe-
cutados com o propoésito de melhor entender a relagdo parasito/hospedeiro na infec¢do por L.

amazonensis.



73

4.11 Avaliacao histopatologica das patas dos animais infectados

Tendo em vista que ndo foi possivel caracterizar o perfil celular e de citocinas por ci-
tometria de fluxo nas patas infectadas em virtude da lise celular causada pelo procedimento
dos experimentos, principalmente em macréfagos de BALB/c nude, realizamos a histopatolo-
gia desse tecido, na qual foram avaliados os seguintes pardmetros: porcentagem de linfocitos,
mondcitos, macréfagos, neutrofilos, eosinofilos e basofilos, além de alteragdes teciduais cau-
sadas pela infec¢do. A leitura das laminas foi feita pela Dra. Eloisa Resende, do departamento
de parasitologia da USP.

Os resultados da figura 29 mostram que nas patas de BALB/c houve maior infiltrado
celular (linfécitos e células mieldides). Esses dados corroboram com os observados na FACs
(bago e linfonodo) e justificam a maior expressdo de genes relacionados a resposta imune
descritos no Real-Time PCR. Além disso, chama-se a atengdo para a quantidade relativa de
células dos C57BL/6 infectados, as quais ndo apresentaram aumento em relagdo ao grupo
controle (exceto macréfagos). O ndo aumento pode ser justificado pelo controle da infec¢do

no momento do sacrificio.
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Figura 28 — Analise histopatologica — perfil celular - em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (5 animais de cada)
13 semanas apo6s a infecgdo com Leishmania amazonensis LV79. Analises estatisticas por ANOVA.
*=p<0,05; ¥* =p <0,01; *** =p <0,001.
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A figura 30 mostra as alteracdes teciduais e parasitismo nas patas das trés linhagens

de animais infectadas apds 13 semanas de infecgao.
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Figura 29 - Anilise histopatolégica — alteragdes teciduais - em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6 (5 animais de
cada) 13 semanas apds a infec¢do com Leishmania amazonensis LV79. Andlises estatisticas por
ANOVA. *=p=<0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001.

Observa-se nos resultados acima que o parasitismo nas patas de BALB/c e BALB/c
nude foi superior ao encontrado em C57BL/6 (corroborando o achado na diluicdo limitante).
Tal fato ja era previsto, tendo em vista do controle da infec¢do neste animal. A necrose mos-
trou-se maior em BALB/c em relacdo as outras duas linhagens. Isso ja era de se esperar, ja
que a resposta inflamatoria, conforme j& discutido nos resultados de Real-Time, foi superior
nesses animais.

BALB/c também mostrou mais ulcerag¢ao nas patas que os demais animais. Realmen-
te essa observacao ja havia sido feita no momento do sacrificio, em que as patas desses ani-
mais apresentavam extensas ulceras no local da infeccdo com presenga de uma crosta reco-
brindo-a, diferente do observado em BALB/c nude que, apesar das patas estarem bastante in-
chadas ndo apresentavam ulceras. Este fato deve estar relacionado ao intenso infiltrado celular
presente nas patas de BALB/c em relag@o aos demais, que foi responsavel pelo maior dano te-
cidual.

Os resultados mostram haver uma relagao direta entre o parasitismo e a necrose teci-
dual, ja que tiveram padrio semelhante, por outro lado a ulceracdo parece nao estar relaciona-
do ao parasitismo. De fato isso foi observado em nas patas de BALB/c nude, as quais mesmo

ndo apresentado ulceracdes com as de BALB/c, eram as que continham maior carga parasita-
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ria. Dessa forma podemos relacionar a ulceragdo com a resposta inflamatéria no local, a qual
foi mais pronunciada nas amostras de BALB/c.

A andlise histopatologica nos permite ter uma visao direta do tecido e a situagdo em
que ele se encontrava no final da infec¢do, sendo possivel tragar um ntimero relativo de célu-
las do sistema imune presentes, além disso foi possivel relacionar os tipos celulares encontra-

dos com a carga parasitdria presente no mesmo.
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5 CONCLUSOES

A partir de todos os dados apresentados podemos concluir que o curso da infecgdo
por L. amazonensis ocorre de maneira diferente em BALB/c, BALB/c nude e C57BL/6, ¢ isso
estd relacionado com o perfil ou intensidade de reposta imune desenvolvido por cada um de-
les. Observamos em BALB/c maior desenvolvimento de lesdes e resposta imune com padrdo
misto Thl e Th2, com maior expressao de iNOS, IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-1f, no entanto a
carga parasitaria no local da infec¢do e no linfonodo popliteo foi inferior & encontrada em
BALB/c nude, que apresentou baixa porcentagem de células T, e consequentemente pouca
resposta inflamatoria no loca da infecgdo, as quais, no entanto, mostraram ser ativas na pro-
ducdo [FN-y e IL-4. Esses animais apresentaram ainda maior expressdo de iNOS em baco e
linfonodo, possivelmente decorrente de células NK. Em C57BL/6 a infec¢do foi controlada a
partir da sexta semana de infeccdo, de forma que no final da décima terceira o perfil de res-
posta imune ndo mostrava alteragdes significativas.

Com relagdo a expressao de proteinas relacionadas a viruléncia/sobrevivéncia, verifi-
camos que a LACK e a metacaspase foram mais expressas em amastigotas isolados de
BALB/c nude, o que mostra a modulagdo exercida pela resposta imune do hospedeiro. Uma
explicagdo para esse fato seria a regula¢do negativa feita por células T na expressdo dessas
proteinas em amastigotas de L. amazonensis. E possivel ainda, que a maior expressio da me-
tacaspase possa estar relacionada com a proliferacdo celular do parasito, ja que essa proteina
mostrou-se ser mais expressa € ter maior atividade em amastigotas de BALB/c nude, o qual
apresentava o maior numero de parasitos no final das treze semanas. No entanto, dados na li-
teratura com outras espécies mostraram o contrario e isso ressalta a importancia de se apro-
fundar a pesquisa dessa proteina em L. amazonensis. Concluimos também que a modulacdo
da expressdo das duas proteinas nao se baseia somente na diferenca entre abundancia de [FN-
v e IL-4, ja que amastigotas isolados de macroéfagos medulares sob o estimulo dessas citocinas
ndo apresentaram diferenga na expressao da LACK e metacaspase. Isso sugere que outras ci-
tocinas desempenhem papel importante nessa regulacao.

Temos como perspectivas avaliar a expressdo dessas proteinas em amastigotas isola-
dos de pacientes que desenvolveram a forma cutinea e a difusa da doenca, ja& que sabemos
que na segunda os pacientes apresentam anergia de células T, que cria um ambiente bastante

semelhante ao encontrado em BALB/c nude.
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